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RESUMO

Os nanodispositivos, objetos desenvolvidos em escala nanométrica, sdo fabricados
por apresentarem propriedades fisico-quimicas mais eficientes que os materiais em
escala macro. Tendo influéncia direita na area da saude, pois 0s nanossistemas
carregados com substancias bioativas ultrapassam as barreiras lipidicas, agem com
precisdo no local de acédo, promovem aumento na biodisponibilidade da droga ao
estabilizar por mais tempo a concentracdo plasmatica maxima, e isso possibilita
diminuir a dose aplicada e quantidade de vezes em que é administrada. Além disso,
evitam efeitos adversos e toxicos. Portanto, a pesquisa teve por objetivo o
desenvolvimento de nanodispositivos, micelas poliméricas e tapetes fibrilares
confeccionados pela técnica de electrospinning (eletrofiacdo), para liberacao
controlada de drogas. Foram fabricados por métodos simples, de facil manipulagéo,
producdo em larga escala e com menor ou nenhuma quantidade de excipientes, o
que diferencia das formas convencionais de liberacdo de farmacos. Os materiais
utilizados para compor os dispositivos foram os polimeros hidrofébicos (PCL e (%)-
P(3-HB)), o polimero hidrofiico (PEG ou PEO) e o agucar alcool, sorbitol. Esses
materiais foram selecionados por condicionar as caracteristicas de biodegradaveis e
biocompativeis dos nanossistemas, 0 que se faz necessério para aplicagcdo em meio
biolégico. Os copolimeros sintetizados para confeccédo das micelas foram produzidos
em tribloco e em formato estrela, com rendimentos acima de 50% e sem presenca
de reagentes. As micelas apresentaram tamanhos inferiores a 1000 nm, ideal para
uso em administracdo parenteral, e a estabilidade foi melhor para as micelas
formadas por copolimeros estrela. Os tapetes fibrilares apresentaram mais de 95%
de eficiéncia no encapsulamento das cargas bioativas. Finalmente, ambos
dispositivos foram radioesterilizados por radiacdo gama, dose 25 kGy, e, das onzes
substancias bioativas utilizadas, apenas duas demonstraram produtos indesejaveis
radioliticos, 0 que torna o processo efetivo. Os nanoprodutos tém como perspectivas
futuras amplo uso com diversas drogas, estudo in vivo, encapsulamento dual de

substancias bioativas e confeccao de tapetes fibrilares com dupla camada.

Palavras chave: liberacdo controlada de bioativos, polimeros, micelas, nanofibras,

eletrofiacdo, radioesterilizacdo gama.



ABSTRACT

Nanodispositives, objects developed at nanometer scale, are manufactured by
presenting physicochemical properties more efficient than materials in macro scale,
having good influence in health area. The nanosystems loaded with bioactive
substances surpass the lipid barriers, act with precision in the place of action and
promote increase in bioavailability of the drug, by stabilizing for a longer time the
maximum plasma concentration and this allows to decrease the dose And how many
times it is administered. In addition, they avoid adverse and toxic effects. Therefore,
the research objective was to develop nanodevices, polymeric micelles and fibrils
made by the electrospinning technique, for a controlled drug release. They were
manufactured by methods simple, easy to handle, large scale production and with
litlte or no excipients, which differs from conventional forms of drugs releasing. The
materials used to compose devices were the hydrophobic polymers (PCL and P (3-
HB), the hydrophilic polymer (PEG or PEO) and the sugar alcohol, sorbitol. These
materials were selected for conditioning the biodegradable and biocompatible
characteristics of nanosystems, which is necessary for application in biological
systems. The copolymers synthesized to make the micelles were produced in triblock
and star format, with efficiency above 50% and without reagents. The micelles had
sizes below 1000 nm, ideal for use in parenteral administration and the stability was
better for micelles formed by star copolymers. The fibrillary mats presented more
than 95% efficiency in the encapsulation of bioactive loads. Finally, both devices
were radio sterilized by gamma radiation, dose 25 kGy and from the eleven bioactive
substances used, Only two demonstrated undesirable radiolytic products, which
made the process effective. Nanoproducts have future prospects and a wide use with
various drugs, in vivo study, dual encapsulation of bioactive substances and

fabrication of double layer fibrils.

Key words: Controlled release of bioactives, polymers, micelles, nanofibers, electro-

spinning, gamma sterilization.
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1. INTRODUCAO

A nanotecnologia, ciéncia que compreende e controla objetos com
dimensdes nanométrica, vem sendo aplicada em diversos setores, tais como
alimenticio, saude, agricultura e engenharia. Na area da saude, por exemplo, 0s
nanomateriais (micelas, lipossomas, nanoemulsdes, nanotubos, nanofibras e
outros), ganham importancia por causarem impactos diretos no sistema biolégico e
por serem mais precisos que 0s materiais em escala macro, devido as propriedades
fisico-quimicas diferenciadas (FREITAS, 2005, DAVIES, 2007).

No meio biolégico, os nanodispositivos, em especial os de liberagcdo controlada,
atuam com precisdo no transporte de substancias bioativas ao local de acéo especifico,
aumentando assim a biodisponibilidade e a atividade terapéutica, como também
diminuindo os efeitos toxicos e indesejaveis (DURAN et al., 2010). Entre os
nanodispositivos destacam-se as micelas, estrutura coloidal anfiflica, e as nanofibras
obtidas a partir da técnica de eletrofiagdo (electrospinning). O processo de obtencédo de
ambos é simples, de facil manipulacdo e de producdo em larga escala (MOURYA et al.,
2010; COSTA et al, 2012). A fabricacdo e otimizacdo desses dispositivos € dependente
da escolha dos materiais, os quais deverdo ser biodegradaveis, biocompativeis e de
funcionalizacdo de superficie, para promover a conjugacdo, a complexacdo e/ou
encapsulamento de substancias bioativas (MOGHIMI et al., 2005).

Portanto, o trabalho tem como finalidade o desenvolvimento de
nanodispositivos biodegradaveis e radioesterilizdveis por radiacdo gama,
designados para liberagdo controlada de substancias bioativas. Estes dispositivos
foram micelas copoliméricas formuladas por copolimeros sintetizados e tapetes
fibrilares poliméricos eletrofiados. As matérias-primas utilizadas foram os polimeros
sintéticos biodegradaveis, como a poli (e-caprolactona) e o poli (3-hidroxibutirato), e
os poliéteres hidrossollveis poli (etileno glicol) de massa molar 6 kg.mol! e o poli
(6xido de etileno) de massa molar 600 kg.moll. Além desses, o sorbitol, um polidl,
também foi usado como componente da matriz polimérica.

Na confeccdo dos dispositivos foram introduzidas as cargas bioativas, tais
como farmacos, vitaminas do complexo B e aminoacidos essenciais. Por fim, os
materiais fabricados, foram caracterizados para comprovacdo da formacdo dos
copolimeros e dos nanosistemas, 0s quais nas micelas e nos tapetes fibrilares serdao

averiguados os perfis de liberacdo das cargas.
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1. NANOTECNOLOGIA

Conceito criado em 1974 por Norio Taniguichi, professor da Tokio University
of Science, que descreveu a nanotecnologia como a ciéncia que consiste
principalmente na criacdo e manipulacdo dos agrupamentos formados por atomos
ou moléculas, cujos arranjo espacial e composi¢cao sdo usados para obter estruturas
com novas caracteristicas (RAMSDEN, 2011). O termo popularizou-se na década de
80 com referéncia a area do conhecimento que estuda materiais com uma das
dimensdes fisicas em escala nanométrica, ou seja, na ordem de grandeza 10-° ou a
bilionésima parte de um metro (MELO, PIMENTA, 2004).

Esse ramo da ciéncia que amplamente vem crescendo tem sido aplicado em
varios setores, principalmente alimenticios, biotecnolégico, médico-hospitalar,
agricola e farmacéutico (CHEN, SCHLUESENER, 2008). Isto, devido as
propriedades fisico-quimica incomuns, como a grande area superficial, propriedades
eletrbnicas Unicas, forma e estado de agregacdo, que proporcionam aos materiais
nanometricos caracteristicas quimicas, fisicas, mecanicas e biologicas distintas da
matéria de origem (NEL et al., 2006; DAVIES, 2007).

Os principais nanomateriais utilizados nos setores descritos anteriormente
sdo nanoparticulas (micelas, lipossomas, nanoemulsdes), nanotubos, nanofibras e
nanofios (GUO, WANG, 2007). Esses materiais sdo produzidos na escala
nanomeétrica atraves de interacdes fracas, tais como dipolo eletrostatico, ligacdes de
hidrogénio, forcas de van der Waals, interacbes hidrofébicas ou hidrofiicas,
aglomeracédo fluidica e outras formas de agregacdo. Segundo Gai (2002), os
exemplos dessas arrumacdes sdo descritos como automontagem, em que 0 arranjo
das moléculas individuais forma agregados, e auto-organizagdo, que formam
estruturas maiores.

Na literatura, o processo de obtencdo dos nanomateriais consta desde 1857,
quando Faraday relatou a sintese do ouro coloidal, cujos procedimentos quimicos
em geral, foram baseados nos métodos de automontagem e auto-organizacao
(KECSKES et al.,, 2007). Os métodos podem ser divididos com duas estratégias:
bottom-up (“do simples para o complexo”), que é construcdo de materiais a partir de
atomos ou moléculas individuais e o top-down (“do complexo para o simples”) em
que uma fonte de energia € utilizada para reduzir o material em particulas menores
(DATTA, MISHRA, 1999; MIZUTA, ODA, 2006).
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A sintese, propriamente dita, desenvolve nanomateriais em estados altamente
dispersos e que necessitam de controle rigoroso de variaveis, tais como pH,
temperatura do meio reacional e disperséo das espécies quimicas de interesse.

Também sendo avaliado o método sintético adequado para preparagdo de
nanomateriais, pois deve ser considerado a rapidez, a qualidade e o custo da
preparacdo (CORDENTE et al.,, 2001). Uma sintese bem estruturada pode originar
nanodispositivos, que terdo importancia relevante principalmente na area da saulde,
devido aos impactos diretos causados no sistema bioldgico (FREITAS, 2005).

1.1 Nanotecnologia na area da saude

Na area da saude, a Agéncia Europeia de Medicamentos (European
Medicines Agency) define nanotecnologia como a parte da ciéncia que usa, aplica,
ou desenvolve estruturas com diametro inferiores a 1000 nm e projetadas para
apresentarem propriedades especificas (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2010).
Particularmente, a medicina e a farmcologia objetivam o desenvolvimento de
nanomedicamentos, em especial de liberacdo controlada, que oferecam vantagens
em relacdo as formas convencionais, seja na prevencado, terapia ou diagnéstico
(LAMMERS et al., 2011).

Os nanodispositivos na area médica sao produzidos a partir de materiais, em
geral, biodegradaveis, biocompativeis, com capacidade de funcionalizacdo de
superficie, e que podem promover conjugacdo, complexacdo e/ou encapsulamento
(MOGHIMI et al.,, 2005). Dentre os principais nanodispositivos, encontram-se 0S
lipossomas, micelas, nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas lipidicas,
nanocristais e nanofibras, que tém por objetivos transportar os farmacos para um
local de acdo especifico para exercer sua atividade terapéutica e diagnostica com
maximo de seguranca e eficacia, diminuindo a toxicidade, aumentando a
biodisponibilidade, além de auxiliar na passagem pelas barreiras lipidicas (DURAN
et al,, 2010; ETHERIDGE et al., 2013).
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2. POLIMEROS BIODEGRADAVEIS

Polimeros sdo macromoléculas constituidas por pequenas partes que se
repetem, os mondmeros, que estdo ligados entre si por ligacbes covalentes. A
reacdo de sintese de um polimero da-se o nome de polimerizacdo (SALVADOR,
2000).

A polimerizacdo pode ser classificada em dois grandes grupos: polimerizacao
em cadeia ou passo. Na polimerizagdo em cadeia, que acontece por mecanismo de
adicdo, uma cadeia de qualquer comprimento x pode apenas ser adicionada de um
mondmero para continuar a crescer. No caso da polimerizagdo por passo, também
conhecida por polimerizacdo por condensacéo, cadeias de quais quer comprimentos
x e y se combinam para formar cadeias mais longas (ROSEN, 1993).

Os polimeros foram classificados de acordo com suas estruturas, suas
finalidades e sua moldagem. Segundo a estruturacdo, esses sdo divididos em
lineares, quando h& apenas uma cadeia; ramificadas, as que se apresentam com
uma cadeia principal e outras secundarias na sua lateral; e as reticuladas, nas quais
cadeias principais se cruzam por ligac6es quimicas (MANO, MENDES, 2000).

A outra classificacdo é baseada na sua aplicacdo nas industrias; por exemplo
os elastbmeros também denominados de borracha, sdo polimeros de alta
elasticidade, que ao se deformarem voltam a seu estado inicial, entretanto algumas
borrachas de origem natural podem se romper ao serem submetidas a altas tensdes
(KOUTSOS, 2009). Tém-se ainda neste grupo, as fibras, que sdo materiais de alta
resisténcia mecéanica e de temperatura, e por fim, os plasticos que sdo polimeros
sélidos a temperatura ambiente.

Em relagdo & moldagem os polimeros sdo classificados em termorrigidos e
termoplasticos (CORDEIRO, 2007). Os termorrigidos sao aqueles que sao formados
por cadeias cruzadas e que nao podem ser remodeladas, pois o0 reaquecimento leva
a sua decomposicao. Os termoplasticos, sdo constituidos por cadeias lineares e
ramificadas e que podem ser remodeladas por reaquecimento (DEMARQUETE,
2010).

Muitos dos polimeros tém aplicacéo na area meédica, sendo designados como
ndo degradaveis e biodegradaveis, o que ird depender do comportamento na
presenca de tecido biologico (ALMEIDA, 2010). Os ndo degradaveis, como 0O

polietileno, sdo estaveis nas suas propriedades quimicas, principalmente nas
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ligacdes quimicas carbono-carbono (SANTOS et al., 2013). Segundo Fambri (2002)
os biodegradaveis, como a poli (e-caprolactona), ttm uma taxa de degradacéo, que
possibilita seu uso em implante sem a necessidade de retirada do material, além do
que a degradacéo pode vir a estimular a regeneracéo do tecido.

Pela importancia na area da saude, os poliésteres poli (e-caprolactona) (PCL)
e o poli (3-hidroxibutirato) sdo escolhidos como materiais principais, devido as suas
propriedades biodegradaveis, biocompativeis e o tempo de degradacdo que
auxiliardo na liberacdo de drogas, porém, por serem polimeros hidrofébicos, esses
sdo insoliveis em meio aquoso (ALMEIDA, 2010; VILLANOVA et al., 2010). O
problema da solubilidade nas nanoestruturas pode ser solucionado através da
associacdo com polimeros hidrofilicos ou mucoadesivos, como o poli (etileno glicol)
(PEG) o que facilita a absorcédo dos polimeros hidrofébicos pelo organismo fazendo

com isso, que os farmacos atinjam o tecido alvo (TAVARES, 2011).

2.1 Poli (e-caprolactona) (PCL)

Poli (e-caprolactona) é um poliéster alifatico, quimicamente conhecido por poli
(6-hidroxihexanoato)(P(6-HH)), formada por uma cadeia linear de carater
semicristalino, cujo grau de cristalinidade é de 50%, porém podendo chegar a 69%
(ANDRADE et al., 2008) (Figura 1). Seu ponto de fusdo € em torno de 60° C e sua
temperatura de transicdo vitrea varia entre —60° a — 70° C (CANEVAROLO, 2006).

Figura 1. Cadeia principal da poli (s-caprolactona)
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Fonte: Elaborado pela autora.

A primeira vez a ser sintetizada foi em 1930, desde entdo, tem sido alvo de
estudo cientifico (SINHA et al.,, 2004). A sintese ocorre por abertura do anel do
mondmero e-caprolactona (CL), que se abre por iniciacdo radicalar ou iénica. A PCL

gquando formado apresenta caracteristica de hidrofobicidade, resultante dos
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grupamentos metilénicos ndo polares e um grupo éster relativamente polar que se
repete ao longo da cadeia, e faz com que seja sollivel em solventes organicos, como
o cloroférmio (SILVA, 2011).

Por ndo se dissolver em agua, esse material é degradado, ou seja, a cadeia
polimérica é reduzida a oligdbmero e a monémeros, por agdo microbiana, enzimatica
ou hidrolitica, tendo um tempo médio de 2 anos para se degradar (FAMBRI et al.,
2002; BARBANTI et al., 2005). A degradacéao hidrolitica, inicia-se com a hidrolise das
ligagcBes ésteres, produzindo terminais acidos que podem ou ndo serem difundidos
para o meio (WOODRUFF, HUTMACHER, 2010).

Devido as suas propriedades, como a biodegradabilidade, a
biocompatibilidade e o baixo ponto de fusdo, a poli (e-caprolactona) tem sido alvo de
procura, principalmente na area biomédica (KOST, 1995). Para &rea farmacéutica,
vem sendo utilizada para liberacdo controlada de farmaco, sendo permeavel a

drogas lipofilicas, e como cimento ésseo (ARRUDA et al., 2003).

2.2 Poli (3-hidroxibutirato) (P(3-HB))

Polimero da classe dos termoplasticos, denominados poli-hidroxialcanoatos,
foi isolado e caracterizado pela primeira vez em 1926 por Maurice Leimogne,
pesquisador do Instituto Pasteur em Paris (LEMES, 2005). Trata-se de um
homopolimero poliéster, linear, alifatico, composto por quatro atomos de carbono
(Figura 2), soluvel principalmente em cloroférmio, biocompativel e biodegradavel,
com degradacdo variando entre seis a doze meses (SUDESH, ABE, 2000;
BOHMERT et al, 2002).

Sua producao geralmente, sdo por métodos bioldgicos através do processo de
fermentagdo, em que bactérias como Ralstonia eutropha e bacillus megaterium
sintetizam o polimero no interior citoplasmatico das células, em resposta ao estresse
nutricional (REPASKE, REPASKE, 1976; CARTER, DAWES, 1979; TADA, 2009).
Além disso, o polimero pode ser também sintetizado quimicamente, através da
abertura do anel da B-butirolactona (MULLER, SEEBACH, 1993; FONSECA 2014).
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Figura 2: Cadeia principal do poli (3-hidroxibutirato)
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Fonte: Elaborado pela autora.

O poli-hidroxibutirato € um sdlido semicristalino, com grau de cristalinidade
entre 60 a 90% (TADA, 2009). Segundo Nascimento (2001), através da analise do
difratograma das moléculas do PHB, essas demonstraram conformacéo helicoidal,
sendo as interacbes de Van der Walls as forcas basicas para o modelo
conformacional.

A semicristalidade do PHB influenciara na sua temperatura de transicao vitrea
(Tg), que varia entre 5 a 9° C (AMASS et al., 1998; ANTUNES 2003; TADA, 2009). A
baixa Tg promove ao polimero menor resisténcia ao impacto, o0 que confere
caracteristicas quebradicas (ANTUNES 2003). Seu ponto de fusdo em 180° C limita
0 Uso na industria, pois a temperatura de fusdo aproximasse da temperatura de
degradacdo, que varia entre 175° a 250°C. Isso faz com que o polimero apresente
baixa estabilidade (ZHANG et al., 2000). Mesmo com essa desvantagem, a gama de
vantagem que o polimero traz faz com que seja amplamente empregado na area
médico-farmacéutica, prestando-se a fabricagdo de fios de sutura, proteses 0sseas e
capsulas que liberam gradualmente medicamentos na corrente sanguinea
(BOHMERT et al, 2002; COUTINHO et al., 2004).

2.3 Poli (etileno glicol) (PEG) / poli (6xido de etileno) (PEO)

O poli (etileno glicol) € um poliéter, homopolimero sintético, linear ou
ramificado, neutro e esta disponivel em uma grande variedade de pesos
moleculares, de poucas centenas a milhares de Daltons (Figura 3) (COIMBRA,1995;
OLIVEIRA, 2006). O PEG é designado para composto de baixa molaridades, os de
alta sdo conhecidos como poliéxido de etileno (PEO) (RIBEIRO, 2001). Os polimeros
de massas baixa sdo fluidos viscosos ou sélidos cerosos, enquanto os de massa

elevada sao termoplasticos cristalino moldaveis.
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Figura 3: Cadeia principal do poli (etileno glicol)
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Fonte: Elaborado pela autora.

O tamanho da cadeia ir4 influenciar em determinadas propriedades, pois 0
PEG apresenta solubilidades em agua e em solventes organicos, possui capacidade
lubrificante, baixa toxidez, estabilidade, pequena volatiidade e pode se complexar
com metais, além de ser facilmente modificado quimicamente; e apresentar
compatibilidade biolégica (YEH, 2000). Tanto o PEG como PEO sao solliveis em
agua a temperatura ambiente, em todas a propor¢cées (POWELL, 1980; LOH, 2001).

A sua solubilizagdo em agua é atribuida a ligacdo das moléculas de 4gua em
torno da cadeia de polietileno através das pontes de hidrogénio, que por serem
fracas, permitem a quebra na cadeia de diversas maneiras. Ao haver a quebra, ha
liberacdo de energia (COIMBRA,1995). A higroscopicidade aumenta com a
diminuicdo da massa molar do polimero devido, principalmente, ao aumento relativo
do nimero de hidroxilas terminais (DEIBLE, 1998).

A facilidade do polimero de solubilizar em agua fez com que houvesse uma
expansdo em sua aplicacdo na quimica, biomédica e na indUstria, isso associado ao
seu baixo custo (ZALIPSKY, 1983; BURGAZ, 2011). E um polimero utilizado em
detergente, tintas, na purificacdo de proteinas e na entrega de drogas (MEDEIROS,
KANIS, 2010). Além do mais pode tornar solivel compostos insoliveis em agua
(HARRIS, 1992).

3. ACUCARES ALCOOIS

Os acuUcares alcoois ou polidis pertencem a uma classe de compostos
contendo varios grupos hidroxila, sendo por isso denominados de alcoois poli -
hidroxilicos. Podem ser derivados de monossacarideos (sorbitol, manitol, xilitol e
eritritol) ou de dissacarideos (maltitol, lactitol e isomalte) (PERINA, 2012). Diferem
dos outros sacarideos, devido a redugdo do grupo cetona ou aldeido, a hidroxilas
(KRUGER, 1999). A reacédo ocorre pela hidrogenacédo catalitica do grupo redutor de

um sacarideo especffico facilmente acessivel (sacarose, acucar invertido, frutose,
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glucose, xarope de glucose, xarope de maltose, lactose, xilose etc.), dessa forma os
poliéis podem ser obtidos industrialmente (POLIOIS, 2016).

Os monossacarideos polidis sdo encontrados em frutas, verduras e como
intermediarios no metabolismo de carboidratos de animais. Industrialmente s&o
comercializados como emulsificantes, estabilizantes, umectantes, crioprotetores e
redutores de ponto de congelamento (BAUCHART et al.,, 1985; GEAY et al., 1992).
Possuem solubilidade proxima a da sacarose (195g/100g H2 O a 20°C), enquanto os
dissacarideos a solubilidade é cerca de 20 a 40% a da sacarose. S0 agentes
redutores da atividade de agua, o que evitam proliferacdo microbiana, sdo também
higroscopicos, sendo o sorbitol de alta higroscopicidade (POLIOIS, 2016). Essa
caracteristica do sorbitol e a hidrofilicidade, que copolimerizado com cadeias

hidrofobicas facilitara a absorcéo.

3.1 Sorbitol

E um poliol, monossacarideo hexitol, de cadeia linear alifatica, altamente
hidrofilico, de ponto de fusdo entre 93° a 98°C e férmula molecular CsH140es,
conforme a Figura 4 (QUINQUENET, MADELMONT, 1988, GRILLAUD, et al., 2005).
Foi descoberto em 1872 pelo quimico francés, Joseph Boussingault, que isolou o
composto de bagas de tramazeira (Sorbus aucuparia), fruto europeu (ERNANDES,
2009; PERINA, 2012). O pesquisador passou a investigar o motivo de o fruto ser
intensamente adocicado. Ele separou uma amostra do suco fermentado desta fruta,
destilou o &lcool e, a partir do xarope residual, cristalizou o composto adocicado,
como cristais em forma de agulha, concluindo que ndo se tratava de um acucar
comum, mas de um monossacarideo poli-hidroxiicos, o qual nomeou de sorbitol
(ERNANDES, 2009).

Figura 4: Estrutura quimica do sorbitol
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Fonte: Elaborado pela autora.
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O sorbitol pode ser isolado a partir de diversas fontes, tais como batata, trigo,
arroz, cana-de-aclcar, dentre outros (GORP, 1999). A sintese inicia pela
hidrogenacédo catalitica da glicose, frutose ou sacarose, que € catalisada pelo niquel
(Ni), a temperatura de cerca de 150°C e presséo entre 40 e 50 atm. O produto da
reacao, o xarope de sorbitol, passa por varias colunas de troca-idnica para que seja
reduzido a concentragcdo de niquel e posteriormente possa entrar no mercado
(FARIA, 2002; ERNANDES, 2009).

Na industria o sorbitol € usado em varias areas, como alimenticia e a saude.
Esse composto, estimula interesse por ser lentamente absorvido pelo intestino
delgado por absorcdo passiva, sem elevar o nivel de glicose no sangue e por ser
convertido no figado em glicose pela aldose redutase, ou a frutose pela sorbitol
desidrogenase (SILVEIRA, JONAS, 2002; AKINTERINWA et al, 2008; DABBAWALA
et al, 2013). E a metabolizagdo em composto atdxico, juntamente com estrutura
quimica e suas propriedades, por exemplo ser bacteriostatico, estavel, solavel em
agua e solvente organicos, além de suportar altas temperatura, que torna o sorbitol
amplamente empregado na area da saude, principalmente nas indUstrias quimicas,

cosmecéuticas e farmacéuticas (GORP, 1999).

4. SUBSTANCIAS BIOATIVAS UTILIZADAS NESTE TRABALHO

4.1 Finasterida

A finasterida, utilizada para hiperplasia benigna da prostata e calvicie, € um
farmaco antiandrégeno que inibe a 5a-redutase do tipo 2, receptor conversor da
testosterona em di-hidrotestosterona (DHT) (MILLER, 2003). Embora exista essa
inibicdo, o organismo ndo deixa de produzir o DHT, pois a isoenzima tipo 1 ndo é
afetada pela acédo do farmaco (ANDRIOLE et al., 2005).

Essa droga trata-se de um pd branco ou quase branco, cristalino, que possui
polimorfismo (SWEETMAN, 2005). Solavel em solventes organicos polares, como
metanol, cloroformio e DMSO, praticamente insolivel em agua, tendo sua
solubilidade a temperatura ambiente na ordem de 0,043 mg/mL (BUDAVARI, 1996;
LOFTSSON, HREINSDOTTIR, 2006). E Denominada quimicamente por N-(2-metil-2-

propil)-3-oxo-4-aza-5a-androst-1-eno-17B-carboxamida (Figura 5), tem a formula


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sweetman%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16052024
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molecular C23H3sN202 e apresenta massa molar de 372,55 g.mol'1 (FARMACOPEIA

BRITANICA, 2003).

Figura 5: Estrutura quimica da finasterida
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Fonte: Elaborado pela autora.

O farmaco é administrado por via oral, sendo bem absorvido e alcancando
uma concentracdo plasmatica maxima de 39 ng/mL. Nao pode ser usado por via
topica, devido a dificuldade em atravessar as barreiras lipidicas (GRIFFITH,
WINTER, 2000). Sua biodisponibilidade é em torno 80% e a meia vida de 6 horas em
jovens e 8 horas em pessoas acima de 70 anos (SWEETMAN, 2003). A finasterida
ainda se liga em até 90% com as proteinas plasmatica e seu metabolismos ocorre
no figado, em que os metabolitos sintetizados séo excretados na urina e nas fezes.

E considerada uma substancia seguras por ndo interagir com outros
medicamentos, sendo possivel sua administracdo com outras substancias. Pode ser
administrada com ou sem alimentacéo, nas doses de 1 mg/dia para o tratamento da
calvicie ou duas a trés doses de 5 mg/dia para a hiperplasia benigna.

A droga pode promover alguns efeitos adversos, o mais frequentes:
diminuicdo da libido, impoténcia, transtornos de ejaculacdo e reducdo do volume de
sémen. E os eventuais como ginecomastia (inchaco do tecido mamario masculino),
mastalgia (dor nas mamas), além de reacdes de hipersensibilidade, por exemplo,
inchaco do rosto e dos labios, prurido, urticaria, exantemas (erupcdes cutaneas) e
dor testicular (SWEETMAN, 2003, PATEL, CHAPPLE, 2006). A finasterida tem

restricdo para mulheres em idade reprodutiva, pois pode levar a feminizacédo do feto
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do sexo masculino ou os que estdo sendo amamentados (GORMLEY, 1995;
PRAHALADA et al., 1998).

4.2 Paracetamol

O paracetamol, ou acetaminofeno, € um farmaco de venda livre e um dos
mais vendidos no Brasil, em diversas formas de apresentacao, tais como: capsulas,
drageas, comprimidos, gotas, xarope, efervescentes e pastilhas. E um analgésico
(medicamento para alivio da dor) e antipirético (atua na reducdo e prevencao da
febre) de acdo analgésica média, antipirética alta e anti-inflamatéria baixa
(TAGLIATI, 2008; HE etal., 2011).

Foi sintetizado em 1878 por Harmon Northrop Morse e utilizado clinicamente
em 1887, por von Mering que logo descartou o paracetamol em favor da fenacetina,
porque suas propriedades eram menos toxicas. Apenas em 1948, Brodie e Axelrod
demonstraram que o principal metabdlito responsavel pela acdo analgésica da
fenacetina era o paracetamol e que os efeitos toxicos eram produzidos por outro
metabdlito, a fenil-hidroxilamina (BERTOLINI et al., 2006).

A sintese da droga pode ser realizada a partir da reacao do p-aminofenol com
o anidrido acético — a acetilacdo do p-aminofenol resulta no acido acético e no
paracetamol (KOROLKOVAS, BURCKHALTER, 1988; REFAT et al, 2013). O
paracetamol € um po6 cristalino branco, inodoro, de sabor levemente amargo,
insoluvel em cloroformio e solivel em agua e etanol. Possui um ponto de fuséo
compreendido entre 168° a 172°C e quimicamente € denominado por N-(4-
Hidroxifenillacetamida (Figura 6), cuja formula molecular € CsHoNO2,
correspondendo a uma massa molecular de 151,16 g.mol?! (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

Figura 6: Estrutura quimica do paracetamol
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Fonte: Elaborado pela autora.
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A droga é administrada por via oral, tendo absorcdo no trato gastrointestinal,
atingindo o pico de concentracdo plasmatica entre 40 a 60 minutos, com
biodisponibilidade em torno de 75%, meia-vida de 1 a 3 horas e volume de
distribuicdo de 0,8 a 1 L/kg. O paracetamol liga-se as proteinas plasmaticas em
média de 20% e pode atravessar a barreira hematoencefalica e placentaria
(MUNNE, 2003).

A metabolizacdo ocorre via biotransformacdo hepatica através da conjugacao
com acido glicurénico (40% a 67%), sulfatacdo (20% a 46%, principalmente em
criancas) e oxidacdo (5% a 15%) (MOKHLESI et al, 2003). A conjugacado e
sulfatagdo produzem metabdlitos atdéxicos que sé@o eliminados pela urina, enquanto a
via oxidativa produz um metabdlito reativo altamente toxico que, em condicdes
terapéuticas, se une a glutationa, formando conjugados de cisteina e &cido
mercaptdrico que neutralizam a toxicidade, mas em superdosagem, ha saturacdo
das vias metabdlicas principais, ocorrendo entdo, a oxidacdo. Isso excedera a
capacidade de desintoxicacdo da glutationa, gerando logo, maior quantidade de
metabolito  toxico  (n-acetil-p-benzoquinonimina  [NAPBQI) (MUNNE, 2003;
ROWDEN, et al., 2005).

Os principais efeitos adversos do paracetamol sdo hepatotoxicidade, asma,
promovida por danos teciduais, espasmos musculares, hiperresponsividade
brbnquica e permeabilidade vascular provocada por radicais livres de oxigénio. A
diminuicdo da glutationa também influenciar na producdo de quimiocinas,
promovendo assim, o desenvolvimento de doencas atdpicas, cardiovasculares,
neuroldgicas e endocrinas (WEMEAU et al., 2011). Esses efeitos, sdo produzidos
guando existe administracdo de superdosagem, ou seja, dose a cima de 4 g/dia, ou
ainda, quando o farmaco € associado com outros medicamentos, tais como
isoniazida, halotano, fenitoina, fenobarbital, carbamazepina e rifampicina (ALBERTO
et al., 2009; SEBBEN et al., 2010).

4.3 Nimesulida

Pertencente a categoria II da Classificacdo Biofarmacéutica (baixa
solubilidade, alta permeabilidade) é um anti-inflamatério acidico, ndo- esteroide, com
propriedades analgésica e antipirética (AMIDON et al., 1995; MERIANI et al., 2003).

Encontrado nas formas farmacéuticas de solugdes, suspensdes, granulados e
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injetaveis; trata-se de um farmaco em pé amarelado, cristalino, ndo higroscépico,
inodoro, praticamente insolivel em agua, facilmente sollvel em &lcool, muito soltvel
cloroformio e possui um faixa de fusdo média em 144°C (FARAMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010; GOUVEIA, 2011).

Quimicamente a nimesulida €& conhecida por N-(4-Nitro-2-fenoxifenil)
metanossulfonamida (Figura 7), de massa molar igual a 308,31 g.mol-l e féormula
molecular Ci13H12N205sS (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Por ser uma
alquilsulfonamida, € considerada com elevado potencial anti-inflamatério e de

seguranca terapéutica (LIU, 2000).

Figura 7: Estrutura quimica da nimesulida
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Fonte: Elaborado pela autora.

E uma droga de meia vida em torno de 4h, que quando administrada por via
oral, em dose Unica de 100 mg, é absorvida pelo trato gastrointestinal alcancando o
pico de concentracdo maxima entre 2 a 4 mg/mL em cerca de 2 horas (LAURINI,
2007). A distribuicdo dessa pelos tecidos varia entre 0,18 a 0,39 L/kg, e liga-se 99%
com as proteinas plasmaticas, logo, menos de 1% da concentracdo esta disponivel
para serem distribuidas pelos tecidos extravasculares (TEIXEIRA, 2009). A
eliminacdo é por via urinaria em sua maioria, podendo também ser atraves das fezes
(RCM, 2007).

O mecanismo de ac¢éo é inibindo seletivamente a COX-2 (ciclo-oxigenase), o
que interfere na producdo e liberacdo das prostaglandinas e tromboxanos,
(agregantes plaquetarios). Essa inibicdo a COX-2 estaria relacionada aos efeitos
colaterais do farmaco que, em alguns casos, promove sonoléncia, cefaleias, tonturas

e vertigens (LAURINI, 2007). Enquanto no trato gastrointestinal os efeitos podem
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incluir dispepsia, diarreia, dor epigastrica, nauseas e vémitos e, em alguns casos,

sangramento gastrico e ulceracdo (TEIXEIRA, BIELA, 2001).

4.4 Ibuprofeno

Composto pertencente aos farmacos derivados do acido propidnico, é um
anti-inflamatério ndo esteroidal de acdo moderada e de primeira escolha, por
apresentar menor incidéncia de efeitos adversos (BROCKS, JAMALI, 1999;
OSSWALD, 2001). Possui também acéo analgésica e antipirética e é utilizado para
alivio de dores brandas e moderadas tais como: dor de cabeca e enxaqueca, dor
pos-operatéria, dor de dentes, colica menstrual, desordens musculo-esqueléticas e
articulares, espondilite anquilosa, osteoartrite e artrite reumatoide (SEBASTINE,
WAKEMAN, 2003).

A droga apresenta-se como um po cristalino branco ou quase branco, com
odor caracteristico, praticamente insolivel em agua e solavel em 4&alcoois e
cloroférmio, tendo ainda ponto de fusdo em torno de 76° C. Quimicamente &
conhecida por acido a-metil-4-(2-metilpropil)benzenoacético (Figura 8), de massa
molar 206,28 g.mol!l e féormula molecular C13H1s02 (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2010).

Figura 8: Estrutura quimica do ibuprofeno
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Fonte: Elaborado pela autora.

O Ibuprofeno foi originalmente sintetizado em 1961, no Reino Unido, pelo Dr.
Stewart Adams e pelos seus colegas John Nicholson e Colin Burrows, vindo ser
comercializado em 1969 para o tratamento da artrite reumatoide (ALMEIDA, 2009). A
administracdo do farmaco é geralmente feita com a mistura racémica, em que 0

isbmero S-ibuprofeno é biologicamente ativo e o R-ibuprofeno inativo. Segundo
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Duggan (2011), a presengca da enzima isomerase 2-arilpropionil-CoA epimerase
permite converter 50% a 60% de R-ibuprofeno no enantimero S-ibuprofeno.
Entretanto, a fracdo ndo convertida pode se tornar biologicamente ativa e exibir
alguma toxicidade, embora alguns estudos revelem que a toxicidade estaria liga ao
armazenamento no tecido adiposo (WILLIAMS et al, 1986; DAVIES, 1998;
LEDNICER, 2008; LIU, WANG et al., 2009).

Comercialmente, o farmaco € encontrado nas formas farmacéutica
comprimidos, céapsulas, suspensdo oral, granulado, supositérios, creme ou gel e
gotas de aplicacao oral, topica e injetaveis (MARQUES, 2009). Quando administrado
por via oral apresenta uma boa absor¢cédo pelo trato gastrointestinal, iniciando sua
acao entre 15 a 30 minutos, ap6s administracdo. Alcanca o pico de concentracéo
plasmatica entre 1 a 2 horas, sua biodisponibilidade € acima de 80% e a meia-vida é
cerca de 2 horas. Liga-se 99% as proteinas plasmaticas e possui uma distribuicdo de
0,1 a 0,2 L/kg. A metabolizacdo € via hepética oxidativa, em sua maioria, e por
conjugacao, em que 4 metabolitos, todos inativos, serdo gerados e eliminados por
via urinaria, sendo ainda 1% de forma inalterada (ALMEIDA, 2009; SEABRA, 2015).

Sua acdo é na inibicdo das ciclo-oxigenases COX-1 e COX-2, que por
(RAINSFORD, 2009). Os efeitos adversos mais comuns sdo de origem
gastrintestinal (nausea, vomito, dor epigastrica, desconforto abdominal, diarreia,
constipacdo intestinal). Podendo ocorrer também reacdes de hipersensibilidade,
ambliopia (diminuicdo da acuidade visual) toéxica (diminuicdo da acuidade visual),
elevacao significativa da transaminase no soro, retencao de liquidos, edema, inibicéo
da agregacao plaquetéria, linfopenia (diminuicdo do nimero de linfocitos), anemia
hemolitica, granulocitose, trombocitopenia, tontura, “rash” cutaneo, depressao,

insbnia e insuficiéncia renal em pacientes desidratados (MARQUES, 2009).

4.5 Furosemida

Droga da familia das sulfonamida, a furosemida, classificada como um
diurético de alca, atua inibindo o transporte simultaneo dos ions sédio (Na*), potassio
(K*) e cloreto (CI)) no ramo ascendente espesso da alca glomerular (OATES, 1996;
KATZUNG, 2005). E amplamente utilizado por sua rapida acdo diurética, sobretudo

em quadros agudos, por exemplo hipertensdo arterial, sendo empregada também na
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terapéutica do edema pulmonar agudo, no tratamento da insuficiéncia cardiaca
congestiva crbnica, bem como em edema, ascite decorrente da cirrose hepéatica e
hipercalcemia (MARTINDALE, 1941; SILVA, 1994, BRUNTON et al., 2007).

Trata-se de um farmaco em po, de baixa solubilidade e baixa permeabilidade,
de aparéncia cristalina branca ou quase branca, inodoro, insolivel em &agua,
ligeiramente solivel em etanol e muito solivel em acetona e dimetilformamida.
Quimicamente denomina-se acido 5-(aminossulfonil)-4-cloro-2-[(2-furanilmetil)amino
]-benzoico, determinado conforme a estrutura quimica da Figura 9, massa molar
330,74 g.moll e férmula molecular Ci12H11CIN20sS (BRUNTON et al, 2007;
FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Figura 9: Estrutura quimica da furosemida
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Fonte: Elaborado pela autora.

Comercialmente, a furosemida é vendida sob as formas de comprimido,
capsula ou solucdo injetavel, e em associacbes, sob as formas comprimido e
capsula (KOROLKOVAS, 1995; 1996). Ao ser administrado por via oral, o farmaco é
rapidamente absorvido pelo trato gastrointestinal, alcancando a concentracéo
maxima em cerca de 1,5 hora e em caso de administracdo por via parenteral, em 15
minutos, o tempo de duracdo do efeito varia entre 3 a 6 horas.

A furosemida liga-se 98% a proteinas plasmaticas e tem biodisponibilidade
média de 60%, que pode ser influenciada quando administrada junto com
alimentacdo. Sua distribuicdo pelo organismo apresenta taxa de 0,1 a 0,2 L/kg,
metaboliza-se 35% no figado, com excrecdo urinaria dos metabdlitos, juntamente

com o0s 65% restante que ndo foram metabolizados (BRUNTON et al., 2007,
SILVEIRA etal., 2011).
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Alguns efeitos adversos sdo observados com o uso da droga, tais como:
distarbio eletrdlitos sintomaticos (polidipsia (sede excessiva), cefaleia, confusao,
dores musculares, tetania, fraqueza muscular, distarbios do ritmo cardiaco e
sintomas gastrintestinais), reducdo acentuada de pressdo, aumento nos niveis
séricos de colesterol e triglicérides, reacfes cutaneas e alcalose metabolica. Entre
0s sintomas gastrointestinais destacam-se nauseas, vomitos ou diarreia, ocorrendo
em casos raros. Em casos isolados, podem se desenvolver colestase (interrupcao do
fluxo biliar) intra-hepatica, aumento nas transaminases hepaticas ou pancreatite
aguda (BRUNTON et al., 2007).

4.6 Propranolol

O propranolol é um farmaco beta bloqueador adrenérgico, ndo seletivo, de
primeira geracdo e usado sob a forma de cloridrato (CHEN et al., 1999; GOTTLIEB,
MCCARTER, 2001; NEWTON et al., 2015). E encontrado nas formas farmacéuticas
comprimidos (10, 40 e 80 mg), capsulas (80 e 160 mg), p6 (40 mg) e solucdo
injetavel (Img/mL) para tratamento da hipertensdo arterial, angina, fibrilacdo atrial,
arritmia, cardiopatia obstrutiva, glaucoma, infarto do miocardio, e ainda para alivio da
enxaqueca (BRASIL, 2002; RODRIGUES et al., 2006; GOODMAN; GILMAN, 2011;
ABRUZZO et al, 2015).

Possui como caracteristicas fisicas um carater anfifilico, ponto de fusdo em
torno de 164°C e aparéncia solida branca ou quase branca. O farmaco ainda €
inodoro, de sabor amargo, aspecto cristalino ou amorfo, praticamente insolavel em
cloroformio e solivel e agua e etanol, sendo considerada uma droga de alta
solubilidade e alta permeabilidade. Conhecido quimicamente, conforme sua estrutura

(Figura 10), como cloridrato de 1-[(1-metiletilamino]-3-(1-naftaleniloxi)-2-propanol,

de massa molar 295,80 g.mol'1 e formula molecular Ci1eH21NO2.HCI

(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; GARTI, 2012).
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Figura 10: Estrutura quimica do propranolol
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Por ser anfiflico, o propranolol é facilmente absorvido pelo trato
gastrointestinal, em que o principio ativo é rapidamente metabolizado no figado
antes de chegar na circulagdo sistémica, sofrendo dessa forma o efeito de primeira
passagem (ABRUZZO et al, 2015). Em média, apenas 25% do farmaco atinge a
circulacdo sistémica e o pico de concentracdo plasmatica acontece uma a duas
horas apés a ingestdo, variando de individuo, levando a necessidade de doses altas.
A droga tem uma meia-vida entre 3 a 6 horas, distribuicdo de 4 L/kg, ligando-se 90%
as proteinas plasmaticas.

O propranolol metaboliza-se no figado, em que um dos metabolitos é o 4-
hidroxi-propranolol, que € biologicamente ativo (HOFFMAN, LEFKOWITZ, 1996). A
eliminacdo é pela urina, em que 05% é eliminada de forma inalterada
(RODRIGUES, 2006; NEWTON et al, 2015). Dentre os efeitos adversos do
propranolol, estdo: broncoespasmos, hipoglicemia e vasoconstricdo periférica,
ocorrendo principalmente em pacientes com asma, reducdo do miocardio,
insuficiéncia vascular periférica e diabetes (GOODMAN et al.,, 1997; BENOWITZ,
2003). Podendo-se também observa com menos frequéncia: diarreia, vomito, nausea
e constipacdo (BENOWITZ, 2003; PONTES, 2009).

4.7 Vitamina B2 (Riboflavina)

A Riboflavina € uma vitamina hidrossolavel descoberta em 1879 pelo quimico
inglés A. Wynter Blyth, de forma ndo purificada (MASSEY, 2000). Apenas em 1933,
a substancia, que apresenta fluorescéncia verde-amarelada, foi isolada por Kuhn,

Gyorgy e Wagner-Jauregg, no Instituto Kaiser Wilhelm, a partir do ovo, sendo



46

chamada entdo de ovoflavina (PERVEEN et al., 2009). Em seguida, um grupo de
pesquisadores isolou essa substancia a partir do soro do leite, chamando-a de
lactoflavina. Ao mesmo tempo, Ellinger e Koschara, da Universidade de Dusseldorf,
isolaram substancias semelhantes a partir de figado, rim e mausculos, sendo
designados como flavinas e tendo sua estrutura determinada em 1934 (VILLELA,
HARGREAVES, 1945; SOUZA, 2005). O prefixo ribo foi adicionado ao nome por
causa da cadeia ribitil.

Essa vitamina € encontrada além do leite, também em carne, peixe e,
principalmente, em vegetais de cor verde-escura (COMBS, 2008) e apresenta massa
molar de 376,40 g.mol?, férmula molecular Ci7H20N4Os, sendo denominada
quimicamente por 7,8-dimetil-10-ribitil-isoaloxazina  (Figura 11) ((VILLELA;
HARGREAVES, 1945; POWERS, 2003).

Figura 11: Estrutura quimica da riboflavina

Fonte: Elaborado pela autora.

Trata-se de um po cristalino amarelo-alaranjado, de sabor amargo e odor leve,
gue em estado anidro é estavel a luz, entretanto, em solu¢des alcalinas, decompde-
se rapidamente. E levemente solGvel em agua e em alcool, e insolGvel em éter etilico
e cloroférmio, sendo seu ponto de fusdo igual a 285° C (ANICETO et al., 2000).

Sua dose diaria varia de 0,3 a 0,9 mg/dia para criancas e 1,3 mg/dia para
adultos, e em casos de deficiéncias 5 a 30 mg/dia. As doses podem ser por via oral
ou parenteral (MOREIRA, 1999; BATISTUZZO, 2006). A indicacdo € para o

tratamento e prevencdo dos estados de sua deficiéncia, pois a riboflavina apresenta
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papel dos mais importantes em diversos processos metabdlicos, achando-se
envolvida na transformacao dos lipidios, glicidios, proteinas (FRANCO, 2000). Além
disso é percursora das coenzimas participantes da cadeia transportadora de elétrons
como a flavina adenina dinucleotideo (FAD) e a flavina mononucleotideo (FMN),
podendo também originar outras flavinas, como as que atuam na catalise,
principalmente as relacionadas ao reparo do DNA (SOUZA, 2005).

A deficiéncia pode levar de inicio a sintomas como paralgesia (insensibilidade
a dor), caibras, estomatite angular (inflamacdo da superficie do l4bio), queilose
(afeccdo dos labios), vascularizacdo corneana (olhos vermelhos e coceiras) e
dermatose (manifestagdes alérgicas na pele) (FRANCO, 2000; BATISTUZZO, 2006).

Quando ingerida a vitamina B2 de meia-vida de 1,1 hora, € rapidamente
absorvida no intestino delgado através de mecanismo de transporte especifico que
envolve a fosforilagdo da riboflavina pela enzima flavoquinase em FMN, sendo a
reacdo sensivel ao horménio tireoidiano e inibida pela clorpramazina e pelos
depressores triciclicos. E distribuida uniformemente por todos os tecidos, inclusive
placentario, armazenada em pequena quantidade e fixada principalmente sob forma
de flavoproteinas. A eliminacdo ocorre pela urina na forma inalterada e como
metabolito riboflavina-5"-fosfato (DUKES, 1996; ZEMPLENI, 1996; MILKPOINT,
2005). Efeitos adversos ndo sdo observados, principalmente quando ha
administracdo excessiva da riboflavina (BATISTUZZO, 2006).

4.8 Vitamina B5 (Acido pantoténico)

A descoberta da vitamina B5 ou acido pantoténico é atribuida a J.R. Wiliams
em 1939, ao identificar a sustancia como essencial para o crescimento das
leveduras (WILLIAMS, 1939; OTTAWAY, 1993; FRANCO, 2008). O nome de origem
grega, significa “por toda parte”, indicando a extensdao dessa vitamina na natureza
(OLVEIRA, 2014). E encontrada na forma livre em alimentos, por exemplo em gema
de ovo, leite, carne bovina, frango, leveduras, legumes e alguns cereais e; e ligada
no organismo a coenzima A (CoA) e a proteina carreadora do grupo acil (ACP) como
aceptores e doadores de protons. Ambos as enzimas estdo presentes no tecido
muscular, no figado e nos rins dos animais (ALMEIDA, 2003; MITTERMAYR et al,,
2004; GROPPER, 2009).
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Caracteriza-se como um pO6 cristalino branco, insolivel em éter etilico e
soluvel em agua e acetato de etila. Estavel em pH neutro e termolabil em solugbes
de pH acido ou basico. A estabilidade dependente do pH, fazendo com que a
vitamina B5 se diferencie das outras do complexo B, por sofrer lixiviagdo quando
surge qualquer alteracdo de pH. Por esta razdo, a forma em sal € mais usada, por
ser mais estavel, como por exemplo, o pantotenato de célcio (BALL, 2004; KELLY,
2011).

De acordo com a estrutura quimica (Figura 12), o &acido pantoténico é
conhecido por N-(2,4-di-hidroxi-3,3-dimetil-butiril-B-alanina) com massa molar 219,23
g.mol! e férmula molecular CoH17NOs. E formado pela sintese entre a B-alanina, em
ligacdo amido com o acido pantdico (ALMEIDA, 2003, DAMADORAN, 2010). O acido
pantoténico ndo € sintetizado pelo organismo, sendo ativo biologicamente quando
ligado a CoA e a ACP (BALL, 2004).

Figura 12: Estrutura quimica do acido pantoténico
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O corpo humano necessita em média de 5 mg/dia do acido pantoténico para
adultos e criancas, 4 mg/dia durante a gravidez e 1,7 mg/dia durante a lactacao
(KELLY, 2011). A vitamina B5 esta envolvida no metabolismo de acidos graxos,
aminoacidos e carboidratos, na sintese de colesterol, hormdnios esteroides,
neurotransmissores, porfirinas e hemoglobina, participando da oxidacdo de acidos
graxos, piruvato e alfa-cetoglutarato, além de ser responsavel pela acetilacdo de
farmacos, por exemplo a sulfadimida e isoniazida (FOX, 1990; BENDER, 1999;
MORESCHI, 2007).

E administrada por via oral e rapidamente absorvida no intestino delgado,
transportada em células hepaticas e musculares para conversdao na CoA e na ACP.
Sua biodisponibilidade varia entre 40 a 60%, o pico de concentracdo ocorre em 6
horas e a eliminagdo é por via urinaria (KELLY, 2011). Ndo existem efeitos adversos

documentados, mas a sua deficiéncia estd associada a desordens metabdlicas e
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energéticas, além de poder interagir com alguns medicamentos, sendo necessario a
recomendacdo de um meédico para a administracdo (MITTERMAYR et al., 2004;
KELLY, 2011).

4.9 Vitamina B9 (Acido Folico)

Uma das vitaminas do complexo B, a vitamina B9 foi descrita em 1931 pela
hematologista britAnica Lucy Wills, como uma substdncia hematopoiética,
encontrada na levedura que tinha acdo de curar a anemia microcitica tropical das
mulheres da india. Mais tarde foi denominada de &cido folico, por ter sido isolada das
folhas de espinafre (JAMRA et al, 1948; POLONEN et al., 1997; MARTINEZ et al.,
2009). Esse é um micronutriente essencial para eritropoiese normal e processo de
multiplicagdo celular, indispensavel a sintese do DNA e consequentemente a divisdo
celular (WILSON et al., 2007; IYER, TOMAR, 2009).

O acido folico é presente na natureza sob a forma de poliglutamato, ou seja,
ligada ao S-glutamato, por ser a forma mais estavel. Pode ser encontrado nos
vegetais verdes, legumes, graos, frutas citricas, entre outros, (WANG et al., 2008). O
derivado poliglutamato deve ser convertido em monoglutamato para ser rapidamente
absorvido, sendo esta a molécula constituinte de suplementos alimentares
(DROGUETTI, PENTEADO, 2003).

A vitamina tem aspecto de um pé cristalino amarelo-alaranjado, inodoro,
solivel em agua e insolivel em acetona, etanol e cloroférmio. E quimicamente
denominada de acido N-[4-[[(2-amino-3,4-diidro-4-oxo-6-
pteridinil)metillamino]benzoil] -L-glutdmico, de acordo com a estrutura representada
na Figura 13, com massa molar de 440,41 g.mol* e férmula molecular C19H19N7Os
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).
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Figura 13: Estrutura quimica do acido félico
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Fonte: Elaborado pela autora.

O &cido félico administrado por via oral, dose diaria de 0,4 mg/dia, que antes
de ser absorvida pelo intestino delgado é convertida em monoglutamato na
membrana da borda em escova jejunal ao pH entre 5 e 6, pela acdo das enzimas
pteroilpoliglutamato hidrolase (folato conjugase ou glutamato carboxilase i),
dependente de zinco (UEHARA, ROSA, 2010). O monoglutamato formado sofre
reducdo originando o tetraidrofolato; este € ligado de 40 a 70% as proteinas
plasmaticas, vindo a alcancar a circulacdo portal, onde sera submetido a metilacdo
ou formilagdo nos enterocitos (MARTINEZ et al., 2009).

O produto sintetizado nas células, o monoglutamilfolato, € transportado pela
veia porta para o figado, o principal sitio de estocagem e processamento dos
compostos. Em seguida, ocorre a distribuicdo para os tecidos e bile, o qual o pico de
concentracdo plasmatica é alcancado em uma hora. A eliminagdo ocorre por via
urinaria e também como acido biliar via intestinal. Tendo ainda a possibilidade de
reaproveitamento do produto pelo organismo através da circulacdo entero-hepatica
(McGUIRE et al., 2010).

A vitamina raramente apresenta efeitos adversos, 0s quais podem ser
diagnosticados quando existe superdosagem, sendo evidenciados por alteracées no
SNC, disturbios gastrintestinais e cutaneos. Além disso, pode levar a diminuicdo da
absorcédo de zinco, acarretando sintomas como perda do apetite, alteracdo na saude
cutanea, entre outros (NEKEL, 2013). Entretanto em caso de deficiéncia sintomas

como anemia megaloblastica, doencas cardiovasculares, trombose venosa, Ulceras,
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infertilidade, feridas e desconfortos na pele e na boca sdo geralmente observados
(COUSSIRAT, 2010; NEKEL, 2013).

4.10 Fenilalanina

Um dos aminoacidos essenciais, a fenilalanina é indispensavel na nutricéo,
sendo encontrada em todas as proteinas vegetal e animal (BEHRMAN, 2002; KIM et
al., 2004). O aminoacido € importante na sintese de proteinas do organismo, em que
uma minima porcao € direcionada para sintese e a maior parte convertida em outro
aminodcido, a tirosina, que além de participar da sintese proteica, sera percursora de
neurotransmissores e horménios (CLARK, 2010; GONCALVES et al,, 2010; ALVES,
2015).

A fenilalanina apresenta-se como um poé cristalino branco, sem odor ou com
leve odor caracteristico, de sabor levemente amargo. Solivel em &gua e insoluvel
em etanol. E uma molécula anfotera conhecida quimicamente como acido 2-amino-
3-fenil-propanoico, segundo a estrutura quimica representada na Figura 14. Esta

apresenta valores de pK em 2,11 e 9,13, e ponto isoelétrico (pl) em 5,48, possui

massa molar igual a 165,18 g.mol'1 e férmula molecular CoH11NO2, além do ponto de

fusdo de 283°C (NAKAMICHI etal, 1984; ALVES, 2015).

Figura 14: Estrutura quimica da fenilalanina
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Fonte: Elaborado pela autora.

A dose recomendada da fenilalanina é entre 50 a 100 mg/dia para adultos e
250 a 500 mg/dia para criancas sadias (MARQUEZ et al., 1997). Quando ingerida, é
convertida a tirosina pela hidroxilagdo realizada pela apoenzima hepéatica

fenilalanina-hidroxilase e o cofator tetraidrobiopterina.



52

4.11 Histidina

Classificada como um aminoacido essencial, a histidina regula os niveis de
metais essenciais, auxilia no desenvolvimento e manutengcdo da mielina (camada
lipidica envolta das fibras nervosas), constitui a pele, matriz ésseas, ligamentos,
orgaos e musculos, e ainda precursora do horménio histamina (MURRAY, 2003;
COX, NELSON, 2006). Possui propriedades anti-inflamatoria e antioxidante. A acéo
antioxidante € observada em pequenos peptideos que contem a histidina, pois séo
agentes sequestradores dos radicais hidroxila e do oxigénio singleto (espécie
eletronicamente excitada da molécula do oxigénio), um importante fator que participa
de muitos processos oxidativos deletérios (BARISON, 2015).

Segundo Wade (1998), a histidina interage quimicamente com as espécies do
oxigénio através da interferéncia nas reagcbes de redox, originando radicais
hidroxilas, e por interacGes entre seu anel imidazolico e o oxigénio singleto.

A histidina apresenta-se como um pé cristalino ou um cristal branco, cuja
célula unitaria pode ser monoclinica ou ortorrdmbica. E solivel em agua e insoldvel
em etanol e éter etilico, e tem o ponto de fusdo em 287° C (NOZAKI, TANFORD
1963; AJINOMOTO, 2016). Quimicamente, € denominada de acido (S) 2-Amino-1H-

imidazola-4-propandico (Figura 15). Sua formula molecular € CeHoO2N3 e 0 massa

molar 155,16 g.mol'l. Possui carater basico fraco e apresenta valores de pK em 1,82

e 9,17 e o ponto isoelétrico em 7,59 (CHAITOW, 1989).

Figura 15: Estrutura quimica da histidina
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Fonte: Elaborado pela autora.

A dose diaria do aminoacido varia de 100 a 150 mg, podendo serde 1 a 6 g
guando administrada concomitantemente com a vitamina C (BATISTUZZO, 2000).
Absorvida no trato gastrointestinal, a histidina € metabolizada a histamina por

descarboxilacdo catalisada pela enzima histidina-descarboxilase (PINTO, 2012).
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A deficiéncia de histidina na dieta pode diminuir as concentracdes plasmaticas
de proteinas, que por sua vez prejudica a resposta imune. Além disso, o déficit pode
causar transtornos auditivos, acumulacdo de radicais livres e vomitos durante a
gestacao (JONES et al., 2005). Entretanto o excesso da histidina ndo causa danos
ao organismo (BATISTUZZO, 2000).

Esses dados descritos na literatura visando as aplicabilidades dos
componentes escolhidos para a matriz polimérica e as vantagens e necessidades
das substancias bioativas para o organismo, objetivou a pesquisa a desenvolver
sistemas de liberacdo controlada nano e microestruturados (micelas e tapetes
fibrilares) para entrega dessas substancias bioativas. Sendo selecionados um
azoesteroide (finasterida), um analgésico (paracetamol), dois anti-inflamatorios
(nimesulida e ibuprofeno) e dois anti-hipertensivos (furosemida e propranolol) para
serem inseridos em micelas, cujas finalidades € obter vantagens quando
comparadas com as formas convencionais de administragdo, principalmente em
relacdo a quantidade de vezes que sdo administrados e a concentracdo elevada da
dose. Visto que, uma quantidade de tempo de administracdo menor e uma
concentracdo de dose mais baixa, tende a diminuir efeitos adversos e toxicos.

Enquanto os tapetes fibrilares foram confeccionados pois além das vantagens
apresentadas para as micelas, este dispositivo se sobressai por nao formar
aglomerados e flocos, o que poderia vim provocar embolia em pacientes. Portanto
foram selecionados como substancias bioativas para compor os tapetes fibrilares, a
finasterida e paracetamol, e além destes, vitaminas do complexo B (B2, B5 e B9) e
aminodcidos essenciais (L-fenilalanina e L-histidina). Tanto as vitaminas como 0s
aminoacidos foram escolhidos por causa da sua importancia nutricional, pois seréo

utilizados como suplementos nutricionais a longo prazo.
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1. MICELAS COPOLIMERICAS

Micelas sdo estruturas coloidais, anfifilica, tendo um nucleo hidrofébico e o
exterior hidrofilico (Figura 16), podendo ser classificada em trés tipos: sistemas
micelares mistos (formadas por fosfolipidios e acidos biliares), nanoparticulas
micelares (formada por altas pressdo entre a substancia bioativa, solvente,
estabilizante, 6leo e agua) e micelas poliméricas (LEE et al., 2010; RUPP et al,,
2010). Sdo amplamente estudadas como dispositivos de liberacdo de farmaco, para

administracao topica, oral e parenteral (TORCHILIN, 2007).

Figura 16: Sistema nanoestruturado micelar
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Fonte: Elaborado pela autora.

As micelas poliméricas, foco do trabalho, sdo sistemas auto-organizados que
apresentam tamanhos entre 10 e 200 nm, e caracterizam-se como estrutura de
bloco de copolimeros hidrofébicos e hidrofilicos, contendo ou ndo o farmaco
(BAWARSKI, et al., 2008). Em sua composicao, a parte hidrofébica € altamente
varidvel, o que permite a encapsulacdo de moléculas com diferentes estruturas,
solubilidade e carga ibnica, o que contribuira para a versatilidade do sistema.
Enquanto que a parte hidroflica é formada por polimeros biocompativeis que
minimizam interacdes indesejadas com os componentes celulares, como poli (etileno
glicol) (MIYATA, 2011).

A formacdo de micelas ocorre através da diminuicdo gradual da tensao
superficial da solucdo que contém os componentes estruturais da micela. Em
consequéncia, h4 também uma diminuicdo da energia livre de Gibbs (CHO et al,,

2010). Isto ocorre, porque as moléculas do copolimero tende a se difundir através do
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liquido e concentram-se na interface ar/liquido, com as cadeias orientadas e a parte
hidrofébica localizada na parte interna, em caso de o meio ser polar, ou da parte
hidrofébica no meio externo, em meio contendo solventes apolares (micelizacéo
reversa) (KILIKIAN et al., 2000).

Nessas condicfes, as moléculas do copolimero que estavam em agregados
unimeros, formam agora particulas coloidais. Com essa formacéo, € entdo possivel
calcular a concentracdo micelar critica, que indica a menor concentracdo na qual as
moléculas do copolimero encontram-se nas formas de micelas (DALTIN, 2011).

Esse processo € influenciado por varios fatores, entre 0os quais tamanho da
porcdo hidrofébica, concentragdo dos compostos anfifilicos, temperatura e solvente.
Enquanto o tamanho da micela formada dependerd da massa molar dos
copolimeros, do nimero de moléculas agregadas, da propor¢do entre 0s segmentos
hidrofilico e hidrofébico, bem como o processo escolhido de preparacdo (MOURYA
et al,, 2011). As interagcdes quimicas, por exemplo, as forcas hidrofébicas serdo as
principais responsaveis pela formacdo micelar. Enquanto outras forcas
intermoleculares, como ligacdo de hidrogénio e interacdes eletrostaticas presentes
promoverdao maior estabilidade (MORSHED et al., 2013).

As interacbes entre a porcdo hidrofdbica, o nicleo e os farmacos,
principalmente lipofilicos poderdo acontecer através de ligacbes covalentes,
interagcBes hidrofébicas ou incorporacdo fisica, e isso fara com que as drogas
aumentem a solubilidade (HUSSEINI, PITT, 2008; MIYATA et al.,, 2011). O exterior
hidrofilico, por sua vez, servira de interface estabilizante entre 0 meio aquoso e o
nacleo. Esse equilibrio torna as micelas poliméricas um sistema com elevado
potencial para transportar farmacos que apresentam fraca solubilidade em agua,
melhorando a biodisponibilidade bem como a farmacocinética desses farmacos no
organismo (TORCHILIN, 2007; MOURYA et al., 2010).

Além do mais, as micelas poliméricas ndo apresentam citotoxicidade e
permitem a conjugacdo com uma multiplicidade de grupos funcionais, oferecendo
vantagens terapéuticas. Algumas limitacdes do uso das micelas poliméricas séo:
instabilidade por causa de sua estrutura reversivel e formacdo de agregados e
floculos, que possa vim promover embolia ao paciente (HUSSEINI, PITT, 2008).
Entretanto, a gama de vantagens faz com que as micelas poliméricas sejam

utiizadas como destaque principal no tratamento de cancer, no transporte de
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proteinas, material genético e drogas hidrofébicas, sendo um sistema intensamente
promissor (FRANCIS et al., 2004, MORSHED et al., 2013).
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Fabricar micelas a partir de copolimeros biodegradaveis sintéticos para
liberacdo controlada de substancias bioativas.

2.2 Objetivos especificos

a) Sintetizar copolimeros tribloco anfiflicos do tipo poliéster-b-poliéter-b-poliéster
por reacao de abertura de anel lactdnico de 7 ou 3 membros.

b) Sintetizar copolimeros anfiflicos estrela do tipo sorbitol-b-(poliéster)s por
reacao de abertura de anel lactbnico de 7 ou 3 membros.

c) Preparar suspensdes micelares com os copolimeros sintetizados.

d) Determinar a taxa de liberacdo in vitro de substancias bioativas a partir das
micelas copoliméricas.

e) Verificar a resisténcia radiolitica de copolimeros e substancias bioativas
pesquisadas quando submetidas a radioesterilizagdo gama, dose de 25kGy.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Quadro 1: Materiais utilizados para sintese dos copolimeros e das micelas

Mondmeros e Polimeros

Procedéncia

e-caprolactona (e-CL) (PM 114,14 g.mol™)

SIGMA — ALDRICH®

B-butirolactona (B-BL)(PM 86,09 g.mol*)

SIGMA — ALDRICH®

Poli(etileno glicol)(PEG) (PM 6 kg.mol™) (passou por
tratamento de secagem a vacuo)

REAGEN

Reagentes e Solventes

Octanoato estanhoso (Sn (Oct)2)(PM 405,12 g.mol°
1 (Iniciador)

SIGMA — ALDRICH®

Cloroférmio (CHCIs) (PM 119,38 g.mol™) (foi destilado) DINAMICA®
Tetraidrofurano (THF) (PM 72,11 g.mol™) EXODO CIENTIFICA
Sorbitol (PM 182,17 g.mol™) DINAMICA®
Hexano (PM 86,18 g.mol'}) NEON

Xilol (PM 106,17 g.mol™) (foi destilado) CINETICA®

Farmacos

Finasterida (PM 372,55 g.mol'l)

SIGMA — ALDRICH®

Paracetamol (PM 151,16 g.mol™)

SIGMA — ALDRICH®

Nimesulida (PM 308,31 g.mol™)

SIGMA — ALDRICH®

Ibuprofeno (PM 206,28 g.mol™)

SIGMA — ALDRICH®

Furosemida (PM 330,74 g.mol™)

SIGMA — ALDRICH®

Propranolol (PM 295,80 g.mol™)

SIGMA — ALDRICH®

Materiais em geral

Pireno (PM 202,25 g.mol™)

SIGMA — ALDRICH®

Acido benzoico (PM 122,12 g.mol™) DINAMICA®
Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) (PM 288,38 g.mol ™) VETEC®
Polissorbato 80 (Tween 80) (PM 1309,7 g.mol™) DINAMICA®

Saco de didlise (membrana de acetato de celulose),
20kDa cut-off,

SIGMA — ALDRICH®

Membrana HA em éster de celulose (poro 0,45 um) MILLIPORE
Placa de silica gel (TLC-PET) FLUKA
Oleo de silicone DINAMICA®
lodo P.A (PM 253,81 g.mol ™) VETEC®

Fonte: Elaborado pela autora.
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3.2 Métodos

3.2.1 Sintese de copolimeros

3.2.1.1 Sintese dos copolimeros tribloco PCL-b-PEG-b-PCL e (%)-P(3-HB)-b-
PEG-b-(z)-P(3-HB)

As reacOes foram realizadas em ampolas de vidro de 5 mL (para cada
reacao), adicionando 20 mg do iniciador Sn(Oct)2 e uma propor¢cdo molar de 35:1 de
e-CL/PEG ou B-BL/PEG. A ampolas seladas a vacuo foram aquecidas em banho de
Oleo de silicone, a 120° C, por 24 horas. Apos este tempo, o produto foi dissolvido
em cloroférmio destilado, transferidos para tubos de vidro de 10 mL e precipitados
com hexano (LILI, 2007; LIMA, ANDRADE, 2012). De acordo com LILI (2007), a
reagao € por abertura dos anéis da e-caprolactona ou da B-butirolactona via insercao
por coordenacdo, tendo o Sn(Oct)2 e o poli(etileno glicol)-OH terminal como

macroiniciador da reacao.

3.2.1.2 Sintese do copolimero tribloco (P(CL-co-(x)-(3-HB))-b-PEG-b-(P(CL-co-
(¥)-(3-HB)))

Em uma ampola de vidro de 5 mL foram adicionados 20 mg do iniciador
Sn(Oct)2 e proporcdes molar de 122:1:64 de ¢-CL/PEG/B-BL. A reacdo aconteceu
em banho de 6leo de silicone, a 120° C, por 24 horas e a vacuo. Em seguida,
dissolveu-se o produto em cloroférmio destilado, transferiu-se para tubo de vidro de
10 mL e precipitou-se com hexano (LIMA, ANDRADE, 2012). O mecanismo proposto

da reacao esta apresentado na Figura 17.
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Figura 17: Mecanismo de reacao da copolimerizagao do tribloco (P(CL-co-(x)-

(3-HB))-b-PEG-b-(P(CL-co-(+)-(3-HB)))

(continua)

H30(H,C)s Hc—< “sn., >—<I:H—(CH2)3CH3 + H—O—CH,—CH,—OH —

&H, CH !

Octanoato estanhos PEG (1)

H3C(HQC)3 HC‘(
Q—CH,—CH,——OH T —
Composto 1
O
I
P @)

CI)H
CH,
B-butirolactona
(0]
HyOH,C)y~HC CHs g
L, |
0—3n —CH—CH;—C+—0——CH,—CH,——OH + ————————
n y
<|)| Composto 2
/O/ \C\H2
HQC\ /CHZ (3)
H,C——CH,

e-caprolactona A

- j )

H3OHC);=HC 3
Ly \ |
O—SnH—0——(CHy)s— O—CH—CHZ—C —CH,—CH,+—OH
Composto 3 n

X P(3-HB) PEG y




(continuacéo)

62

A

A

O_H2C_HQC

Composto 3

A

y
Composto 4

O_H2C_H2C

PEG

O—H2C—H2C

m

o (™
Sn/o>—ﬁ—HZC—CH3 —

ctanoato estanhoso

(4)

(6)

B-butirolactona

0

CH
| \ i

oL I
_Sn/o%ﬁ—ch—cm +

0——C—H,C—HC

Composto 5 ﬁ
(6)
H2/0/ \o\
HZC\ CH,
H2C_CH2

e-caprolactona

0] CH
I |

2 0
| o Gt
O———CH,—CHyff0 ——C——CH,—CH-HO——C—(H,C)s—01—8n"~_>—C—H,C—CH
o H °?
n
X

P(3 HB) PCL

Composto 6

Fonte: Elaborado pela autora.



63

Legenda:

(1) Na etapa 1: ocorre um ataque do oxigénio da hidroxila, agindo como nucledfilo, no estanho do
iniciador. Ha a formacdo de um ion. Em seguida a eliminacdo do acido carboxilico, formando o
composto 1.

(2) Na etapa 2: ocorre dois ataques simultaneos para a formagdo do composto 2, o oxigénio do
composto 1 ataca a carbonila da B-butirolactona e o oxigénio do éster da B-butirolactona ataca o
estanho do composto 1.

(3) Na etapa 3: ocorre dois ataques simultaneos também, desta forma para a formacdo do composto
3, 0 oxigénio do composto 2 ataca a carbonila da e-caprolactona e o oxigénio do éster da ¢-
caprolactona ataca o estanho do composto 2.

(4) Na etapa 4: ocorre um ataque do oxigénio da hidroxila do composto 3, agindo como nucledfilo, no
estanho do iniciador. Ha a formacdo de um ion. Em seguida a eliminagdo do &cido carboxilico,
formando o composto 4.

(5) Na etapa 5: ocorre dois ataques simultaneos para a formacdo do composto 5, o oxigénio do
composto 4 ataca a carbonila da B-butirolactona e o oxigénio do éster da B-butirolactona ataca o
estanho do composto 4.

(6) Na etapa 6: ocorre dois ataques simultdneos também, desta forma para a formag&o do composto
6, 0 oxigénio do composto 5 ataca a carbonila da e-caprolactona e o oxigénio do éster da e-

caprolactona ataca o estanho do composto 5.

3.2.1.3 Sintese dos copolimeros estrelas sorbitol-b-(PCL)e e sorbitol-b-((z)-P(3-
HB))s

Adaptada da metodologia de Hao e colaboradores (2005), as sinteses
aconteceram por abertura de anel lactonico, catalisada pelo Sn(Oct)2 e iniciada pelo
acucar-alcool sorbitol (Figura 18). As reacfes aconteceram em baldes volumétricos
de 100 mL contendo 1,5 mL do solvente xilol e adicionando20 mg do catalisador e
proporcdes molar 1:45 de sorbitol/e-CL ou sorbitol/B-BL. As reacdes ocorreram em
banho de 6leo de silicone, a 130° C, por 5 horas e a vacuo. Posteriormente, os
produtos das reacOes foram dissolvidos em cloroférmio destilado, transferidos para
tubos de vidro de 10 mL e precipitados com metanol. Os precipitados foram secos a
vacuo por 24 h (HAO et al., 2005).
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Figura 18: Reacdao geral de copolimerizagdo em estrela
do sorbitol-b-(PCL)s
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Fonte: Elaborado pela autora.

3.2.2 Preparacdo das micelas copoliméricas

Segundo a metodologia de Almeida (2012), a sintese ocorre por difusdo de
solvente, em que o solvente organico é miscivel em meio aquoso. Nesse processo
os copolimeros anfiflicos se auto associam na emulsdo (ALMEIDA,2012). Os
copolimeros sintetizados foram utilizados para construcdo de micelas capazes de
encapsular os farmacos.

Dois métodos de emulsdo foram utilizados de acordo com a solubilidade do
farmaco. A técnica de emulsdo simples ou Oleo-agua foi utilizada para farmacos
hidrofobicos, dissolvendo-se a substancia simultaneamente com o copolimero
sintetizado em solvente organico. Em seguida, esta fase organica foi emulsificada
em meio aquoso, com posterior extracdo o solvente organico (LI et al., 2008). Para
farmacos hidrofilicos, o método foi emulsdo dupla ou agua-6leo-agua, em que a
solucdo aquosa do farmaco foi emulsificada em fase organica contendo o copolimero
sintetizado, em seguida, dispersa em uma segunda solu¢do aquosa (HUNTER et al.,
1989; O'DONNELL, MCGINITY, 1997; FREITAS et al., 2005).

A quantidade de copolimero usada foi de 50 mg, as dos farmacos foi de 10%,
(em massa) e as dos surfactantes lauril sulfato de sédio ou Tween 80 foram 0,4 mg e
0,2 mg, respectivamente. Foram utilizados também 2,5 mL de THF e 12,5 mL de

agua deionizada. A suspensdo micelar foi mantida sob agitacdo em ultrassom por 5
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horas para completa evaporacdo do THF (ALMEIDA 2012, CRISTOBAL et al., 2012).
Apos este tempo, foram adicionadas 0,2 mg do &cido benzoico, para conservacao da
suspensao, evitando crescimento de micro-organismos. O valor de rendimento

apresentado € a média de trés reacfes para cada polimero.
3.2.3 Irradiacdo gama das micelas copoliméricas contendo farmacos

As suspensfes micelares copoliméricas de sorbitol-b-(PCL)s contendo o0s

farmacos foram irradiadas no ar atmosférico, em temperatura ambiente (~27°C), com

raios gama da fonte de 60Co, Gammacell, com taxa de dose de 2,515 kGy.h 1

(Setembro/2016), e dose de radioesterilizagcdo de 25 kGy. O valor da dose foi
estabelecido conforme determinado na Farmacopeia Brasileira (2010) para solugbes
injetaveis (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Os farmacos nimesulida e

furosemida também foram irradiados em dose de 25kGy, porém a taxa de dose foi

de 2,460 kGy.h'? (novembro/2016).

3.2.4 Caracterizacdo dos copolimeros sintetizados e dos nanodispositivos

3.2.4.1 Identificagdo dos copolimeros por cromatografia em camada delgada
(CCD)

A andlise por cromatografia em camada delgada foi utilizada, por ser uma
técnica rapida de separacédo e identificacdo dos produtos, tendo sido empregada
como controle de qualidade analitica (VALENTE et al., 2006; SOUSA et al., 2007).
As andlises foram realizadas em triplicata, utilizando placas de silica gel (TLC-PET),
50% de hexano e 50% acetato de etila como eluente e o revelador iodo. Nesses

foram observados a pureza dos copolimeros sintetizados e o fator de retencéo (RF).

3.2.4.2 Espectroscopia na regido do Infravermelho por Transformada de
Fourier (FT-IR)

A espectroscopia na regido do infravermelho foi usada para identificar os

copolimeros atravées de analise de vibracbes caracteristicas de grupos funcionais.
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Esses espectros foram obtidos utilizando o espectrofotdmetro da JASCO, modelo
4600, pela técnica de Reflexdo Total Atenuada (ATR), com uma resolugédo de 4 cm™
e na faixa de absorcdo de 4000-400 cm™. As andlises foram realizadas no
Laboratério de Polimeros e Nanoestrutura no Departamento de Energia Nuclear da
Universidade Federal de Pernambuco (LPN/DEN/UFPE).

3.2.4.3 Difratometria de raios-X (DR-X)

A Difratometria de raios-X (DR-X) foi usada para estimativa do grau de
cristalinidade calculada subtraindo a area do halo amorfo, aproximada para uma
gaussiana da area total, segundo o método de Ruland (1964). As analises de DR-X
foram realizadas no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE),
feitas em triplicata para os copolimeros sintetizados, sendo usando a radiagcdo CuK
(alfa), varredura de angulo entre 5° e 60°, passo de 0,03°s'! e equipamento da
BRUKER, modelo D8 Advanced.

3.2.4.4 Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As andlises por RMN de 1H e 13C foram realizadas por designar informacdes
estruturais e dindmica das amostras a partir das propriedades magnéticas dos
nicleos (LUZYANIN, ABRANTES, 2010). Foram feitas para os copolimeros
sintetizados utilizando o equipamento da VARIAN, 400 MHz e modelo NMR System
da Central Analitica no Departamento de Quimica Fundamental da Universidade

Federal de Pernambuco.

3.2.45 Tamanho e o Potencial zeta

As suspensBes micelares contendo ou ndo farmacos foram analisadas no
equipamento Zetasizer Nano ZS90, da MALVERN INSTRUMENTS, do laboratério de
Polimeros Nao-Convencionais, do Departamento de Fisica da Universidade Federal
de Pernambuco. Foram observados nas micelas o tamanho e o potencial zeta, que &
a determinacdo da estabilidade micelar através da medicdo eletrostatica entre as
particulas (MAGENHEIM et al., 1991). O potencial zeta relatado é a média de trés

medidas.
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3.2.4.6 Taxa de eficiéncia do encapsulamento (%EE)

A %EE foi avaliada através da relagdo entre concentracdo molar inicial dos
farmacos (CI) utilizadas nas preparacdes das micelas copoliméricas e concentracao
molar livre dos farmacos (CL), conforme a Equagéo 1 (BRUXEL et al., 2012).

CI — CL (g/moL)

X 100 = %EE 1)

CI (g/moL)

A determinacdo da quantidade de farmacos livre das micelas copoliméricas
(realizadas em triplicata) foi obtida quando as micelas secas foram umedecidas com
1,5 mL de solugdo tampéao fosfato salino (PBS) e em seguida, filtradas utilizando a
membrana de HA em éster de celulose com porosidade 0,45 um. Do filtrado obtido
foi determinado a concentracdo por meio das equacdes encontradas por Ultravioleta-
visivel (UV). As andlises do UV-visivel foram realizadas no equipamento Agilent
8453, da AGILENT TECHNOLOGIES no Centro de Apoio a Pesquisa (CENAPESQ)

da Universidade Federal Rural de Pernambuco.

3.2.4.7 Taxa de liberacéo in vitro

As micelas copoliméricas contendo os farmacos foram inseridas no saco de
didlise e imerso em 250 mL de solucdo tampao fosfato salino a 37 °C (x 0,2 °C). Em
intervalos de 1, 5, 10 e 15 dias aliquota de 1 mL foi retirada e o volume final
reconstituido com a solucdo tamponada (1 mL) (DUTRA, 2012). As solucbes
coletadas tiveram as concentracfes determinadas utilizando as equacdes obtidas a
partir da curva de calibragdo para cada substancia no UV-visivel. A taxa de liberacéo

foi calculada de acordo com as equacdes 2 e 3.

Hg
Concentragdo (" )% 250 mL = massa liberada (ug) 2)

massa liberada (pg)

—o . ~
X 100 = % de liberagao (3)

massa inicial (ug)
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3.2.4.8 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia € um método analitico utilizado
para quantificar e qualificar espécies ndo volateis e termicamente estevaveis, com
destaque para industrias farmacéuticas (TONHI et al, 2002). Esse método foi
utilizado para detectar subprodutos nas suspensdes micelares contendo farmacos
pos radiacdo. Os parametros especificos para cada farmaco foram estabelecidos
conforme o quadro 2. As andlises foram realizadas no Centro de Apoio a Pesquisa
da Universidade Federal Rural de Pernambuco, usando o equipamento SHIMADZU -
PROMINENCE, sistema reverso, modo isocrético, coluna Cis (4,6 mm ID x 25 cm),

fluxo de 1mL/min, volume de injecéo de 5 L e tempo de corrida de 30 minutos.

Quadro 2: Parametros especificos dos farmacos para anélise no CLAE

Finasterida Acetonitrila: agua (60: 40) 207 PORTO, 2011.
Paracetamol Metanol: agua (65:35) 243 CHANZICD)EQ‘ etal,
Nimesulida Ace“’g"ﬂf‘é r(zgt:ig‘?go)égua’ 212 BATTU, 2009.
lbuprofeno Acetonitri(lga:ig;]a, pH 2,5 220 EL-I;I,.A:I\QIS/IQI.DI et
Furosemida Acetorgtélg:psglggg% :';g;npao 208 SAN;'g)lsl .et al.,
Propranolol Acetggtsri’lz?):Hszl’lég(é%:'I('%Tpéo 214 SRIK@I\(I)‘{I;. et al.,

Fonte: Resultado da pesquisa.

3.2.4.9 Modelagem Computacional

A modelagem computacional € realizada por diversos métodos, 0s quais
identificam a percepcdo dos problemas quimicos, estudam as interacdes inter e
intramoleculares da estrutura, além de outras propriedades quimicas dos sistemas a
nivel atdmico (CRAMER et al, 2004; LAIDLER, 2004). Portanto, a modelagem
computacional pode ser usada para determinar a natureza e a intensidade das
interagbes farmaco-polimero (ATKINS et al., 2009). O método desenvolvido no
trabalho foi o de Monte Carlos, dentre diversos métodos computacionais, tais como
ab initio (via quimica quéantica (QQ)), semi-empirico (via ab initio e via restricdes

matematica), teoria funcional de densidade (DFT) (via densidade eletrbnica), dentre
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outros. Esses sdo escolhidos dependendo do tamanho do sistema, tipo de
propriedades a serem calculadas e precisdo desejada de resultados (LASCHUK,
2005).

O método Monte Carlos (MC) é um modelo utilizado para resolver problemas
matematicos ou estatisticos em amostras repetidas (PRABHAKARAN et al., 2012,
RODRIGUES et al., 2016). Baseia-se na mecanica molecular (MM), em que a
energia do composto e o oscilador harménico podem ser usados para estudar os
sistemas de moléculas que variam em tamanho e complexidade em pequenos
sistemas biologicos (TORRIE, VALLEAU, 1977). O método € comprovadamente
bem-sucedido na atribuicdo de estruturas conformacionais de baixa energia e no
fornecimento de estimativas quantitativas para diferentes energia conformacionais
(HEHRE, 2003).

Esse, foi aplicado em dois tipos de copolimeros PCL-b-PEG-b-PCL e sorbitol-
b-(PCL)s, nos farmacos e nos complexos farmaco-copolimero, para obtencdo das
estruturais conformacionais de menores energias. Na otimizacdo dessas estruturas
foram realizados célculos quanticos (DFT-B3LYP, conjunto de base 6-311G) para
confirmacdo dos resultados obtidos por mecanica molecular (MM) (BECKE, 1993).
As estruturas dos farmacos, copolimero e do complexos farmaco-copolimero foram
construidas no programa Gauss View (Spartan’16 Wavefunction Inc., Irvine, CA,
USA (2016)), em que as estruturas dos copolimeros foram estabelecidas conforme a
caracterizacdo prévia realizada por FT-IR, RMN e DR-X.

Uma busca aleatéria de espaco conformacional usando o procedimento de
MC foi realizada em cada sistema (drogas, copolimeros e complexos farmaco-
copolimero). O procedimento gerou 2.000 estruturas conformacionais
independentes, as quais foram selecionadas as de menores energias (mais
estaveis). As estruturas conformacionais mais estaveis das moléculas dos farmacos
foram colocadas em proximidades das regifes de interagdo com as mais estaveis
estruturas copoliméricas, sendo possiveis para construir as dos complexos. Uma
analise conformacional destes complexos foi realizada novamente para obter o mais
estavel.

As energias de estado fundamental, o nimero de ligac6es de hidrogénio e a
energia de ligacdo gerada pelas interacfes foram calculados através do programa

estudado. A energia de ligagcdo pode ser encontrada teoricamente, por meio do
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somatorio da energia do farmaco e das moléculas do copolimero separadas, e
posteriormente subtraida da energia do complexo (MANIRUZZAMAN et al., 2015).

3.2.4.10 Teste de Tukey

Para avaliar diferencas estatisticamente significativas entre os valores das
médias dos parametros (rendimento e RF dos copolimeros e potencial zeta, EE%
das micelas) foi utilizado o teste Tukey. Para isso, aplicou-se previamente, a analise
de variancia (ANOVA) aos dados.


http://pubs.acs.org/author/Maniruzzaman%2C+Mohammed
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizagdo dos copolimeros tribloco e estrela

4.1.1 Rendimento

Os valores da média de trés rendimentos por cada reacdo de polimerizacao

sdo demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1: Rendimento dos copolimeros sintetizados

Copolimeros Rendimento (%) Significancia
PCL-b-PEG-b-PCL 81,1+7,0 a
(+)-P(3-HB)-b-PEG-b-(+)-P(3-HB) 774+3,0 a
(P(CL-co-(+)-(3-HB))-b-PEG-b-(P(CL-co- 753+2,0 a
($)-(3-HB)))
sorbitol-b-(PCL)s 83,4+0,9 a
sorbitol-b-((x)-P(3-HB)s 51,1 + 4,0 b

Fonte: Resultado da pesquisa

Os copolimeros apresentaram valores superiores a 50%. Numericamente, a
sintese do copolimero estrela sorbitol-b-(PCL)s teve o maior rendimento; enquanto
que a do sorbitol-b-((x)-P(3-HB)s, copolimero também em estrela, apresentou o
menor rendimento. Foi encontrado na literatura, conforme a metodologia de Hao
(2005), a mesma que foi utilizada nesse trabalho, a sintese com rendimento de
94,6%, na copolimerizacdo do sorbitol e L-lactideos, quando se aumentou a
temperatura da reacdo de 100° para 130° C. De acordo com o autor, 0 aumento de
temperatura favoreceu o equilibrio entre a taxa de polimerizacdo e a formacdo da
arquitetura em estrela. Embora a mesma temperatura tenha sido usada, o
rendimento da sintese do sorbitol-b-((x)-P(3-HB)s foi inferior, proximo a 50%.

Essa reacdo poderia ter sido melhorada com adicdo de um acido catalisador
porque, conforme Sanda (2002), a copolimerizagdo em estrela da e-caprolactona
com o poliol, pentaeritritol, rendeu 95% quando foi catalisada pelo acido
trifluoroacético, em 6 horas e a 70° C. A adicao do 4cido favoreceu a reacao porque
em temperaturas elevadas a sua atividade aumenta levando a quantidades maiores

de meros.
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Em relacdo aos copolimeros em tribloco os resultados foram bastante
significativos, principalmente o tribloco PCL-b-PEG-b-PCL, em que o valor foi
superior a 80%. Segundo Lima e Andrade (2012), a sintese do copolimero tribloco
PCL-b-PEG-b-PCL, sendo a mesma metodologia desse trabalho, apresentou
rendimentos de 84,9% e 88,9%, bem préximo dos valores encontrados no
experimento. No estudo de Li e colaboradores (2008), a sintese do (z)-P(3-HB)-b-
PEG-b-(+)-P(3-HB) utilizando o PEG de 3 kg.moll como iniciador e obtendo 12
meros de PHB em ambos os lados, rendeu 79%, j& o copolimero sintetizado por
Oledzka e colaboradores (2015), usando o PEG 600 g.moll e propor¢cdo molar de
1:25 de PEG/B-BL, obteve 74% de rendimento. Portanto, o valor de 77% para
sintese encontra-se dentro do esperado.

De acordo com o teste estatistico realizado, o teste de Tukey indicou que nao
houve diferengca estatisticamente significativa entre os valores dos rendimentos, com
excecao do sorbitol-b-((x)-P(3-HB)s. Na ANOVA dos dados, cujos os resultados sao
apresentados na Tabela 2, os nimeros de tratamento, de repeticbes e de unidades
foram iguais a 5, 3 e 15, respectivamente. O valor do coeficiente de determinacéo

(R?) foi igual a 88,21% e o valor do coeficiente de variacéo (CV) foi de 7,07%.

Tabela 2: Resultados da ANOVA para os rendimentos

Causa da variagéo GL SQ QM Fealculado
Tratamento 4 2029,60 507,40 18,70
Residuos 10 271,40 27,402

Total 14 2301,00

Fonte: Resultado da pesquisa.

Obs.: GL = Graus de Liberdade, SQ = Soma dos Quadrados, QM= Quadrado médio.

Sendo o valor de Fecaluculado (18,70), maior do que o valor do Feriico para o nivel
de significancia de 5% (3,48) e o valor da diferenga minima significante (A) foi de
13,99%.

4.1.2 Identificacdo dos copolimeros por CCD

Nas placas de silica gel ndo houve presenca de subprodutos ou reagentes
nos produtos finais das reacdes. As placas apresentaram os fatores de retencéo

(RF) (realizados em triplicatas) conforme cada produto, visto na Tabela 3.
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Tabela 3: Média do fator de retencéo (RF) dos copolimeros sintetizados

Copolimeros RF Significancia
PCL-b-PEG-b-PCL 0,31+£0,01 | a
(£)-P(3-HB)-b-PEG-b-(+)-P(3-HB) 0,37 £0,02 b
(P(CL-co-(%)-3-HB))-b-PEG-b-P(CL-co-(x)-(3-HB))) | 0,32 +0,01 | a
sorbitol-b-(PCL)s 0,27 £ 0,0 a d
sorbitol-b-((x)-P(3-HB)e 0,31 + 0,01 a c|d

Fonte: Resultado da pesquisa.

Na ANOVA dos dados, cujos os resultados sdo apresentados na Tabela 4, os
nimeros de tratamento, de repeticoes e de unidades foram iguais a 5, 3 e 15,
respectivamente. O valor do coeficiente de determinacéo (R?) foi igual a 85,17% e o

valor do coeficiente de variagéo (CV) foi de 5,35%.

Tabela 4: Resultados da ANOVA para o fator de retenc¢éo (RF)

Causa da variacao GL SQ QM Fealculado
Tratamento 4 0,02 0,00 14,36
Residuos 10 0,00 0,0003

Total 14 0,02

Fonte: Resultado da pesquisa.

Obs.: GL = Graus de Liberdade, SQ = Soma dos Quadrados, QM = Quadrado médio.

O valor Fcaluculado (14,36) foi maior do que o valor do Feriico para o nivel de
significancia de 5% (3,48). O valor da diferenga minima significante (A) foi de 0,05%.
Dessa maneira, foi empregado o teste de Tukey para avaliar quais pares de médias
diferiram estatisticamente entre si.

Segundo dados do teste de Tukey as significancias apresentada na Tabela 3
demonstrou diferenca estatisticamente entre os valores das médias dos RF para o
copolimero tribloco (2)-P(3-HB)-b-PEG-b-(+)-P(3-HB), o0 qual apresentou menor
afinidade pela fase estacionaria. Observou-se também que entre 0s copolimeros
estres ndo houve diferenga estatisticamente.
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4.1.3 Anélise de FT-IR
4.1.3.1 Analise de FT-IR do copolimero tribloco PCL-b-PEG-b-PCL

No espectro da Figura 19, os sinais da hidroxila terminal séo identificados em
3504,7 cmt e 926,5 cm1, o primeiro se trata de um sinal fraco (deformacéo axial da
hidroxila), resultante da associacdo polimérica, 0s quais representa 0S meros
terminais da PCL, e o segundo também de fraca intensidade, representa a
deformacgdo angular simétrica fora do plano da hidroxila (PERIOTTO, 2012). Feng e
colaboradores (2012) identificaram um sinal pequeno, porém de intensidade forte em
3436 cm! correspondendo também a hidroxila terminal do copolimero PLC-b-PEG-b-
PCL. No trabalho de Zhou (2003) a determinacdo do sinal em 3442 cm? foi a
confirmagdo que o homopolimero PEG tinha sido reagido para ocorréncia da
polimerizacgéo.

Em 2949,2 e 2888,6 cm, os sinais sdo referentes a deformacédo axial do CH2
alifatico. De acordo com Feng e colaboradores (2012), estes sinais sdo semelhantes
ao da ¢-CL. Sinais em 1478,2, 1345 e 838,4 cm'! também identificam o CHz,
entretanto correspondem a deformacdo angular. O sinal forte em 1729,45 cm?® é
indicativo da deformacéo axial da carbonila (C = O) do éster, presente na PCL do
copolimero. No artigo de Nguyen (2010) o autor atribui o valor encontrado ao sinal
1728 cml a formacdo do copolimero tribloco. Petrova e colaboradores (2012)
também atribuiram o sinal em 1731 cm™ a presenca do grupo éster, componente do
bloco PCL na estrutura polimérica.

Os sinais 1281, 1237,4 e 1113,3 cm! referem-se a deformacéo axial do C-O,
em que os dois primeiros sdo assimétricos e a ultimo, simétrico. Segundo Feng
(2012), os sinais em 1107 e 1246 cm! sdo correspondentes as vibragdes de
deformacao axial das unidades repetitivas —OCH2CH2 do PEG. Enquanto que Lima e
Andrade (2012) demonstraram que 0s sinais em 1181 e 1092 cm sdo atribuidos,
respectivamente, a deformacdo axial assimétrica e simétrica do grupamento C-—
C(=0)-O da PCL. Entretanto, o trabalho de Zhou (2003) indicou que o0s sinais
encontrados em 1177 e 1240 cm! corresponderam ao —OCH2CH2 do PEG e COO-

da PCL. Os sinais do espectro sdo representados resumidamente na Tabela 5.



Figura 19: Espectro de FT-IR do copolimero tribloco PCL-b-PEG-b-PCL
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Fonte: Resultado da pesquisa.

Tabela 5: Sinais do espectro FT-IR do copolimero tribloco PCL-b-PEG-b-PCL

Sinais (cm™) Atribuicédo Abreviacao
3504,7 Deformac&o axial da hidroxila v(OH)
2949,2 Deformacéao axial assimétrica (CHz) vas(CH2)
2888,6 Deformacéo axial assimétrica (CH2) vas(CH2)
1729,5 Deformacéao axial da carbonila (C=0) v(C=0)
1478,2 Deformacéo angular (CH2) 0s(CHz2)
1345,0 Deformacgéo angular (CH2) 0s(CHs)
1281,0 Deformacéo axial assimétrica (C-O) vas(C-0)
1237,4 Deformacdo axial assimétrica (C-O) vas(C-0)
1113,3 Deformacéao axial simétrica (C-O) vs(C-0)
926,5 Deformacéo angular simétrica fora do w(OH)

plano da hidroxila
838,4 Deformacgéo angular de cadeia (CH2) 0s(CH2)

Fonte: Resultado da pesquisa.
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4.1.3.2 Analise de FT-IR do copolimero tribloco (+)-P(3-HB)-b-PEG-b-(+)-P(3-HB)

Os sinais em 3472 e 958,7 cm! sdo referentes aos sinais da hidroxila
terminal. Liu e colaboradores (2008a) relatam que sinais em torno de 3500 a 3200
cm! sdo indicativos da absorcdo do sinal representado pelas hidroxilas terminais dos
blocos (+)-P(3-HB). Os sinais 2938,8 e 2858,9 cm! determinam a deformacéo axial
assimétrica alifatico do CH, em que o primeiro sinal € relativo ao CHz2 e o segundo
sinal ao CH do bloco (+)-P(3-HB). O sinal em 1491,9 cm-! foi atribuido a deformacéo
angular de CH2, assim como o sinal em 1365,4 cm™ que é referente a deformacéo
angular do grupamento metila (CHs3) do (x)-P(3-HB). Além do mais, os sinais 838,8,
732,7 e 588,8 cm! sdo indicativos da deformacgédo angular de cadeia do CH2 do PEG,
segundo Liu e colaboradores (2008Db).

Em 1721 cm1, um sinal forte de deformacéo axial da carbonila (C=0) pode ser
visualizada. No trabalho de Shuai e colaboradores (2000) o sinal em 1735 cm
indicou a carbonila do poliéster, o que afirmou conversdo da B-butirolactona.
Lambeek (1995) descreve em seu artigo que o sinal de absorcdo em 1723 cm é
relativa a vibracdo de deformacédo axial do C=0O da regido cristalina do (x)-P(3-HB),
enquanto o sinal em 1738 cm corresponde & mesma vibragédo na regido amorfa (Liu
2008).

Os sinais em 1289,4, 1245,6 e 1165,5 cm™ correspondem ao grupo C-O dos
blocos de (+)-P(3-HB), sendo as dois primeiros correspondentes as vibragdes que
ocorrem na regido cristalina e o dltimo, na regido amorfa (LAMBEEK, 1995). Por fim,
0s sinais em 1098,8 e 1039,3 cm! indicativas de deformacgéo axial do C-O do PEG.
O espectro de FT-IR é analisado de acordo com a Figura 20, e, resumidamente, 0s

sinais sdo apresentados Tabela 6.



Figura 20: Espectro de FT-IR do copolimero tribloco
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Tabela 6: Sinais do espectro FT-IR do copolimero tribloco
(1)-P(3-HB)-b-PEG-b-(z)-P(3-HB)

Sinais (cm™) Atribuicédo Abreviagdo
3472,0 Deformacéao axial da hidroxila v(OH)
2938,8 Deformacéo axial assimétrica (CH2) vas(CH2)
2888,6 Deformacéao axial assimétrica (CH) vas(CH)
17214 Deformacgéao axial da carbonila (C=0) v(C=0)
14919 Deformacgéo angular (CH2) 0s(CHz2)
1365,4 Deformacéo angular (CH3) 0s(CHpa)
1284,4 Deformacao axial assimétrica (C-O) vas(C-O)
1245,6 Deformacéao axial assimétrica (C-O) vas(C-0O)
1165,6 Deformacdo axial assimétrica (C-O) vas(C-0O)
1098,8 Deformacéao axial simétrica (C-O) vs(C-0)
1039,3 Deformacéo axial simétrica (C-O) vs(C-0)
958,7 Deformacdo angular simétrica fora do w(OH)

plano da hidroxila
838,8 Deformacgéo angular de cadeia (CH2) 0s(CH2)
732,7 Deformagéo angular de cadeia (CH2) 0s(CH2)
588,8 Deformacgéo angular de cadeia (CH2) 0s(CH2)

Fonte: Resultado da pesquisa.
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4.1.3.3 Anélise de FT-IR do copolimero tribloco (P(CL-co-(z)-(3-HB))-b-PEG-b-
(P(CL-co-(x)-(3-HB)))

Conforme a estrutura determinada por RMN, ver na se¢ao 4.1.5.3, os sinais
em 3491,6 e 958,7 cm! corresponde as hidroxilas terminais da PCL na cadeia. O
primeiro sinal é relativo a deformacdo axial da hidroxila e o segundo a deformacéo
angular simétrica fora do plano da hidroxila. O sinal em 2998,3 cm™ determina a
deformacdo axial assimétrica CH2 dos poliésteres. Segundo Roa e colaboradores
(2010), a identificacdo de qual poliéster pertenca o sinal, dependera da maior
concentracdo do polimero no produto final, pois em seu estudo o sinal em 2945 cmt,
confirmava a concentracdo maior de PCL, enquanto em 2976 cm-! correspondia a
maior concentragdo de (x)-P(3-HB).

O sinal em 2871,7 cm® é relativo a deformagdo axial do CH e CHs
caracteristico do (x)-P(3-HB). Em 1728,4 cm'! o sinal refere-se a deformacdo axial
do C=0, presente nos poliésteres, a absorcdo ocorre nesse sinal por se tratarem de
ésteres de cadeia saturada (ROA, 2008). Os sinais em 1472,3 e 1363,1 cm!
identificam a deformacédo angular dentro do plano, sendo a primeira caracteristica do
CH2 tanto da PCL, como do (z)-P(3-HB) e segunda dos grupos CH e CHz do (+)-P(3-
HB). No trabalho de Paiva e colaboradores (1996) essa deformagédo dentro plano é
decorrentes do acoplamento de atomos de hidrogénio adjacentes, sendo usados
inclusive para determinar a posicao de substituintes de anéis aromaticos.

Os sinais em 1289,3, 1241,9 e 1185,4 cm™! determinam a deformagéo axial do
grupo C-O indicativo dos poliésteres. Em 1098,8 e 1046,1 cm, também referente a
deformacao axial do C-O, estes, porém corresponde a estrutura do PEG. Os ultimos
sinais, 838,9 725,9 e 515,8 cm! sdo referentes ao CHz indicando a deformacéo
angular da cadeia fora do plano (ROA et al., 2010). O espectro dos sinais é

visualizado na Figura 21 e resumidamente foram caracterizados na Tabela 7.
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Figura 21: Espectro de FT-IR do copolimero tribloco (P(CL-co-(+)-3-HB)-b-PEG-
b-P(CL-co-(%)-(3-HB)))
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Tabela 7: Sinais do espectro FT-IR do copolimero tribloco (P(CL-co-(+)-3-HB)-

b-PEG-b-P(CL-co-(+)-(3-HB)))

(continua)
Sinais (cm1) Atribuicao Abreviacao

3491,6 Deformacéao axial da hidroxila v(OH)
2998,3 Deformacéao axial assimétrica (CH2) vas(CH?2)
2871,7 Deformacao axial assimétrica (CH, CHs) | vas(CH, CHa)
1728,4 Deformacéao axial da carbonila (C=0) v(C=0)
1472,3 Deformacéao angular (CH2) 0s(CH2)
1363,1 Deformacéao angular (CHs) 0s(CHa)
1289,3 Deformacéao axial assimétrica (C-O) vas(C-0)
12419 Deformacao axial assimétrica (C-O) vas(C-0)
1185,4 Deformacao axial assimétrica (C-O) vas(C-0)
1098,8 Deformacéao axial simétrica (C-O) vs(C-0)
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(continuagao)

Sinais (cm1) Atribuicdo Abreviacao
1046,1 Deformacdo axial simétrica (C-O) vs(C-0)
958.7 Deformaggo angular simeétrica fora do w(OH)

plano da hidroxila
838,9 Deformacéo angular de cadeia (CHz2) 0s(CHz2)
725,9 Deformacéao angular de cadeia (CH2) 0s(CH2)
515,8 Deformacgéo angular de cadeia (CHz2) 0s(CHz2)

Fonte: Resultado da pesquisa.

4.1.3.4 Analise de FT-IR do copolimero estrela sorbitol-b-(PCL)s

No espectro (Figura 22) o sinal em 3384,6 cm'1, um sinal fraco, representa as
hidroxilas terminais (deformacdo axial), assim como o sinal em 958,8 cm™, que
representa uma deformacdo angular simétrica fora do plano. No artigo de Cristobal e
colaboradores (2012) que sintetizaram o copolimero sorbitol-b-(PCL)s encontraram
sinal em 3540 cm! referente as hidroxilas terminais. Um sinal de pouca intensidade
é observado no gréafico, préximo 1000 cml, porém ndo é descrito pelos autores
(CRISTOBAL etal.,2012).

Em 2928,7 cm'® o sinal determina a deformacéo axial assimétrica alifatico do
CHz da PCL, enquanto o sinal em 2855,3 cm! determina deformacdo axial alifatico
do CH do sorbitol. No trabalho de Luo (2012), os sinais do espectro entre em
2993,53 e 2881,65 cm! foram atribuidos a vibracdo de alongamento do saturado CH
em cadeia do PLA e do segmento sorbitol.

O sinal em 1725,7 cm! estabelece a vibracdo da deformacdo axial da
carbonila relativo a estrutura da PCL. Em 1488,8, 1428,2 e 1367,6 cm™! os sinais sédo
indicativos da deformacéo angular do CH2 dentro do plano e os sinais em 731,7,
590,9 e 523,5 cm! referem-se a deformacéo angular do CHz fora do plano. Os sinais
1294,2, 1247,2, 1166,9, 1099,6 e 1039,8cm identificam a vibracdo da deformacéo
axial do grupo C-O. De acordo com Arvanitoyannis e colaboradores (1996),
comparando os espectros do sorbitol com o do sorbitol-b-PLA, tendo o poliol como
iniciador por abertura de anel, ficou elucidado que o composto apresentou absorcao
semelhante, indicando que o sorbitol tenha sido introduzido na copolimerizagdo. A

caracterizacao dos sinais é apresentada na Tabela 8.



81

Figura 22: Espectro de FT-IR do copolimero estrela sorbitol-b-(PCL)s
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Tabela 8: Sinais do espectro FT-IR do copolimero estrela sorbitol-b-(PCL)s

(continua)

Sinais (cm1) Atribuicao Abreviacao
3384,6 Deformacéo axial da hidroxila v(OH)
2928,7 Deformacéo axial assimétrica (CH2) vas(CH2)
2855,3 Deformacéo axial assimétrica (CH) vas(CH)
1725,7 Deformacéo axial da carbonila (C=0) v(C=0)
1488,8 Deformacéo angular (CH2) 0s(CH2)
1428,2 Deformacgéo angular (CH2) 0s(CHs)
1367,6 Deformacéo angular (CH2) 0s(CHs)
1294,2 Deformacgéo angular (CH2) 0s(CH2)
1247,2 Deformacéo axial assimétrica (C-O) vas(C-0)
1166,9 Deformacdo axial assimétrica (C-O) vas(C-0)
1099,6 Deformacao axial assimétrica (C-O) vas(C-0)
1039,8 Deformacéo axial assimétrica (C-O) vas(C-0)
958.7 azgtzrrgzﬁgrigﬁ];lar simétrica fora do  (OH)
731,7 Deformacéo angular de cadeia (CH2) 0s(CH2)
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(continuacéo)

Sinais (cm™) Atribuicéo Abreviacao
590,9 Deformacgéo angular de cadeia (CH2) 0s(CH2)
5235 Deformacao angular de cadeia (CH2) 0s(CH2)

Fonte: Resultado da pesquisa.

4.1.3.5 Analise de FT-IR do copolimero estrela sorbitol-b-((x)-P(3-HB)s

Em 3514,7 cm o sinal representa a deformacéo axial das hidroxilas terminais
presentes na estrutura do (*)-P(3-HB), pertencente a cadeia copoliméricas. Em
969,4 cm! o sinal fraco é o deslocamento angular simétrica fora do plano da
hidroxila. Os sinais em 2989,3 e 2928,7 cm! sdo indicativos da deformacédo axial
alifadtica CH, em que o primeiro sinal indica o CHz, referente ao (+)-P(3-HB) e ao
sorbitol e segunda indica o CHzs identificado no (x)-P(3-HB).

O sinal em 1736,3 cm® corresponde a deformacdo axial da carbonila,
proveniente do grupamento éster do (+)-P(3-HB), esse sinal determina uma
organizacdo estrutural menos cristalina, pois, segundo Liao e colaboradores (2013),
sinais proximos a 1738 cm! indica uma estrutura amorfa, enquanto que préximo a
1722 cml a estrutura apresenta-se cristalina. Entretanto, Padermshoke e
colaboradores (2004) definiram que a deformagé&o axial da carbonila refere-se a
presenca em moléculas de estruturas cristalina altamente ordenada.

Foram observados sinais em 1457,7 e 1384,3 cm! que identificam a
deformacdo angular do CH2 e CHs, respectivamente. Os sinais 1297,9, 1186,7,
1139,7 e 1053,7 cm! referem-se a deformacdo axial assimétrica do grupo C-O. Os
sinais referentes ao (x)-P(3-HB) confirmam e caracterizam 0S Seus grupos
constituintes, assim como 0s grupos referentes ao sorbitol (QUINQUENET et al.,
1988; NA, NIANZHI, 2011; SANTOS, 2013). O espectro é representado na Figura 23

e 0S sinais caracterizados na Tabela 9.



Figura 23: Espectro de FT-IR do copolimero estrela sorbitol-b-((x)-P(3-HB)s
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Tabela 9: Sinais do espectro FT-IR do copolimero estrela
sorbitol-b-((x)-P(3-HB)s
Sinais (cm1) Atribuicdo Abreviacao
3514,7 Deformacéao axial da hidroxila v(OH)
2989,3 Deformacao axial assimétrica (CHz2) vas(CHz)
2928,7 Deformac&o axial assimétrica (CH) vas(CH)
1736,3 Deformac&o axial da carbonila (C=0) v(C=0)
1457,7 Deformac&o angular (CH2) 0s(CH2)
1384,3 Deformacao axial assimétrica (C-O) 0s(CHza)
1297,9 Deformac&o axial assimétrica (C-O) vas(C-O)
1186,7 Deformacao axial assimétrica (C-O) vas(C-O)
1139,7 Deformacéo axial assimétrica (C-O) vas(C-0)
1053,7 Deformacdo axial assimétrica (C-O) vas(C-0)
969,4 Deformacéo angular simétrica fora do
. ) w(OH)
plano da hidroxila

Fonte: Resultado da pesquisa.
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4.1.4 Difratometria de raios-X
4.1.4.1 Difratometria de raios-X do copolimero tribloco PCL-b-PEG-b-PCL

O copolimero apresentou no difratograma trés picos (Figura 24). O primeiro
de pouca intensidade em 206 = 19,15°, referente ao PEG, que foi caracterizado com
um pico de maior intensidade em 26= 19,1° (Figura 26). O segundo pico de elevada
intensidade, que foi demonstrado em 26= 21,2°, estando associado a PCL, esse
indicado no difratograma da Figura 25 no pico em 26 = 21,5°. E o ultimo pico que foi
de média intensidade, apresentado em 20 = 23,8°, caracterizando ambos os
polimeros, os quais o PEG apresentou um pico em 286 = 23,3° e a PCL em 20 =
23,7°. Essas pequenas diferengcas nos deslocamentos em 26 sao indicativos da
ocorréncia de microtensdo nos cristalitos do copolimero, por causa da
copolimerizacdo, o que resulta na alteracdo da distancia interplanares dos cristais
presentes nos blocos poliméricos (KAHN, 2012).

No trabalho de Yu e colaboradores (2014), o copolimero sintetizado
demonstrou ndo mais que dois fortes picos, sendo estes em 20 = 21,2° e 26 = 23,8°,
o que foi semelhante aos resultados encontrados no nosso trabalho. Lima e Andrade
(2012) descreveram que o copolimero formado apresentava perfil proximo ao da
PCL, embora demostrasse picos mais largos e menos intensos. Isso, € observado
ao comparar as Figuras 24 e 25, em que a intensidade da PCL € maior que ao do

copolimero.



Figura 24: Difratograma de raios-X do copolimero tribloco PCL-b-PEG-b-PCL
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Fonte: Resultado da pesquisa.
Figura 25: Difratograma de raios-X do PCL
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Figura 26: Difratograma de raios-X do PEG
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Fonte: Resultado da pesquisa.

Lima e Andrade (2012) também explicam que o resultado revela menor
cristalinidade e a presenca de cristais com menores distancias interplanares, sendo
encontrado 34% de cristalinidade para o copolimero e 67,7% para a PCL. Na Tabela

10, o grau de cristalinidade foi de 62,3% para o copolimero e 68% para a PCL.

Tabela 10: Grau de cristalinidade do copolimero tribloco PCL-b-PEG-b-PCL

Polimero Grau de cristalinidade
PCL-b-PEG-b-PCL 62,3+5,0
PCL 68,025
PEG 59,0+ 3,0

Fonte: Resultado da pesquisa.

Os planos cristalograficos do copolimero sdo determinados através dos
planos cristalograficos dos homopolimeros. Portanto, a PCL é caracterizada como
uma célula unitaria ortorrdmbica, apresentando estrutura cristalina [110] para o pico
20= 21,5° e [200] para 206 23,7°, enquanto o PEG (célula unitaria monoclinica)
apresentou planos [120] para o pico 20 = 19,1° e [001] para o pico 20 = 23,3°
(AZUOZ, 2016).
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4.1.4.2 Difratometria de raios-X do copolimero tribloco (+)-P(3-HB)-b-PEG-b-(%)-
P(3-HB)

O difratograma da Figura 27 apresenta dois picos bem definidos em 20 =
19,3° e 23,4°. O primeiro pico é de cristalinidade intensa, podendo vim ser
caracteristico do PEG, embora ao comparar com o difratograma do polimero na
Figura 26, observa-se que o pico é identificado em 19,1°, e que o do (R)-P(3-HB)
(Figura 28) em 19,9° ou seja, essa pequena diferenca pode ser devido a distancia
interplanares ocasionadas pela microtensdo nos cristalitos dos blocos poliméricos. O
segundo pico evidencia-se diminuicdo da cristalinidade e alargamento, sendo
também demonstrado diferenca em relacdo ao deslocamento quando comparado
com o difratograma do PEG, visto que 26 = 23,3° (RAMKUMAR et al. 2002).

Figura 27: Difratograma de raios-X do (x)-P(3-HB)-b-PEG-b-(+)-P(3-HB)
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Fonte: Resultado da pesquisa.



88

Figura 28: Difratograma de raios-X do (R)-P(3-HB)
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Fonte: Resultado da pesquisa.

No trabalho de Liu e colaboradores (2008), os picos em 20 = 19,3° e 23,5°
eram de intensidades semelhantes, indicando a presenca da fase cristalina do PEG
no copolimero sem a evidéncia de picos padrdes do bloco (+)-P(3-HB), que séo
esperados em 20 = 19,9° (Figura 28), sugerindo que este ultimo estaria em estado
amorfo no copolimero. Sendo, isto justificado porque o (x)-P(3-HB) quando
sintetizado apresenta baixa cristalinidade. Chen e colaboradores (2006) relataram
em suas sinteses do copolimero que ndo havia também presenca dos picos do (%)-
P(3-HB) e que os picos caracteristicos do PEG eram mais enfraquecidos, implicando
em cristalinidade reduzida de 41%, e que quando sintetizavam apenas o
homopolimero PEG a cristalinidade apresentava-se acima de 80%.

Cristalinidade do copolimero inferior a 50% também foi observada no trabalho
de Almeida (2012). O autor justificou que tal diminuicdo era devido a flexibilidade do
PEG, e a ndo influéncia dos cristais (x)-P(3HB) na copolimerizacdo. Conforme dados
da Tabela 11, o grau de cristalinidade do copolimero sintetizado ndo apresentou
diferenca significativa em relacdo a cristalinidade dos homopolimeros, embora o
homopolimero (R)-P(3-HB), tende-se a ter a cristalinidade maior que o copolimero,

pois este de origem industrial pode ter a cristalinidade entre 60 a 80%.
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Tabela 11: Grau de cristalinidade do copolimero tribloco
(1)-P(3HB)-b-PEG-b-(+)-P(3-HB)

Polimero Grau de cristalinidade
(+)-P(3-HB)-b-PEG-b-(+)-P(3-HB) 63,0 + 7,0
(R)-P(3-HB) 57,3 +2,0
PEG 59,0 £ 3,0

Fonte: Resultado da pesquisa.

4.1.4.3 Difratometria de raios-X do copolimero tribloco (P(CL-co-(x)-(3-HB)-b-
PEG-b-(P(CL-co-(x)-(3-HB)))

No difratograma da Figura 29, foram identificados quatro picos. Dois de
elevada intensidade, encontrados em 20 = 19,11° e 26 =23,3, e dois de moderada
intensidade em 26 = 21,3° e 26 = 22°. O primeiro pico indica o poli (etileno glicol),
que na Figura 26 o pico € demonstrado também em 26 = 19,1°. O préximo pico em
206 = 21,3° de média intensidade, sugere que ocorreu na copolimerizagao alteragao
na distancia interplanares entre os cristais da PCL e do ()-P(3-HB), pois o pico da
PCL é apresentado em 26 = 21,5° (Figura 25) e o pico do (R)-P(3-BH) em 26 =19,9°
(Figura 28), o que confirma o surgimento de um novo polimero (LILI, 2007).

De acordo com Tamboli e colaboradores (2013) que sintetizaram o poli(l-
lactideo) (PLLA) em lugar do (x)-P(3-HB), relataram que o copolimero tinha o pico
menor, quando comparado com o homopolimero puro. Os autores também relataram
que o pico referente a PCL, teve a cristalinidade bastante reduzida. O mesmo evento
€ observado no trabalho quando relacionou o tamanho do pico do (R)-P(3-HB) em 26
= 22,3° do homopolimero, com o do pico referente ao do (x)-P(3-HB)no meio da
cadeia do copolimero em 28 = 22°,

O quarto pico do copolimero foi apresentado em 26 = 23,2°, provando que
houve deslocamento quando comparou-se com os picos do PEG em 20 = 23,3° e 0
da PCL em 206 = 23,7°. Isto, pode ser justificado pelo processo de formacdo do
copolimero, que interfere nos espacos interplanares dos cristais presentes no bloco
polimérico (KAHN, 2012).

No trabalho de Lili (2007) o copolimero (PLLA-co-PCL)-b-PEG-b-(PLLA-co-
PCL) apresentou dois picos de maior intensidade caracteristico da estrutura do PEG
20kg.molt e com aumento do halo amorfo, o difratograma foi semelhante ao da

Figura 29 com relacdo ao picos referentes ao PEG. O autor ainda relatou que os



90

planos cristalinos ndo foram alterados quando comparado com os homopolimeros
puros e encontrou um grau de cristalinidade bem menor para o copolimero em
relacdo ao grau de cristalinidade do PEG. Na Tabela 12 o grau de cristalinidade
encontrado para o copolimero foi de 68,6%, proximo do grau de cristalinidade da
PCL que foi de 68% e superior ao do PEG (59%) e ao do (z)-P(3-HB).

Figura 29: Difratograma de raios-X do copolimero tribloco (P(CL-co-(x)-(3-HB)-
b-PEG-b-(P(CL-co-(x)-(3-HB)))
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Fonte: Resultado da pesquisa.

Tabela 12: Grau de cristalinidade do copolimero tribloco (P(CL-co-(z)-(3-HB)-
b-PEG-b-(P(CL-co-(x)-(3-HB)))

Polimero Grau de cristalinidade (Xc%)
(P(CL-co-(x)-(3-HB)-b-PEG-b-(P(CL-co-(z)-(3-HB))) 68,6 +1,8
PCL 68,0+25
(R)-P(3-HB) 573120
PEG 59,0+ 3,0

Fonte: Resultado da pesquisa.
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4.1.4.4 Difratometria de raios-X do copolimero estrela sorbitol-b-(PCL)e

O copolimero estrela sorbitol-b-(PCL)s apresentou no difratograma da Figura
30 quatro picos, sendo os dois primeiros picos de menor intensidade eos outros dois
de intensidades consideradas. O primeiro pico foi determinado em 20 = 12,9°
podendo ser referido a estrutura do sorbitol, visto que foi identificado um pico de
intensidade média em 20 = 11,7° (Figura 31) no sorbitol e ndo foi identificado no
difratograma da PCL picos com intensidade inferior a 26 = 15,6° (Figura 25).

O segundo e terceiro picos sdo determinados nos mesmos angulos em que
sao representados na PCL, sendo os picos em 20 = 15,6° e 21,5°. O ultimo pico é
identificado em 208 = 23,68°, o qual apresenta-se com intensidade maior que 0s picos
determinados em 26 = 23,4° do sorbitol e 20 = 23,7° da PCL, isto demonstrou que
houve indicio de interacdo entre a cristalinidade de ambos. Nao foi encontrado
resultados na literatura para o copolimero, porém Luo e colaboradores (2012)
sintetizaram o copolimero estrela sorbitol-b-(PLA) e relataram que os principais picos
foram semelhantes ao pico do PLA puro. Teng e colaboradores (2015) descreveram
os planos cristalograficos, conforme os planos cristalograficos do PLLA e do sorbitol,
pois afirmaram ser 0s mesmos.

Os autores também encontraram grau de cristalinidade variando entre 8 a
21% conforme aumentavam a proporcdo em mols do PLLA. Nesse trabalho,
conforme a tabela 13 o grau de cristalinidade determinado foi de 77,3 %, superior ao

grau de cristalinidade da PCL que foi de 68% e o sorbitol que foi de 70,8%.



Figura 30: Difratograma de raios-X do copolimero estrela sorbitol-b-(PCL)s
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Figura 31: Difratograma de raios-X do sorbitol
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Tabela 13: Grau de cristalinidade do copolimero estrela sorbitol-b-(PCL)s

Polimero Grau de cristalinidade
sorbitol-b-(PCL)s 773+2,0
PCL 68,0 £ 2,0
Sorbitol 708+1,0

Fonte: Resultado da pesquisa.
4.1.4.5 Difratometria de raios-X do copolimero estrela sorbitol-b-((z)-P(3-HB)s

No difratograma da Figura 32, observam-se dois picos poucos definidos
encontrados em 20 = 10,4° e 19,5°. O primeiro pico identifica o sorbitol, em que de
acordo com a Figura 33 tem um pico em 26 = 11,7°, resultado semelhante ao de Luo
e colaboradores (2012). O segundo pico é caracteristico do (R)-P(3-HB) identificado
em 20 = 19,9° conforme o difratograma da Figura 28. Essas diferencas nos
deslocamentos sédo resultados da copolimerizagdo, em que por causa da reacdo
ocorre diferencas nas distancias interplanares dos blocos poliméricos presentes.

Na tabela 14 foi determinado o grau de cristalinidade, sendo encontrado grau
de 10% o0 que estabeleceu uma estrutura bastante amorfa. Essa reduzida
cristalinidade segundo Mei e colaboradores (2004) que estudara a
biocompatibilidade do sorbitol com poliésteres, seria porque o sorbitol inibi a
formacao de cristais, pois devido a incapacidade dessas unidades se encaixar com o
poliéster cristalino. De acordo com os autores isto justifica a diminuicdo do grau de
cristalinidade do copolimero, principalmente quando promoveram aumento do teor
de sorbitol. Luo e colaboradores (2012) também afirmaram que a introducdo do
sorbitol no ndcleo do copolimero reduzia o grau de cristalinidade, o que era contrario
a dimenséo cristalina do PLA.

A reduzida cristalinidade desse copolimero torna-o em relacdo aos outros
sintetizados melhor para uso médico, pois de acordo com Neves (2002) baixa taxa

de cristalinidades dos polimeros melhoram absor¢éo do dispositivo pelo organismo.
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Figura 32: Difratograma de raios-X do copolimero estrela
sorbitol-b-((x)-P(3-HB)s
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Fonte: Resultado da pesquisa.

Tabela 14: Grau de cristalinidade do copolimero estrela sorbitol-b-(PCL)s

Polimero Grau de cristalinidade
sorbitol-b-((x)-P(3-HB)e 10,0 £ 5,0
(R)-P(3-HB) 57,3+2,0
Sorbitol 708+1,0

Fonte: Resultado da pesquisa.

4.1.5 Espectroscopia de RMN
4.1.5.1 Espectroscopia de RMN do copolimero tribloco PCL-b-PEG-b-PCL

No espectro de RMN-1H (Figura 33) o primeiro pico, um pico duplo (d+e+f),
com deslocamento entre 1,2 e 1,7 ppm e area 132, refere-se aos grupos metilénicos
caracteristicos do bloco da PCL. O segundo pico de area 44, representado em 2,3
(c) ppm identifica o CH2 proximo a carbonila da PCL. O terceiro (a+g’+h) com area
554, encontra-se em 3,5 ppm, indicando o CH2 do PEG, CHz2 da PCL proximo a

hidroxila e o hidrogénio da hidroxila, respectivamente. O ultimo pico (b+g) de area
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44, o deslocamento foi determinado em 4,1 ppm, identificando o CH2 adjacente ao
oxigénio da carboxila, caracteristico da estrutura do PEG e da PCL.

No trabalho de Barghi e colaboradores (2015), os autores caracterizaram 0s
picos 2,3 e 4,1 ppm, como tripletos e os picos encontrados entre 1,2 e 1,7 ppm como
multipletos, confirmando o espectro determinado na Figura 34. O pico em 4,1 ppm,
segundo Lima e Andrade (2012), é a confirmacao da formacg&o do copolimero, pois o
sinal é caracteristico dos hidrogénios do grupo metileno do PEG, na ligacdo entre
PEG e PCL, juntamente com os hidrogénios das unidades finais hidroxiladas do
segmento caproila.

Os picos tipicos do PEG em 3,5 ppm e da PCL em 4,1 ppm relaciona com a
guantidade de meros formados no copolimero. Com isso, foi determinado através da

razado entre a area do pico da PCL (lcHe-pc)) e area do pico do PEG (lcHz-peg)), 22

meros ¢€-CL e uma massa molar de 8508 g.mol'l. A quantidade de meros foi

encontrada usando as equacdes a seguir, conforme Guerrouani (2008) e Nguyen
(2010):
Mn copolimero = Mn PEG + Mn PCL 4

Mn Copolimero = Mn PEG + (Mn PEG/44 X 114/2 x 114/2 X Iicuz2-pcry/ I(chz-pec)) (O)

Mn PCL/114 = Quantidade de meros (6)

Essa quantidade de meros na cadeia do copolimero pode ser variada de
acordo com o controle da razdo molar da e-caprolactona e o PEG (e-CL/PEG)
(DANAFAR, 2016).

No espectro de RMN-13C (Figura 34) o pico em 173,2 (a) ppm identifica a
carbonila da PCL, enquanto os picos 64,2 (c), 61,3 (d), 33,9 (e), 25,5 (f) e 24,5
(g+h+i) ppm determinam os carbonos dos grupos metilénicos do bloco da PCL. O
carbono do metileno do bloco do PEG é deslocado em 70,4 (b) ppm. S&o também
observados no espectro picos de pouca intensidade em 69,5 (j) e 32,2 (k) ppm que,
de acordo com Guerrouani (2010), sdo atribuidos a ligacdo dos blocos do
copolimero, em que 69,5 ppm indica o deslocamento do carbono do metileno do
PEG ligado diretamente ao bloco da PCL, e em 32,2 ppm o deslocamento faz

referéncia ao atomo de carbono da PCL adjacente ao bloco do PEG.
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Figura 33: Espectro de RMN-'H do copolimero tribloco PCL-b-PEG-b-PCL.

A) Estrutura, B) Gréfico.
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Figura 34: Espectro de RMN-13C do copolimero tribloco PCL-b-PEG-b-PCL

A) Estrutura, B) Grafico.
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4.1.5.2 Espectroscopia de RMN do copolimero tribloco (x)-P(3-HB)-b-PEG-b-
(£)-P(3-HB)

O pico no descolamento 5,17(a) ppm, com area 32, é caracteristico do grupo
metino do (x)-P(3-HB). Entretanto o deslocamento 3,75 (pico “b+e”) ppm de area 556
identificam o grupo metino ligado as hidroxilas terminais do (x)-P(3-HB), além dos
hidrogénios das hidroxilas terminais e o grupo metileno referente ao bloco do PEG.
No trabalho de Liu e colaboradores (2008) os autores descreveram que O
deslocamento maior que 3,7 ppm confirma a presenca do copolimero, pois o sinal
dos metilenos da cadeia do homopolimero PEG séo indicados entre 3,46 ppm e 3,7
ppm, visto, entdo, que o sinal é relativo ao CH2 adjacentes a carboxila.

Em 2,55 (pico “c”) ppm e area 68, o deslocamento determina o CH2 e em 1,27
(pico “d”) ppm e area 102, identifica o CHs, ambos caracteristicos do bloco do (+)-
P(3-HB). O espectro da Figura 35 assemelha-se ao de Liu e colaboradores (2010).
Na copolimerizacéo realizada por Chen e colaboradores (2006) a propor¢cao de 3: 1:
2 entre os grupos metila (CHs, metino (CH) e metileno (CH2) demonstrou que houve
a formacdo do (+)-P(3-HB) por abertura do anel. Essa relacdo entre as areas dos
picos (lcHz-(+)-P3-HB)/(lcH2-PEG)) comprovou a ocorréncia da sintese do tribloco
mostrada no espectro estudado. Também foi determinada a massa molar dos
copolimeros através da razdo entre area do pico dos grupos metilenos
correspondentes ao PEG e os metilenos do (z)-P(3-HB), o qual, de acordo com as

equacbes 7, 8 e 9, baseadas em Guerrouani (2008), teve como peso molar 8924

g.mol'l e 34 meros encontrados da (-BL.

Mn copolimero = Mn PEG + Mn P(3 — HB) (7)
Mn Copolimero = Mn PEG + (Mn PEG/44 X 86/2 X I(cHz - P (3-HB))/I(cH2 - PEG)) (8)
Mn P(3 — HB) /86 = Quantidade de meros 9)

No espectro do RMN-13C (Figura 36) foram determinados picos
correspondentes ao (x)-P(3-HB) em 169,2 (a), 67,9 (c), 44,8 (d) e 21,1 (e) ppm. O

primeiro deslocamento indicou o carbono da carboxila, 0 segundo o grupo metino, o
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terceiro o metileno e o quarto a metila. Os deslocamentos quimicos apresentados
assemelham-se com os indicados no (R)-P(3-HB) microbiano (CHEN et al., 2002).
Picos de poucas intensidades sao identificados em 63,4 (f), 43,3 (g) e 22,7 (h) ppm,
sendo estes carbonos dos grupos terminais de acordo com Liu e colaboradores
(2008), confirmando dessa forma copolimerizacao.

O pico de intensidade alta com deslocamento em 69,9 (b) ppm conferido ao
bloco do PEG, conforme Chen e colaboradores (2006) determina a ligacéo
proveniente entre o grupo metileno do PEG e o grupo éster da (B-BL, visto que os
carbonos encontrados apenas no bloco do homopolimero PEG se deslocam em 70,3

a 70,9 ppm, comprovando também que ocorreu a formacdo do copolimero.
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Figura 36: Espectro de RMN-*3C do copolimero tribloco
(x)-P(3-HB)-b-PEG-b- (x)-P(3-HB). A) Estrutura, B) Grafico.
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4.1.5.3 Espectroscopia de RMN do copolimero tribloco (P(CL-co-(%)-3-HB)-b-
PEG-b-P(CL-co-(x)-(3-HB)))

Os descolamentos 5,25 (pico “a”) e 2,52 (pico “') ppm identificam
respectivamente 0s grupos metino e metileno pertencentes ao bloco do (+)-P(3-HB).
Os deslocamentos em 4,11 (b) 2,25 (g) e 1,57 (h+i) correspondente aos grupos
metilénicos, caracteristico da PCL. A identificacdo dos deslocamentos (pico “a”) e
(pico “b”), determinando os hidrogénios adjacentes ao oxigénio da carboxila, provam
gue ocorreu a copolimerizacdo, visto que indicam a abertura das lactonas (LIU et al.,
2008; LIMA, ANDRADE; 2012).

No pico 3,79 (c+d+e) ppm o deslocamento determina os CH2 referentes a
cadeia do PEG, CH2 ligados as hidroxilas terminais da PCL e os hidrogénios
terminais. De acordo com Lili (2007), esse deslocamento € caracteristico da ligacdo
do metileno do PEG com o poliéster e que a intensidade do pico demonstra o grande
bloco da cadeia, conforme a quantidade de PEG introduzida na alimentacdo. O
deslocamento do pico dos CHz2 em relagcdo ao homopolimero PEG que é em torno de
3,5 ppm, mostra que as hidroxilas do PEG foram consumidas na copolimerizagéo
(CHEN et al., 2006).

O Ultimo pico no deslocamento 1,29 (j+k) ppm determina o grupo metileno
central do bloco da PCL e o grupo metino do (+)-P(3-HB) (BONARTSEV etal., 2013;
TAMBOLI et al., 2013; CHU et al, 2016). Todos os picos sédo observados na Figura
37.

A massa molar foi calculada através da relacdo entre as areas dos picos dos
grupos metilénicos dos blocos poliméricos, conforme as equacfes das secles
4.15.1 e 4.1.5.2. As areas dos picos dos CH2 foram 248 para a PCL, 132 para o (1)-
P(3-HB) e 554 para o PEG, com esses valores foi encontrado uma massa molar
igual 25412 g.mol*. Portanto, sendo determinados 122 meros referentes a PCL e 64
meros a (z)-P(3-HB).

No espectro de RMN-13C (Figura 38) os picos referentes a PCL sdo
determinados em 62,2 (f), 32,5 (h), 28,0 (i) e 24,7 (j+k+l) ppm correspondendo aos
grupos metilénicos (MONSALVE et al, 2010). Os picos (f) e (h) sédo indicacbes de
CH2 ligados as hidroxilas terminais (PIAO et al, 2003). Os deslocamentos
identificando ao (+)-P(3-HB) sédo apresentados em 33,9 (g) e 19,1 (m) ppm, em que 0O
primeiro se refere ao CH2 e o segundo ao CH3z (CHEN et al., 2006).
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Em relacdo ao PEG o deslocamento caracteristico do CH2 da cadeia é
determinado em 70,1 (b) ppm, enquanto os CH:2 terminais sédo identificados no
deslocamento em 63,8 (c+d+e) ppm, assim como os carbonos do grupo metino do
(£)-P(3-HB) e dos metilenos da PCL, todos adjacentes ao oxigénio da carboxila. De
acordo com Piao e colaboradores (2003), o metileno (d) de menor deslocamento
referente a0 PEG, apresenta-se desta forma por ser o grupo ligado ao bloco do
poliéster, confirmando a copolimerizacao.

Os carbonos dos grupos ésteres alifaticos possuem seus deslocamentos em
173,2 (&) ppm. No trabalho de Lili (2007) os copolimeros sintetizados com dois
poliésteres  (PLA-co-PCL))-b-PEG-b-(PCL-co-PLA) apresentavam 0s picos
correspondente ao carbono da carboxila nas regides entre 169 e 174 ppm, préximo

ao encontrado no espectro da Figura 38.
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Figura 37: Espectro de RMN-'H do copolimero tribloco (P(CL-co-(z)-(3-HB)-b-

PEG-b-(P(CL-co-(x)-(3-HB))). A) Estrutura, B) Gréfico.
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4.1.5.4 Espectroscopia de RMN do copolimero estrela sorbitol-b-(PCL)s

No espectro de RMN-1H (Figura 40), de acordo com a estrutura (Figura 39) os
deslocamentos referentes ao bloco da PCL séao identificados em 3,65 (pico “d+e”),
2,30 (f) e entre 1,66 e 1,38 (pico “g+h+i”) ppm. No pico (d+e) determinam-se os
hidrogénios dos metilenos terminais e as hidroxilas, os outros picos da PCL sao os
grupos metilénicos centrais. Em 4,15 (pico “a+b+c”) ppm o deslocamento indica os
CH e os CH2 do sorbitol, além de identificar os CH2 préximos ao oxigénio da
carboxila, encontrados na PCL e na parte terminal da estrutura do sorbitol, 0 que
comprova copolimerizacao através da ligacdo entre dois (CRISTOBAL et al., 2012).

No trabalho de Gou e colaboradores (2008), os autores identificaram o
deslocamento em 4,5 ppm no espectro do copolimero estrela formado por PCL e um
derivado de resorcinareno. Os autores relataram que o pico nesse deslocamento é
indicagcéo da ligagéo direta entre os bragos da PCL com o nulcleo octafuncional. Teng
e colaboradores (2016) na copolimerizacdo estrela da PLLA com eritrol observaram
gue ndo havia um sinal singleto referente as hidroxilas, confirmando o consumo das
hidroxilas do eritrol na sintese. No espectro da Figura 39 ndo existe presenca de pico
singleto identificando as hidroxilas do sorbitol.

A quantidade de meros da PCL sintetizados foi de 8 por braco, calculados
através da razao entre area dos picos 2,3 e 3,65 ppm, sendo essas areas 144 e 18
respectivamente (CRISTOBAL et al., 2012). A massa molar encontrada foi de 5650
g.mol,

O espectro de RMN-13C (Figura 42), conforme a estrutura (Figura 41)
apresentou picos referente ao sorbitol em 62,4 (d) e 29,8(e) ppm. Estes picos de
pouca intensidade, representam os carbonos dos grupos metino e metileno. Os picos
determinando a PCL sao identificados em 172,6 (a), 63,7 (b+c), 33,9 (e), 28,7 (9),
25,5 (h), e 24,8 (i) ppm, em que o pico (a) determina o carbono da carboxila e os
demais aos grupos metilénicos do bloco (LEMMOUCHI et al.,, 2008; ROA et al.,
2010).

No trabalho de Teng e colaboradores (2015), os autores copolimerizaram
sorbitol-b-(PLLA)s e relataram que os desvio quimicos ocorridos, por exemplo, nos
carbonos do sorbitol, em que o CH variou deslocamento foi de 70,2 ppm para 66,6
ppm no copolimero e o CH2 variando de 64,4 ppm para 20,6 ppm. Essas variacoes,

segundo os autores, confirmaram o copolimero estrela preparado preliminarmente
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pelo iniciador multifuncional sorbitol. Dados semelhantes foram observados no
trabalho de Tao e colaboradores (2013) que sintetizaram o copolimero estrela
manitol-b-(poli(lactideos)s).

Na pesquisa de Liu e colaboradores (2011) o espectro de RMN-13C do sorbitol
puro, verifica-se que os carbonos da molécula apresentam deslocamentos entre 74,8
a 63,59 ppm. Estes valores apresentados quando comparados com o0s valores
determinados no espectro da Figura 40, ratificam a copolimerizacdo, devido os

desvios ocorridos nos deslocamentos.
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Figura 39: Estrutura do copolimero estrela sorbitol-b-(PCL)e obtida pelo
espectro de RMN-1H

=
Fonte: Resultado da pesquisa.
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Figura 40: Espectro de RMN-'H do copolimero estrela sorbitol-b-(PCL)s
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Figura 41: Estrutura do copolimero estrela sorbitol-b-(PCL)e obtida pelo
espectro de RMN-13C

Fonte: Resultado da pesquisa.
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Figura 42: Espectro de RMN-13C do copolimero estrela sorbitol-b-(PCL)s
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4.1.5.5 Espectroscopia de RMN do copolimero estrela sorbitol-b-((x)-P(3-HB))s

O deslocamento em 5,81 (pico “a”) ppm identificou o grupo metino do sorbitol,
enquanto o grupo metino do (+)-P(3-HB), dos meros repetitivos, foi caracterizado em
5,24 (pico “b”) ppm. Os CH terminais do bloco do (z)-P(3-HB) foram determinados
em um deslocamento unico entre 4,2 e 3,65 (pico “c+d+e”) ppm, o qual foram
identificados também os hidrogénios das hidroxilas terminais € 0 grupo metileno do
sorbitol. Nos picos 2,5 (f), 2,1 (g), 1,63 (i) e 1,25 (h) ppm os deslocamentos
caracterizaram-se 0os CHz e o CHs da cadeia do (+)-P(3-HB), visto na Figura 44 de
acordo com a estrutura (Figura 43).

Na literatura esse copolimero € inédito, mas trabalho semelhantes atribuiram
0 deslocamento entre 4,0 e 4,2 ppm ao grupo CH2 do manitol, um poliol semelhante
ao sorbitol que foi utiizado como macroiniciador para copolimerizacdo estrela do
PLLA, esse deslocamento ratificou a sintese (TAO et al., 2013). No trabalho de Teng
e colaboradores um deslocamento encontrado em torno de 4,2 ppm, determinou o
CH e CH2 do eritrol, indicando que o poliol era participante da reagcdo com L-
lactideo.

Em relacdo a presenca do (+)-P(3-HB), de acordo com Santos (2007), picos
caracteristicos sdo identificados em 5,3 ppm, referente ao grupo metino, em 2,6
ppm, um multipleto referente ao metileno e em 1,3 ppm indicando o metil. Ao
compara com o espectro de RMN-1H da Figura 42, observa-se picos equivalentes.

A massa molar determinada no copolimero foi de 1725,79 g.mol! calculada
através da soma das massas molares dos meros do (+)-P(3-HB) e do sorbitol. A
quantidade de meros foi calculada pela razdo entre area do pico (f) que foi de 36,8 e
a area do pico (d), que foi de 16, determinado aproximadamente 3 meros por braco
formando o bloco do (+)-P(3-HB) estrela (CRITOBAL et al, 2012).

O espectro de RMN-13C (Figura 46), segundo a estrutura (Figura 45)
apresentou deslocamentos em 169,4 (a) ppm indicativo dos carbonos das
carbonilas. Deslocamentos em 70,6 (b) ppm referiu-se ao CH2 do sorbitol. Em 67,7
(c+d) ppm o pico determinou os metinos do sorbitol e os metinos terminais do (%)-
P(3-HB), enquanto em 64,15 (e) ppm, 0 pico determinou 0S metinos dos meros
repetitivos da cadeia do (z)-P(3-HB). Os picos caracteristicos do (+)-P(3-HB) foram
determinados em 43,1 (f)e 40,2 (g) ppm identificando os CH2 e em 24,4 (h) e 19,7 (i)
ppm os CHs.
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No trabalho de Teng e colaboradores (2015) o copolimero estrela sorbitol com
PLLA sintetizado, apresentou carbonos dos grupos metil em deslocamentos
proximos a 20 ppm, 0s metinos em torno de 68 ppm e as carbonila entre 169,4 e
169,8 ppm. Os resultados aproximam-se do encontrados no espectro da Figura 42,
visto que ndo ha dados na literatura.

Analisando o RMN-13C do sorbitol no trabalho de AKOH e SWANSON (1989),
foram observados deslocamentos dos carbonos em 61,3-61,8 ppm e em 75,2-78,8
ppm. A diferenca no deslocamento quando comparado com da Figura 42, pode ser
uma evidéncia da copolimerizacéo, pois conforme o trabalho de Liu e colaboradores
(2011) o espectro do sorbitol individualmente, apresentava carbonos com picos entre
74,8 e 63,6 ppm, sendo esses valores indicativos dos carbonos ligados as hidroxilas.

No espectro observa-se também que o [B-BL foi consumido ocorrendo a
polimerizacdo, pois no trabalho de Mendes (2009) picos caracteristicos do (x)-P(3-
HB) foram identificados em 19 (CH3s), 41 (CH2), 67 (CH) e 169 (C=0) ppm, sendo

semelhantes aos encontrados no trabalho de Saito e colaboradores (2001).
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Figura 43: Estrutura do copolimero estrela sorbitol-b-(+)-P(-3-HB)e obtida pelo
espectro de RMN-1H
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Fonte: Resultado da pesquisa.
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Figura 44: Espectro de RMN-'H do copolimero estrela sorbitol-b-(x)-P(3-HB)s
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Figura 45: Estrutura do copolimero estrela sorbitol-b-(+)-P(-3-HB)s obtida pelo
espectro de RMN-13C

H

Fonte: Resultado da pesquisa.
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Figura 46: Espectro de RMN-13C do copolimero estrela sorbitol-b-((x)-P(3-HB)s
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4.2 Caracterizacdo das Micelas copoliméricas

4.2.1 Tamanho

4.2.1.1 Tamanho das micelas copoliméricas nao carregadas

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 15, tanto as micelas
copoliméricas sem tensoativos como as contendo apresentaram tamanhos de
diametros inferiores a 1000 nm. Resultados satisfatério para uso administracao
parenteral, visto que, segundo a Associa¢do Nacional do Farmacéuticos Magistrais,
o tamanho deve ser estabelecido entre 0,1 a 1000 nm (BETINA et al., 2011). A
presenca de particulas submétricas aumenta o risco de embolia, como também
interfere na estabilidade do sistema e na degradacéo do farmaco (CONSTATINIDES,
2004).

Na Tabela 15 as micelas copoliméricas propriamente ditas foram identificadas
na amostra sem tensoativo (1), as amostras (5) e (8) com Tween 80 e as (3) e (9)
com SDS, pois, de acordo com Bawarski e colaboradores (2008), a definicao do
tamanho das micelas poliméricas deve variar entre 10 a 200 nm. Portanto, as outras
amostras que apresentaram tamanho superiores sao classificadas como
nanoparticulas podendo ser aglomerados de micelas, que mesmo com o0s valores
acima de 200 nm permanecem dentro dos limites para administracdo parenteral.

No trabalho de Chen e colaboradores (2006), a preparacdo das micelas
copoliméricas (PCL-b-PEG-b-PCL) sem a presenca de tensoativos demonstrou
tamanhos de diametros variando entre 20 a 140 nm, enquanto, no trabalho de
Chaturvedi e colaboradores (2013), a preparacao das micelas copoliméricas ((z)-P(3-
HB)-PEG com a adicdo do tensoativo Tween 80 (tensoativo ndo-iénico) demonstrou
diminuicdo no tamanho das particulas, sendo relatadas tamanhos inferiores a 50 nm.

Do mesmo modo sucedeu com micelas copoliméricas tribloco contendo os
blocos (+)-P(3-HB) e PEG, essas mostraram que 99% das particulas apresentavam
tamanhos de diametros inferiores a 200 nm. A diminuicdo pode ser justificada porque
Tween 80 interfere nas cargas das micelas, ja que o (+)-P(3-HB) juntamente com o
PEG, tornam as micelas mais polares (CARLOTA, et al., 2005). O que ao analisar as
amostras (4) e (7) com os mesmos blocos poliméricos e sem o tensoativo, 0S

resultados foram micelas com tamanhos superiores a 200 nm, o mesmo verificado
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para as micelas formadas por copolimeros estrelas (11) e (14), embora, no trabalho
de Cristobal e colaboradores (2012), o copolimero estrela PCL com sorbitol
apresentou micelas com tamanhos inferiores a 200 nm com o uso do Tween 80.
Yong e colaboradores (2004) descrevem que a adicdo de um agente tensoativos
pode ter um efeito significativo na estrutura micelar.

Para as amostras que tiveram a adi¢cdo do tensoativo idbnico SDS houve uma
discreta reducdo no percentual nas amostras (3) e (9) em relacdo as micelas sem
tensoativos, enquanto nas amostras (12) e (15) ocorreram redugcdo mais
significativas. No trabalho de Burke e Eisenberg (2001), a adicdo do tensoativo do
SDS promoveu aumento no didmetro das micelas de poliestireno-b-poli (4cido
acrilico), que passaram de 50 nm para dimensdes superiores. Segundo 0s autores, a
introducdo do SDS na preparacdo induziu alteracdes morfolégica nas micelas

copoliméricas, o que ratifica os dados relatados.

Tabela 15: Tamanho das micelas copoliméricas ndo carregadas preparada sem
e com tensoativos

(%)
Tamanho Tamanho Tamanho
Micelas copoliméricas sem e com tensoativos De De de

10-199 200-500 501-999

(d.nm) (d.nm) (d.nm)
(1) PCL-b -PEG-b —PCL 100,0 0,0 0,0
(2) PCL-b -PEG-b -PCL/Tweengo 0,0 59,2 24,4
(3) PCL-b -PEG-b -PCL/sbs 9,5 35 0,0
(4) (+)-P(3-HB)-b -PEG-b -(+)-P(3-HB) 0,0 474 52,6
(5) (2)-P(3-HB)-b -PEG-b -(+)-P(3-HB)/rweens0 99,1 0,9 0,0
(6) (+)-P(3-HB)-b -PEG-b -(+)-P(3-HB)/sps 29,3 70,7 0,0
(7) (P(CL-co-(+)-3-HB)-b-PEG-b-P(CL-co-(+)-(3-HB)) ) 0,0 65,1 34,9
(8) (P(CL-co-(+)-3-HB)-b-PEG-b-P(CL-co-()-(3-HB)) )/Tweenso 99,0 1,0 0,0
(9) (P(CL-co-(+)-3-HB)-b-PEG-b-P(CL-co-(+)-(3-HB)) )/sps 96,9 31 0,0
(10) sorbitol-b-(PCL)s 57,1 40,5 2,4
(11) sorbitol-b-(PCL)6/Tween 80 0,0 51 94,9
(12) sorbitol-b-(PCL)s/sps 7.4 92,6 0,0
(13) sorbitol-b-((x)-P(3-HB)s 62,3 35,9 18
(14) sorbitol-b-((+)-P(3-HB)e/Tween 80 0,0 10,8 89,2
(15)  sorbitol-b-(()-P(3-HB)e/sps 106 89,0 04

Fonte: Resultado da pesquisa.
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4.2.1.2 Tamanho das micelas copolimérica sorbitol-b-(PCL)s carregadas com

farmacos

Foram analisados os tamanhos das micelas copoliméricas carregadas com
farmacos. As andlises foram realizadas com micelas copoliméricas sorbitol-b-
(PCL)s/sps, pois, de acordo com a estabilidade, na secdo 4.2.2.1, foi uma das que
apresentaram melhores resultados. Conforme a Tabela 16 as micelas carregadas
demonstraram mais de 50% de particulas com diametro inferior a 200 nm, com
excecao para a que continha propranolol. Entretanto quando foram radioesterilizadas
todas apresentaram mais de 50% de micelas inferiores a 200 nm, principalmente em
destaque para as amostras contendo os anti-inflamatérios e anti-hipertensivos que
tiverem mais de 90%.

No trabalho de Zhang e colaboradores (2012), as micelas copoliméricas (poli
(etileno glicol)-b-poli  (n-butil-metacrilato)) contendo ibuprofeno apresentaram
diametro de 36 nm. No de Parmar e colaboradores (2013) as micelas (poli (6xido de
etileno)-b-poli(6xido de propileno)-b-poli(6xido de etileno) carregadas com nimesulida
os tamanhos detectados foram em torno de 25 nm. Para o paracetamol encapsulado
por micelas (poli (2-acriloilamido-2-methilpropanosulfénico acido)-b-estireno)) Luo e
colaboradores (2016) evidenciaram particulas com diametro médio de 180 nm.
Youme colaboradores (2012) em seu trabalho relataram micelas de PCL-b-
PEG/Poli(acido latico-co-acido glicélico) contendo furosemida, com tamanhos entre
115 a 190 nm. Entretanto Ahmed (2016) trabalhando com nanoparticulas de
polivilpirrolidona carregada por finasterida descreveu que o tamanho foi superior a
200 nm. Néo foi relatado dados para nanoparticulas contendo propranolol.

Essa introdugcdo do farmaco nas micelas influenciou no tamanho, visto que ao
comprar com as micelas ndo carregada (Tabela 15) da mesma matriz polimérica,
observou-se que apenas 7% das particulas tinham diametros abaixo de 200 nm.
Segundo Schaffazick e colaboradores (2003), a presenca do farmaco no meio pode
alterar ou ndo o didmetro médio das particulas, uma vez que esse, assim como 0
tipo de tensoativo empregado, podem interferir ou ndo na deposi¢cdo das cadeias
poliméricas. No trabalho Youm e Youan (2013), os autores relataram que a medida
gque aumentavam a concentracdo do farmaco furosemida, aumenta
consecutivamente o didametro das micelas (PCL-b-PEG/Poli(acido latico-co-acido

glicolico)), o que confirma a influéncia do farmaco.
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Em relacdo as micelas que foram radioesterilizadas (Tabela 16) por radiagéo
gama foi observado que houve um aumento no percentual de particulas inferiores a
200 nm, sobretudo para as micelas com propranolol. Podendo ser justificado para as
que contem propranolol, que essa diferenca de percentual estaria ligada a
modificacdo da estrutura, sendo evidente a formacdo de subprodutos, conforme o
cromatograma (Figura 49). No trabalho de Abuhanoglu e Ozer (2014), os autores
descreveram que as microesferas de PLGA contendo naproxeno e diclofenaco de
sédio (anti-inflamatérios) apresentaram diferenca significativas de tamanhos nas
particulas pré e pos radiacdo, sendo atribuida as propriedades dos farmacos e do
polimero.

Os autores também relataram que no estudo em que polimeros
biodegradaveis e de origem natural encapsulavam levonorgestrel (contraceptivo) a
influéncia da radiacdo gama, dose 25 kGy era importante para otimizar o tamanho
das particulas.

Tabela 16: Tamanho das micelas copolimérica sorbitol-b-(PCL)s/sps carregadas
com farmacos, ndo e radioesterilizadas a 25kGy

(%)
Tamanho de Tamanho de Tamanho de
Farmacos

10-199 (d.nm) 200-500 (d.nm) 501-999 (d.nm)

0 kGy | 25 kGy | 0 kGy 25 kGy] OkGy| 25 kGy
Finasterida 69,2 77,7 30,3 22,2 0,5 0,1
Paracetamol 76,2 67,9 23,6 32,1 0,2 0,0
Nimesulida 68,0 99,8 32,1 0,1 01 0,1
Ibuprofeno 67,9 97,4 32,0 2,5 0,1 0,1
Furosemida 97,7 96,0 1,7 4,0 0,6 0,0
Propranolol 0,0 93,2 68,1 6,7 31,9 0,1

Fonte: Resultado da pesquisa.

4.2.2 Estabilidade

4.2.2.1 Estabilidade das micelas copoliméricas néo carregadas

As micelas copoliméricas apresentaram maior estabilidade quando o

tensoativo SDS estava presente no meio micelar, contudo a presengca do Tween 80
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diminuiu a estabilidade ao comparar com as amostras sem tensoativos (Tabela 17).
Legrand e colaboradores (1999) relatam que os poloxamers (tensoativos nao-
ibnicos), como Tween 80, tendem a reduzir o valor absoluto deste parametro.

De acordo com a Tabela, os copolimeros estrela foram que demonstraram
maior estabilidade, pois os potenciais foram os maiores em modulo. Schaffazick e
colaboradores (2003) citam que em moédulo o valor do potencial zeta relativamente
alto é importante para uma boa estabilidade fisico-quimica da suspensao coloidal,
pois grandes forgas repulsivas tendem a evitar a agregagdo em funcdo das colisbes
ocasionais de nanoparticulas adjacentes. Yang e colaboradores (2013) relatam
também que o caricter altamente carregado das micelas impede sua agregacéo,
prolongar o tempo de circulagcdo sanguinea e aumenta a interacdo entre micelas e
membranas celulares, o que facilitar a rapida penetracdo através da membrana
celular. Danafar (2016) considerou estaveis as micelas copoliméricas (PCL-b-PEG-b-
PCL), cujos potenciais foram em torno de -5 mV.

Os valores negativos atribuidos aos potenciais sdo devido a presenca dos
poliésteres nos copolimeros. Legrand e colaboradores (1999) descrevem que
especialmente os poliésteres, como o PLA, fornecem um potencial negativo a
interfface  micelar. Zhang e colaboradores (2012) que prepararam micelas
copoliméricas (PCL-b-PEG-b-PCL) detectaram potenciais zeta negativo e menor que
15 mV.

Quaglia e colaboradores (2008) trabalhando com micelas copoliméricas
estrelas (PCL-b-PEG) relataram potenciais também negativos e com valores entre
15 e 25 mV. No trabalho de Tamboli e colaboradores (2012), as nanoparticulas
formadas por PLA-b-PCL-b-PEG-b-PCL-b- PLA apresentaram potenciais zeta em
torno de -30 mV. Esses trabalhos confirmam os resultados de potenciais zeta

negativos nas micelas.
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Tabela 17: Potencial zeta das micelas copoliméricas ndo carregadas
preparada sem e com tensoativos
Potencial zeta (— mV)

Micelas copoliméricas

Sem SDS Tween 80
tensoativos
PCL-b-PEG-b-PCL 13,3 + 0,22 16,7 + 0,4f 11,2 + 0,1aciik

(+)-P(3-HB)-b-PEG-b-(+)-P(3-HB) | 242 +0,3® | 223 +0,8% | 53 0,20k

(P(CL-co-(+)-(3-HB)-b-PEG-b-
(P(CL-co-(+)-(3-HB)))

sorbitol-b-(PCL)e 19,0 £ 0,74 26,5 + 0,901 12,7 + 0,8cikim
sorbitol-b-((x)-P(3-HB)s

12,1 £0,42¢ | 20,2 £0,999" | 8,9 +0,4tiklm

23,1+08° | 40,9 +1,6% | 16,7 +0,6%Hukimn

Fonte: Resultado da pesquisa.

Obs.: abcdefghiiklmnSag referentes a significancia.

Estatisticamente foram realizados testes. Na ANOVA os dados, sao
apresentados na Tabela 18, em que os nimeros de tratamento, de repeticbes e de
unidades foram iguais a 15, 3 e 45, respectivamente. O valor do coeficiente de
determinacdo (R?) foi igual a 99,16% e o valor do coeficiente de variacdo (CV) foi de
5,221%

Tabela 18: Resultados da ANOVA para o potencial zeta das micelas
copoliméricas ndo carregadas preparada sem e com tensoativos

Causa da variacao GL SQ QM Fealculado
Tratamento 4 3197,3 228,4 252,6
Residuos 30 27,1 0,9

Total 44 32244

Fonte: Resultado da pesquisa.

Obs.: GL = Graus de Liberdade, SQ = Soma dos Quadrados, QM = Quadrado médio.

O valor Fcaluculado (252,6) foi maior do que o valor do Fcritico para o nivel de
significancia de 5% (2,037). O valor da diferenca minima significante (A) foi de
2,86%. Em seguida, o teste de Tukey foi empregado para avaliar quais pares de
médias diferiram estatisticamente entre si. O teste revelou que houve diferenca
significativa entre os valores da estabilidade das micelas copoliméricas ndo

carregadas, conforme significancia, visto na Tabela 17.
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4.2.2.2 Estabilidade das micelas copoliméricas sorbitol-b-(PCL)s/sbs carregadas

com farmacos

As micelas carregadas com os farmacos apresentaram potencial zeta maior
que as micelas de mesma matriz ndo carregadas, com excecdo das micelas
contendo o ibuprofeno e o propranolol (Tabela 19). De acordo com Alonso e
colaboradores (1991), quando o farmaco era adicionado as nanoparticulas, havia
alteracdo no potencial zeta. Os autores sugeriram, entdo, que acontecia era uma
interacdo eletrostatica entre o farmaco e o polimero.

No trabalho de Selmin e colaboradores (2015), o potencial zeta das
microesferas de PLGA era reduzido em modulo quando carregadas com a
ovoalbumina (proteina). Contudo, no trabalho de Yang e colaboradores (2013),
micelas copoliméricas (poli(e-caprolactona)-b-poli(2-(dietilamino)etil metacrilato)-b-
poli(poli(etileno  glicol)  metil-éter-metacrilato)) carregadas de doxorrubicina
(quimioterapico) tiveram o potencial zeta aumentado. Portanto, a alteracdo no
potencial zeta é devido a presenca do farmaco.

Ao analisar as micelas irradiadas com 25 kGy, observa-se que a radiagéo
gama promoveu alteracdo no potencial zeta, sendo uma irrelevante alteragdo nas
micelas carregadas por paracetamol, nimesulida e ibuprofeno. Contudo a radiagao
aumentou a estabilidade das micelas contendo furosemida, e diminuiu as das
micelas carregadas com finasterida e propranolol. Destacando-se que as micelas
irradiadas carregadas com esses dois Ultimos farmacos apresentaram subprodutos,
conforme os cromatogramas das Figuras 45 e 50, respectivamente.

No trabalho de Mohammed e colaboradores (2006), os autores analisaram o
potencial zeta dos lipossomas pré e poOs radiacdo, com dose de 25 kGy, e
descreveram que as discretas variagcdes dos valores do potencial zeta ndo alteravam

as propriedades dos lipossomas.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1046202306001599
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Tabela 19: Potecial zeta das micelas copolimérica sorbitol-b-(PCL)e/sps
carregadas com farmacos, ndo e radioesterilizadas a 25kGy

) Potencial zeta (-mV)
Farmacos
0 kGy 25 kGy
Finasterida 39,2 £0,42 31,4 +0,49
Paracetamol 35,7 £0,9° 33,9 + 0,2b9h
Nimesulida 26,2 +0,5¢ 22,1 1,14
lbuprofeno 21,5 + 1,49 25,8 + 1,208
Furosemida 27,1 £0,4¢¢ 41,4 + 1,030K
Propranolol 17,7 +1,3f 8,8 + 0,3ik

Fonte: Resultado da pesquisa.

Obs.:ab.c.def.ghiik S50 referentes a significancia.

Na ANOVA dos dados estatisticos (Tabela 20) teve como valores 0os nimeros
de tratamento, de repeticbes e de unidades iguais a 12, 3 e 36, respectivamente. O
valor do coeficiente de determinacéo (R?) foi igual a 98,94% e o valor do coeficiente
de variagcéao (CV) de 4,144%.

Tabela 20: Resultados da ANOVA para potencial zeta das micelas copolimérica
sorbitol-b-(PCL)e/sps carregadas com farmacos, nédo e
radioesterilizadas a 25kGy

Causa da variagéo GL SQ QM Fealculado
Tratamento 11 29155 265,0 2031
Residuos 24 31,3 1,3

Total 35 2946,8

Fonte: Resultado da pesquisa.

Obs.: GL = Graus de Liberdade, SQ = Soma dos Quadrados, QM = Quadrado médio.

O resultado de Fcaluculado (203,08) foi bem maior do que o valor do Feriico para o
nivel de significancia de 5% (2,216) e o valor da diferengca minima significante (A) foi
de 3,36%. Com isso, o teste de Tukey também foi empregado avaliando os pares de
médias que diferiram estatisticamente entre si. Segundo o teste, houve diferenca
estatisticamente significativa entre as médias dos valores do potecial zeta das
micelas copoliméricas carregadas por farmacos. Entretanto, a micela carregada com
paracetamol ndo demonstrou diferenca estatisticamente signicativa no potencial zeta

pré e pos a radioesterilizagédo, de acordo com a significancia (Tabela 19).
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4.2.3 Taxa de eficiéncia do encapsulamento (%EE)

As micelas copoliméricas do sorbitol-b-(PCL)e/SDS apresentaram taxas de
eficiéncia do encapsulamento superior a 85%, ou seja, pequenas quantidades do
farmaco ndo séo inseridas nas micelas. As taxas de eficiéncia foram calculadas
conforme a equacédo 1, na secédo 3.2.4.6. De acordo com a Tabela 21, as micelas
contendo paracetamol, farmaco altamente hidrofilico, foram as que demostram
menor eficiéncia, enquanto as micelas carregadas por nimesulida, que é uma droga
hidrofobica, mostraram a maior taxa.

No trabalho de Youm e Youan (2013), que prepararam micelas (PCL-b-
PEG/Poli (acido latico-co-acido glicdlico)) carregada com furosemida, os autores
relataram que a diminuicdo da quantidade do farmaco aumentava a taxa de
eficiéncia do encapsulamento, assim como o aumento do bloco hidrofébico
polimérico. Descreveram ainda que uma rapida deposicdo do PCL-b-PEG impedia
parcialmente a perda de farmacos pouco soluveis.

Zhang e colaboradores (2012) correlacionaram a alta taxa de eficiéncia das
micelas (poli(etileno glicol)-b-Poli(n-butil-metacrilato-co-(N,N-dietilamino) e til-
metacrilato)) carregada com Ibuprofeno, com as interagdes hidrofobicas ocasionadas
entre o farmaco e o polimero. Isto, conferem com 0s percentuais encontrados para
as drogas hidrofébicas. O propranolol, farmaco hidrofilico também apresentou um
alto percentual, o que sugere que concentracdo da droga tenha auxiliado na
eficiéncia das micelas, visto que, no trabalho de Dandagi e colaboradores (2007), as
microesferas que recebiam maior concentracdo de propranolol apresentavam taxa

de eficiéncia de encapsulamento elevada.

Tabela 21: Taxa de eficiéncia do encapsulamento das micelas copoliméricas
sorbitol-b-(PCL)e/sps carregadas com farmacos.

Farmacos %EE Significancia
Finasterida 96,9 £2,0 a
Paracetamol 89,8 + 10,3 a
Nimesulida 99,5 £0,2 a
Ibuprofeno 978 £1,1 a
Furosemida 98,2 + 0,6 a
Propranolol 96,7 £ 1,6 a

Fonte: Resultado da pesquisa.
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Segundo dados estatistico, na ANOVA os valores apresentados na Tabela 22
foram iguais a 6, 3 e 18, representando 0s nimeros de tratamento, de repeti¢cdes e
de unidades, respectivamente. O valor do coeficiente de determinacdo (R?)
encontrado foi igual a 30,75% e o do coeficiente de variagao (CV) foi de 5,972%.

Tabela 22: Resultados da ANOVA para taxa de eficiéncia do encapsulamento
das micelas copoliméricas sorbitol-b-(PCL)s/sps carregadas com farmacos.

Causa da variagao GL SQ QM Fealculado
Tratamento 5 176,92 35,38 1,7
Residuos 12 398,45 33,2038

Total 17 575,36

Fonte: Resultado da pesquisa.

Obs.: GL = Graus de Liberdade, SQ = Soma dos Quadrados, QM = Quadrado médio.

O valor de Fcaluculado (1,07) foi menor do que o valor do Feriico, para o nivel de
significancia de 5% (3,11), e o valor da diferenca minima significante (A) foi de
15,80%. A partir desses dados, foi empregado o teste de Tukey para avaliar quais
pares de médias diferiram estatisticamente entre si. O teste de Tukey ndo mostrou
diferenca estatisticamente significativa entre os valores da taxa de eficiéncia do
encapsulamento das micelas carregadas com farmacos, visto pelo resultado da

siginificancia (Tabela 21).

4.2.4 Taxa de liberagéo in vitro

No periodo de 30 dias a liberagdo micelar (Figura 47) foi superior a 50% para
micelas carregadas com finasterida, paracetamol, nimesulida, ibuprofeno e
propranolol. No primeiro dia mais de 25% dessas drogas foram liberadas. Para o
farmaco anti-hipertensivo furosemida, a liberacéo inicial foi lenta. Observou-se- que
tanto as micelas com furosemida como as com o propranolol, apés 30 dias
continuaram a ser liberadas com quantidades relevantes.

A liberacdo de farmaco a partir das nanoparticulas € um processo complexo,
dependente dos constituintes, arquiteturas dos copolimeros, erosdo superficial e
difusdo. Além da degradacao e propriedades fisico-quimicas das drogas (TAO et al.,
2013). Tao e colaboradores (2013) observaram que no periodo de 15 dias as

nanoparticulas  (Manitol-b-(poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-b-(poli(etileno  glicol)-D-a-
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tocoferol succinato))s) liberava mais rapido o docetaxel (quimioterapico), do que as
nanoparticulas de poli(acido latico-co-acido glicdlico). Indicando que os copolimeros
em forma de estrela usado para a nanoformulacdo tem uma taxa de liberacdo de
farmaco mais rapida, do que os copolimeros lineares com mesmo peso molecular,
isto, por causa dos tamanhos dos bracos.

Em relagdo aos copolimeros lineares Youm e Youan (2013) atribuiram a
liberacdo da furosemida das nanoparticulas a proporcdo dos blocos poliméricos
(PCL-b-PEG), pois niveis baixos do poliéster aceleravam a liberacdo da droga. O
perfil foi caracterizado por uma pequena aceleracdo, seguida por periodo de
liberacao lenta. O que fez concluir que a primeira etapa de liberacéo estava também
relacionada a carga elevada do farmaco na micela. No trabalho de Santos e
colaboradores (2013), a liberagdo da finasterida ndo foi alterada por outros fatores,
mas foi influenciava pela carga da droga, que nos primeiros 60 minutos a liberagéo
foi lenta.

Para os farmacos que alteram sua forma, como ibuprofeno e a nimesulida,
conforme o meio em que estdo inseridos, a liberacdo também é influenciada. De
acordo com Zhang e colaboradores (2012), a liberagéo elevada do ibuprofeno das
micelas ocorria porque em pH neutros (7,4 a 6,7) o ibuprofeno foi desprotonado
assumiu a forma anibnica carboxilato, o que elevou a solubilidade. Parmar e
colaboradores (2013) também observaram que em pH acima de 6 a nimesulida
estava na forma ibnica, e esta ionizacdo aumenta conforme elevava-se o pH, o que
tornava a nimesulida hidrofilica principalmente na regiado PEO da micela. Portanto, a
forma ionizavel dos farmacos facilita a liberacdo das micelas. O mesmo ocorrendo
com farmacos hidrofilicos, como o paracetamol e propranolol.

Consequentemente ao perfil de liberacdo in vitro dos farmacos, doses diarias
foram estabelecidas. De acordo com a Tabela 23, as doses diarias nos cinco
primeiros dias foram mais elevadas, tendo o decaimento apds o sexto dia.
Entretanto, no perfil da taxa de dose da nimesulida, foi observado uma queda entre o
sexto e o décimo dia, sendo posteriormente aumentada.

As taxas de dose diaria dos farmacos nas micelas, foram inferiores aos das
formas convencionais, sendo determinado para os pacientes dose de 1 a 5 mg/dia
de finasterida, 500 a 2000 mg/dia de paracetamol, 50 a 200 mg/dia de nimesulida,
200 a 800 mg/dia de ibuprofeno, 20 a 40 mg/dia de furosemida e 80 a 320 mg/dia de

propranolol. Contudo, as doses apresentadas na Tabela 23, foram utilizadas a nivel
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de pesquisa, e tem perspectivas futuras para uso in vivo do dispositivo micelar, logo

com doses que serdo ajustadas para que ndo sejam classificadas como subdoses,

vindo a ndo produzir efeitos esperados nos pacientes (RANG, DALE, 2004).

Figura 47: Taxa de liberacéo in vitro das micelas copoliméricas sorbitol-
b-(PCL)s/sbs carregadas com farmacos (finasterida —=— |, paracetamol
--®-- nimesulida 4 ibuprofeno ~¥-, furosemida ~¢-, propranolol --<-).
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Fonte: Resultado da pesquisa.

Tabela 23: Dose diaria estabelecidas das micelas carregadas com farmacos.

Dose diaria (mg/dia)

Farmacos 1-5dias 515 dias 15 - 30 dias
Finasterida 0,46 0,12 0,07
Paracetamol 0,70 0,05 0,04
Nimesulida 0,30 0,005 0,04
Ibuprofeno 0,37 0,22 0,03
Furosemida 0,11 0,03 0,01
Propranolol 0,46 0,05 0,001

Fonte: Resultado da pesquisa.
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4.2.5 Efeito da irradiacdo gama na radioesterilizacdo, detectado por CLAE nas

micelas copoliméricas carregadas com farmacos

A radioesterilizacdo por radiagdo gama com dose de 25 kGy foi aplicada para
reduzir a possivel carga microbiana nas micelas, entretanto a dose utilizada
promoveu a presenca de subprodutos em determinadas micelas carregadas. Nos
cromatogramas das micelas copoliméricas carregadas com paracetamol, ibuprofeno,
nimesulida e furosemida, ndo houve evidencia de subprodutos apés a
radioesterilizacdo (Figuras 48 a 53). Katugin-Razem e colaboradores (2005)
observaram ap0s a radioesterilizacdo do cetoprofeno (anti-inflamatorio), que a dose
de 25 kGy ndo provoca mudanca na estrutura da droga, todavia dose mais elevadas
promovia formacgdo de produtos radioliticos.

Entre a micelas que apresentaram subprodutos, observou-se no
cromatograma das micelas irradiadas contendo a finasterida (Figura 48) quatro picos
com intensidades menores, quando comparada com as micelas ndo irradiadas. Ja
em relacdo ao cromatograma da micela irradiada com o propranolol (Figura 53)
foram identificados outros dois picos diferentes do encontrado no padrdo. Além
disso, o pico referente ao propranolol foi apresentado com a intensidade menor.
Engalytcheff e colaboradores (2004) relataram que a radioesterilizacdo com doses
de 30 kGy em oitos B-bloqueadores, incluindo o propranolol, resultou na presenca de
produtos radioliticos e picos de intensidade reduzidas.

Portanto, os picos ndo determinados ou de diferentes intensidades em
amostras radioesterilizadas, quando comparados com os cromatogramas padrdes,
sdo considerados produtos radioliticos provenientes das quebras das ligacbes
quimicas dos farmacos, via radiacdo gama (RAZEM, KATUSIN-RAZEM, 2008).



Figura 48: Cromatograma por CLAE da finasterida. A) farmaco padrdo, B)
micelas copoliméricas sorbitol-b-(PCL)s/sps+ finasterida nao irradiada, C)
micelas copoliméricas sorbitol-b-(PCL)s/sps+ finasterida irradiada 25 kGy.

A) P

7004
600
8004
4004

04

Intensidade

2004

1994
3 \

<1004

Intensidade

3

S—
.- o -
o o o
3

-
PMIPEETS BT IR IR R R ey

<

Intensidade

"~
o

L=

o

T Y Y T T T T T T T Y T T

|
50 T4 mn

Tempo

Fonte: Resultado da pesquisa.

131



132

Figura 49: Cromatograma por CLAE do paracetamol. A) farmaco padrao, B)

micelas copoliméricas sorbitol-b-(PCL)e/sps+ paracetamol

nao

irradiada, C)

micelas copoliméricas sorbitol-b-(PCL)s/sps+ paracetamol irradiada 25 kGy.
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Figura 50: Cromatograma por CLAE da nimesulida. A) farmaco padrao, B)

farmaco irradiado a 25 kGy, C) micelas copoliméricas sorbitol-b-(PCL )e/sps+

nimesulida ndo irradiada, D) micelas copoliméricas sorbitol-b-(PCL)s/sps+
nimesulida irradiada 25 kGy.
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Figura 51: Cromatograma por CLAE do ibuprofeno. A) farmaco padréao, B)
micelas copoliméricas sorbitol-b-(PCL)s/sps+ ibuprofeno néo irradiada, C)
micelas copoliméricas sorbitol-b-(PCL)e/sps+ ibuprofeno irradiada 25 kGy.
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Figura 52: Cromatograma por CLAE da furosemida. A) farmaco padrao, B)
farmaco irradiado a 25 kGy, C) micelas copoliméricas sorbitol-b-(PCL )e/sps+
furosemida néo irradiada, D) micelas copoliméricas sorbitol-b-(PCL)e/sps+
furosemida irradiada 25 kGy.
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Figura 53: Cromatograma por CLAE do propranolol. A) farmaco padréo, B)
micelas copoliméricas sorbitol-b-(PCL)s/sps+ propranolol néo irradiada, C)
micelas copoliméricas sorbitol-b-(PCL)e/sps+ propranolol irradiada 25 kGy.
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4.2.6 Modelagem computacional

4.2.6.1 Modelagem computacional dos copolimeros

Conforme os dados calculados pelo modelo computacional, a energia
fundamental das conformacfes mais estaveis dos copolimeros, representados na
Figura 54, foi menor para o copolimero estrela sorbitol-b-(PCL)s, com energia de —
202.9080 kJ.moll. O copolimero linear apresentou a energia fundamental igual a —
70,7192 kJ.moll.O comprimento da ligacdo de hidrogénio (distancias em A) foi
menor para o sorbitol-b-(PCL)s, indicando que a interacdo da ligacdo de hidrogénio
desse copolimero, mais forte, corrobora para maior estabilidade (SILVA, 2006).

As seis ligacbes de hidrogénio intramoleculares encontradas no sorbitol-b-
(PCL)s, em comparacao com duas ligacdes de hidrogénio do PCL-b-PEG-b-PCL,
também indicam a estabilidade do copolimero estrela. Estas ligacdes de hidrogénio
para PCL-b-PEG-b-PCL foram formadas entre os atomos de hidrogénio do grupo
hidroxila terminal da cadeia PCL e os atomos de oxigénio da molécula de PEG e do
grupo carbonila da cadeia PCL. Enquanto para o copolimero sorbitol-b-(PCL)s a
estabilizacdo pelas ligagdes de hidrogénio foi formada entre os atomos do hidrogénio
e oxigénio dos grupos hidroxilo terminais e atomos de oxigénio do grupo carbonila da
cadeia PCL.

Figura 54: Conformacdes mais estaveis dos copolimeros. A) copolimero linear
PCL-b-PEG-b-PCL, B) copolimero estrela Sorbitol-b-(PCL)s.

PEG ou sorbitol (regido azul escuro), cadeias de PCL (regido verde).

@b C
- O

Fonte: Resultado da pesquisa.
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4.2.6.2 Modelagem computacional dos complexos farmaco-copolimero

Em relacdo aos complexos farmaco-copolimero, observou-se que a
introducdo dos farmacos aumentou a energia de estado fundamental dos
copolimeros. No entanto, quando as moléculas dos farmacos foram colocadas
dentro das proximidades do copolimero, a energia de ligacdo diminui a medida que o
farmaco e o copolimero interagiam atraveés de ligacdes de hidrogénio para formar o
complexo estavel.

Essa diminuicdo da energia de ligacédo refleti a intensidade das interacdes
droga-copolimero. A intensidade das interacdes globais entre o farmaco e os
copolimeros depende do tipo de atomos dadores e aceitadores, e do nimero de
ligagdes de hidrogénio formadas. No trabalho de Karavas e colaboradores (2014), a
droga fluvastatina (hipocolesterolémico) interagiu com carreadores, atuando como
doadora, enquanto a matriz polimérica foi a receptora de hidrogénio.

Na Tabela 24 s&o descritas as energias de estado fundamental dos

complexos, a energia de ligacao e o nimero de ligacdes de hidrogénio.

Tabela 24: Energias fundamental (Efund.) € a de ligagéo (Eiigacao) em kJ/mol de
diferentes complexos farmaco-polimero e numero de ligagfes de hidrogénio.

Complexos Droga- Ligacdo de | Efund.(complexo) | Eiigagao (kJ/mol)
copolimero? Hidrogénio (kd/mol)
(a+h+c)P
2Pmol-PEG 3+1+2 -354.05 176.43 (*165.31)
2Pmol-Sorb 5+0+4 -439.11 129.29 (*130.29)
4Pmol-Sorb 8+1+2 -722.95 306.23
2Nim-PEG 1+2+1 -52.83 161.08
INim-Sorb 2+0+5 -168.08 54.65
2Nim-Sorb 3+1+4 -170.63 146.68
2lbu-PEG 1+1+2 -16.78 145.17
2lbu-Sorb 2+0+6 -144.11 140.32
2Fur-PEG 442+2 -745.26 192.74
2Fur-Sorb 5+0+(4+2) -823.91 139.19
2Pro-PEG 2+0+2 416.14 123.53
2Pro-Sorb 2+0+5 313.11 94.39

Fonte: Resultado da pesquisa.
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b indica: a = nimero de ligagdes de hidrogénio entre a droga e o copolimero, b = nimero de ligagdes
de hidrogénio entre as moléculas da droga, ¢ = nimero de ligagdes de hidrogénio intramolecular.

* indica a energias de ligacdo calculados por QQ.

a onde:

2Pmol-PEG = [(Paracetamol)2-(PCL-b-PEG-b-P CL)]
2Pmol-Sorb = [(Paracetamol)2-(sorbitol-b-(P CL)6)]
4Pmol-Sorb = [(Paracetamol)4-(sorbitol-(P CL)6)]
2Nim-PEG = [(Nimesulida)2-(PCL-b-PEG-b-PCL)]
INim-Sorb = [(Nimesulida)1-(sorbitol-b-(PCL)6)]
2Nim-Sorb = [(Nimesulida)2-(sorbitol-b-(PCL)6)]
2Ibu-PEG = [(Ibuprofeno)2-(P CL-b-PEG-b-PCL)]
2lbu-Sorb = [(Ibuprofeno)2-(s orbitol-b-(P CL)6)]
2Fur-PEG = [(Furosemida)2-(PCL-b-PEG-b-P CL)]
2Fur-Sorb = [(Furosemida)2-(sorbitol-b-(P CL)6)]
2Pro-PEG = [(Propranolol)2-(P CL-b-PEG-b-PCL)]
2Pro-Sorb = [(Propranolol)2-(sorbitol-b-(PCL)6)]

O complexo paracetamol-copolimero foi analisado em trés complexos de
copolimeros com o paracetamol foram modelados (2Pmol-PEG = 2Pmol-PEG =
[(Paracetamol)2-(PCL-b-PEG-b-PCL)], 2Pmol-Sorb = [(Paracetamol)2-(sorbitol-b-
(PCL)s)] e 4Pmol-Sorb = [(Paracetamol)4-(sorbitol-(PCL)s)]. As estruturas
conformacionais mais estaveis dos trés complexos sao apresentadas nas Figuras 55
e 56.

As energias de ligacdo para os trés sistemas, 2Pmol-PEG, 2Pmol-Sorb e
4Pmol-Sorb, foram calculadas como sendo 176,43, 129,29 e 306,23 kJ.mol?,
respectivamente. O complexo 2Pmol-PEG € estabilizado por 3 ligacbes de
hidrogénio intermoleculares formadas entre farmaco e o copolimero, uma ligacao de
hidrogénio entre as moléculas de farmaco e 2 ligacbes de hidrogénio
intramoleculares. Por outro lado, o complexo 2Pmol-Sorb € estabilizado por 5
ligagbes de hidrogénio formadas entre o farmaco e o polimero e 3 ligagbes
intermoleculares de hidrogénio. E de notar que as ligacdes de hidrogénio formadas
entre o farmaco e o copolimero estabilizam mais os complexos, entdo as ligacées de
hidrogénio entre as moléculas do farmaco e as ligacdes de hidrogénio
intramoleculares que contribuem menos.

O complexo 2Pmol-PEG foi estabilizado por trés ligacdes de hidrogénio fortes
formadas entre os hidrogénios dos grupos hidroxilas e a aminas do paracetamol e o

atomo de oxigénio dos grupos carbonilas (C= O) das cadeias PCL (Figura 55A). De
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acordo com Maniruzzaman e colaboradores (2013), moléculas com grupos aminas
formam ligacdes de hidrogénios bastante forte, sendo minimo a probabilidade de ser
quebrada. Os autores ainda confirmam que a ligacdo entre os farmacos e cadeia

polimérica acontece entre 0os oxigénios do grupo carboxila do poliéster.

Figura 55: Conformacdes mais estaveis do complexo paracetamol. A) 2Pmol-
PEG, B) 2Pmol-sorb.O PEG ou sorbitol (regido azul escuro), cadeias de PCL
(regido verde).

Fonte: Resultado da pesquisa.

Os complexos 2Pmol-Sorb e 4Pmol-Sorb, com duas e quatro moléculas de
paracetamol, sdo altamente estabilizados pelas cinco e oito ligacdes de hidrogénios
formadas, respectivamente, entre os hidrogénios dos grupos OH e NH do
paracetamol e o &tomo de oxigénio do grupo (OH") e carbonila (C = O) das cadeias

PCL (Figuras 55B e 56). Pode-se inferir que maiores quantidades de ligacGes de
hidrogénio entre o farmaco e o polimero estabilizam o complexo.
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Figura 56: Conformacao mais estavel do complexo paracetamol 4Pmol-Sorb. O
PEG ou sorbitol (regido azul escuro), cadeias de PCL (regido verde).

Fonte: Resultado da pesquisa.

Para nimesulida estudou-se um complexo com PEG e dois complexos com o
sorbitol com numero diferente de moléculas nimesulida. Os trés complexos
estudados foram 2Nim-PEG 2Nim-PEG = [(Nimesulida)2-(PCL-b-PEG-b-PCL)],
INim-Sorb = 1Nim-Sorb = [(Nimesulida)i-(sorbitol-b-(PCL)e)] e 2Nim-Sorb =
[(Nimesulida)2-(sorbitol-b-(PCL)e)]. As estruturas de melhores conformidades dos
complexos sdo apresentadas na Figura 57. A partir da Tabela 24 observou-se que a
medida que o numero de moléculas de nimesulida no complexo de Nim-Sorb
aumentava, a energia de ligacao elevasse. Esse aumento no nimero de ligacbes de
hidrogénio formadas entre o farmaco e o polimero provocou um aumento de ~ 67

kJ.mol'! na energia de ligagéo.
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Figura 57: Conformacdes mais estaveis dos complexos nimesulida. A) 2Nim-
PEG, B) 1Nim-Sorb, C) 2Nim-Sorb. PEG ou sorbitol (regido azul escuro),
cadeias de PCL (regido verde).

Fonte: Resultado da pesquisa.

Dois complexos do farmaco ibuprofeno com os copolimeros, 2lbu-PEG =
[(buprofeno)2-(PCL-b-PEG-b-PCL)] e 2lbu-Sorb = [(Ibuprofeno)2-(sorbitol-b-(PCL)s)],
foram estudados, o qual duas moléculas do farmaco foram adicionadas a cada um
dos copolimeros. As estruturas conformacionais mais estaveis sdo apresentadas na
Figura 58. No complexo 2lbu-PEG a estabilizacdo ocorreu por uma ligacdo de
hidrogénio intermolecular entre a molécula de ibuprofeno e o copolimero, outra
ligacdo intermolecular de hidrogénio (COO-H---O=C-OH) entre as duas moléculas
de ibuprofeno, e duas ligacdes intramoleculares de hidrogénio dentro das cadeias
PCL. O complexo 2Ibu-Sorb apresentou duas ligagbes intermoleculares de
hidrogénio entre as moléculas de ibuprofeno e o copolimero e seis ligacbes

intramolecular nas cadeias da PCL.
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Figura 58: Conformacdes mais estaveis dos complexos ibuprofeno. A) 2lbu-
PEG, B) 2lbu-Sorb.PEG ou sorbitol (regido azul escuro), cadeias de PCL
(regido verde).
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Fonte: Resultado da pesquisa.

As moléculas de furosemida foram otimizadas para a melhor estrutura e

depois inseridas nas proximidades do copolimero para formar os dois complexos,
isto é, 2Fur-PEG = 2Fur-PEG = [(Furosemida)2-(PCL-b-PEG-b-PCL)] e 2Fur-Sorb =
2Fur-Sorb = [(Furosemida)2-(sorbitol-b-(PCL)s)] (Figura 59) e otimizados com as

conformacdes mais estaveis. Verificou-se que ambos 0os complexos eram altamente

estaveis e mais estaveis entre todos os sistemas de farmaco-copolimero estudados.

O complexo com sorbitol foi mais estavel, podendo ser atribuido a estabilidade ao

elevado nuimero de ligacbes de hidrogénio formadas com a furosemida e os

copolimeros, sendo quatro e cinco ligagbes de hidrogénio em 2Fur-PEG e 2Fur-

Sorb, respectivamente.
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Figura 59: Conformacdes mais estaveis dos complexos furosemida. A) 2Fur-
PEG, B) 2Fur-Sorb.PEG ou sorbitol (regido azul escuro), cadeias de PCL
(regido verde).

A)

Fonte: Resultado da pesquisa.

O propranolol foi determinado por dois complexos, o 2Pro-PEG =
[(Propranolol)2-(PCL-b-PEG-b-PCL)] e 2Pro-Sorb = [(Propranolol)2-(sorbitol-b-
(PCL)s)] (Figura 60). A estabilidade no complexo contendo o PEG ocorreu pela
ligacdo de hidrogénio entre os grupos NH e OH do farmaco com os oxigénios da
molécula do PEG e das carboxilas da PCL. Com relagdo aos complexos a ligagéo de
hidrogénio aconteceu entre os grupamentos aminas e hidroxila do propranolol e os
oxigénios da PCL.

A energia de estado fundamental de ambos os complexos foram as mais
elevadas em relagdo aos outros complexos farmaco-polimero, o que determina a
menor, visto que as energias fundamentais foram 416,14 e 313,11 kJ.mol-lpara os
complexos 2Pro-PEG e 2Pro-Sorb, respectivamente. Albuquerque (2008) descreve
gue gquanto mais negativo a energia fundamental, mais estavel sera o composto em
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consideracdo. Os valores das energias fundamentais também indicam que o

complexo de propranolol com o sorbitol, foi apresentado como o0 menos instavel.

Figura 60: Conformacdes mais estaveis dos complexos propranolol. A) 2Pro-
PEG, B) 2Pro-Sorb. PEG ou sorbitol (regido azul escuro), cadeias de PCL
(regido verde).
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Fonte: Resultado da pesquisa.
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. CONCLUSAO DAS MICELAS COPOLIMERICAS

Os copolimeros sintetizados tiveram rendimento superior a 50%;

Nao houve presenca de reagentes no final das reagoes;

Nos espectros de FT-IR dos copolimeros os picos em torno de 3500 cm® e 1700
cml, identificando as hidroxilas terminais e a carbonila dos poliésteres,
respectivamente. Confirmaram a copolimerizacao;

Os graus de cristalinidade por meio do DR-X determinaram a semicristalinidade
dos copolimeros tribloco e do sorbitol-b-(PCL)s, enquanto o sorbitol-b-((z)-P(3-
HB))s caracterizou-se como amorfo, 0 que o torna mais adequado para
administracdo em meio biolégico, pois a estrutura amorfa facilita a absor¢ao;

As estruturas dos copolimeros foram mostradas por RMN e as massas molares
foram determinadas pelas areas dos picos, sendo a maior massa para (P(CL-co-
(+)-3-HB)-b-PEG-b-P(CL-co-(+)-(3-HB))) (25412 g.mol 1) e a menor para sorbitol-
b-((£)-P(3-HB))s (1725,79 g.mol1);

As micelas copoliméricas sem e com cargas bioativas presentaram tamanhos
inferiores a 1000 nm e apo6s a irradiacdo gama houve diminuicdo nos tamanhos
dos diametros;

Entre as micelas copoliméricas ndo carregadas, as formadas por copolimeros
estrelar e contendo o tensoativo SDS, apresentaram maior estabilidade em
modulo.

As micelas copoliméricas carregadas, apresentaram menor estabilidade para as
carregadas com o propranolol, o que diminuiu mais a estabilidade apds a
irradiacdo gama.

A taxa de eficiéencia de encapsulamento das micelas foi superior a 85%,
principalmente para as drogas hidrofébicas, conferindo a eficiéncia as interacdes
ocorridas entre os farmacos e a matriz polimérica e a menor concentracdo. Em
relacdo, aos farmacos hidrofilicos a concentracdo de 10% (m/m) do propranolol
auxiliou na alta eficiéncia, enquanto a concentracdo do paracetamol nao
influenciou.

Na liberacdo in vitro as micelas carregadas com os farmacos hidrofilicos
(paracetamol e propranolol) e os farmacos ionizaveis em pH 7,4 (lbuprofeno e

nimesulida), tiveram mais de 50% de liberacdo. A excecédo da finasterida, droga
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hidrofébica, que foi bastante liberada, pode ser justificada pela quantidade da
droga nas micelas.

Posterior a radioesterilizacdo por radiacdo gama, ndo foram observados presenca
de produtos indesejaveis radioliticos nas micelas carregadas com paracetamol,
nimesulida, ibuprofeno e paracetamol.

Finalmente a modelagem computacional correspondeu aos resultados praticos,
em que as micelas copoliméricas formadas por sorbitol-b-(PCL)6 foram as mais
estaveis e 0 aumento da quantidade de moléculas dos farmacos interagindo com
as micelas, aumentavam progressivamente a estabilidade. Isto, confirma a
estabilidade encontrada no potencial zeta para as micelas formas por
copolimeros estrelas e a eficiéncia do encapsulamento em relagdo a quantidade

da droga.



Capitulo lI:

TAPETES FIBRILARES,
COMO SISTEMAS
NANOMETRICOS
IMPLANTAVEIS DE
LIBERACAO CONTROLADA
DE BIOATIVOS
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1. NANOFIBRAS POLIMERICAS

Conhecidas por nanoestruturas unidimensionais, as nanofibras pertencem a
uma classe de materiais que tem sua aplicacdo com alto valor agregado quando
comparada as formas convencionais. Isto se deve a alta razdo entre a area
superficial e 0 peso, a baixa densidade e ao pequeno tamanho dos poros (HSU et
al., 2010; UPPAL et al., 2011; KIM, ROTHSCHILD, 2011). Além disso, a flexibilidade
e a morfologia aprimoram o uso do material em relacdo a outras nanoestruturas, por
exemplo, estas ndo tendem a aglomerasse como ocorre com as nanoparticulas
(ANDRADY, 2008).

Essas fibras sdo produzidas a partir de uma solugdo polimérica e, em sua
maioria, pelo método de eletrofiacdo, podendo também ser obtidas por
automontagem, modelo de sintese, desenho e separacdo de fases (SILVA, 2013).
As técnicas tende a produzir fibras com didmetros da ordem de 10 a 200 nm,
originando nanofibras propriamente ditas, ou maiores que 200nm e inferiores a 1
micrometro, designadas como submicrofibras (SCHINDLER et al.,2005;
RAMASESHAN et al., 2007).

As organizacgdes estruturais das nanofibras sejam organizadas ou aleatorias,
promoverad maior rigidez e alta resisténcia axial (DEITZEL et al.,, 2001; ZHANG,
2005). Por causa dessas caracteristicas, as nanofibras vém sendo aplicadas em
diversas areas e produtos, incluindo o uso em sistemas de liberagdo controlada de
drogas, biossensores, sistemas de filtracdo, curativos, vasos sanguineos artificiais,
engenharia de tecidos, dentre outros (FRIDRIKH et al., 2003; YOUNG, 2006; LEE et
al., 2009; GARG, BOWLIN, 2011).

1.1 Processo de eletrofiacao

A eletrofiacdo, ou fiacdo eletrostatica, € o método mais empregado para
fabricacdo de nanofibras. Essa técnica foi patenteada em 1934, por Anton Formhals,
gque descreveu a montagem experimental para producao de filamentos de polimeros
usando uma forca eletrostatica (FORMHALS, 1934; GARG, BOWLIN, 2011).

A eletrofiacdo € um processo simples, de facil manipulacéo, de producéo de
grande quantidade fibras ultrafinas e de baixo custo (ZHOU et I., 2010; COSTA et al,
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2012), que consiste na deposicdo de fibras poliméricas em uma placa coletora,
empregando uma forca eletrostatica atraves da introducdo de uma solugédo
polimérica em um campo elétrico (TAYLOR, 1964; YOUNG 2006).

O aparato é composto de uma seringa acoplada a uma agulha contendo a
solucdo polimérica, conectada a uma fonte continua de alta tensdo, e uma placa
coletora aterrada, visto na Figura 61 (HU et al., 2014). A fonte de alta tensé&o produz
um excesso de carga positiva sobre a ponta da agulha e um excesso de carga
negativa sobre a placa coletora. A agulha e a placa carregadas criardo um campo
elétrico em direcdo a placa coletora. Isto exercera uma forca eletrostatica sobre
qualquer material que esteja carregado no interior da camara, o que afetard os
movimentos das fibras em direcéo a placa (RAMAKRISHNA et. al., 2005).

Figura 61: Configuracédo basica de um equipamento de eletrofiacéo

O

o Cone de
Fonte de alta tensao Taylor

Fonte: Franco (2009).

A carga em excesso na ponta da agulha induzira cargas na solucao
polimérica que sera eletrofiada movimentando-se em direcdo a placa coletora
(SCHUEREN et al, 2010). O aumento de intensidade do campo elétrico e a
superficie hemisférica do fluido na ponta da agulha, fardo com que haja um
alongamento da solucdo, levando a uma forma conica conhecida como cone de
Taylor; em que o solvente da solugdo evaporara, gerando uma fibra polimérica sobre
o coletor (TAYLOR, 1964; YOUNG, 2006).Para que fibras se formem, alguns
parametros devem ser ajustados, pois 0s mesmos exercem influéncia sobre a
qualidade, a morfologia e o tamanho das fibras obtidas (SILL, RECUM, 2008).
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1.1.1 Parametros que influenciam na eletrofiagao

O processo de eletrofiagdo depende de muitos parametros associados, sendo
classificados em parametros de solugcdo (massa molar, concentracao viscosidade,
tensdo superficial e condutividade elétrica), parametros de processo (tensao
aplicada, fluxo e a distancia entre a ponta da agulha e a placa coletora) e parametros
ambientais (umidade e temperatura) (SILL, 2008; SALLES, 2013; GONCALVES,
2015). Entre os trés parametros, o de solucdo sdo 0s que se destacam no processo
e na morfologia das fibras, podendo também interferir em outras propriedades
(HUANG et al, 2003). O pleno dominio destes parametros € o primeiro requisito para

se conduzir adequadamente este processo.

1.1.1.1 Viscosidade da solucédo

Viscosidade € a medida de resisténcia ou friccdo interna de uma substancia
ao fluir, quando esta estda sob tensdo tangencial (DIARMID et al, 2001). A
viscosidade de solugbes poliméricas, em geral, relaciona-se com a extensdo da
cadeia polimérica e sua capacidade de forma emaranhados.

Cada solugdo polimérica apresenta uma viscosidade minima para comegar a
ser eletrofiada. (RAMAKRISHNA et. al., 2005). Solu¢cdes com viscosidade mais baixa
produziram fibras com pérolas e didmetros menores, enquanto a alta pode formas
fibras mais regulares, embora uma voltagem bastante elevada tende a inviabilizar o
processo (VALIZADEH, FARKHANI 2014).

Segundo Ramakrishna (2005), a viscosidade da solucédo polimérica é um dos
fatores que mais afeta o processo de eletrofiagdo, porquanto tem uma forte
correlacdo com a concentracdo e o peso molar do polimero e a temperatura, sendo
afetada também pelo tipo de solvente. Solu¢des feitas com bons solventes tendem a
ter viscosidades altas, o que promove extensdo das cadeias macromoleculares
rodeadas por moléculas de solvente, reduzindo assim, o contato entre as moléculas
do polimero.

Entretanto, em solventes ruins, a dissolugdo do polimero é endotérmica,
requerendo, portanto, o auxiio de uma fonte de calor externa para dissolucdo. O
conjunto geral entdo, entre a viscosidade, concentragdo, massa molar do polimero,

temperatura e solvente, indica que existem polimeros mais apropriados e valores
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Otimos para o processo de eletrofiacdo, os quais influenciardo marcantemente a
morfologia das fibras (KULKARNI et al., 2010).

1.1.1.2 Condutividade elétrica

A condutividade elétrica é a capacidade de uma solucao conduzir eletricidade.
E induzida através da voltagem aplicada & solu¢do polimérica, o que gera uma
diferenca de potencial entre a solugdo polimérica e a placa coletora (RAMAKRISHNA
et. al., 2005). Uma condutividade elevada da solucdo polimérica levara a formacéo
de fibras com menores diametros, enquanto que uma baixa condutividade resulta em
alongamento insuficiente do jato pela forca elétrica, levando a fibras pouco uniformes
e com pérolas (JIN et al.,, 2007; BHARDWAJ, KUNDU, 2010). Conforme Bhardwaj
(2010), o aumento da condutividade elétrica da solucdo ou a densidade de cargas é
usado para reduzir e uniformizar o diametro das fibras e, ao mesmo tempo, diminuir
o numero de defeitos, embora possam ser formadas pérolas entre as fibras.

Segundo Zillmer (2007), um dos fatores influenciador na condutividade € o pH
da solucdo, que pode alterar a concentracdo de ions e com isso aumentar a
condutividade. Outro, € a adicdo de um sal a solugdo, pois promove uma
molhabilidade aos ions, o que faz com aumente a condutividade elétrica (GUERRINI
et al, 2006). Muitas vezes a adicdo de um sal se faz necessaria, porque 0S
polimeros sao considerados bons isolantes e suas cargas residuais nao dissipam

facilmente, interferindo assim no processo de eletrofiacdo (TSAI et al., 2002).

1.1.1.3 Distéancia entre o coletor e a agulha

A distancia entre a ponta da agulha e a placa coletora é a menor distancia de
trabalho em que o solvente da solugdo polimérica evapora. Esse valor deve ser o
minimo, para que haja total evaporacdo do solvente e maximo para que 0 campo
elétrico seja efetivo na estabilizacdo do cone de Taylor e, consequentemente, na
formacao das fibras (GOMES et al., 2007). A variacdo da distancia altera outros dois
parametros, o campo elétrico e o tempo de estiramento (INGAVLE, 2014).

Valizadeh e Farkhani (2014) observaram que, ao diminuir a distancia de
trabalho, havia um aumento no campo elétrico, o que levava a diminuicdo do

estiramento do jato, resultando em fibras com diametros maiores e com
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probabilidade de pérolas. Ja& com aumento da distancia, havia um aumento do
estiramento e consequentemente diminuicdo do diametro das fibras depositadas na

placa coletora.

1.1.1.4 Fluxo

O fluxo de alimentacdo da solucédo determina o quanto da solugdo polimérica
sera eletrofiado em um determinado tempo (MEGELSKI et al., 2002). As alteracbes
no fluxo, quando o campo elétrico € constante, poderdo originar fibras com
morfologia diferente, principalmente em relagdo a porosidade e a geometria. Isso
ocorre porque, para cada fluxo de alimentacdo existe uma determinada voltagem,
que levard a formacédo do cone de Taylor estavel (RAMAKRISHNA et. al., 2005).

Com o aumento do fluxo ha também aumento do diametro da fibra, apesar de
que existe um limite de diametro para o0 sucessivo aumento do fluxo. Fluxos
elevados podem originar fibras com defeitos, devido a elevada quantidade de
solvente que deve evaporar antes do jato alcancar placa coletora, ou seja a gota
proveniente do jato desprende-se da agulha pela acédo da gravidade e ndo por sofrer
orientacdo elétrica (INGAVLE, 2014). Além disso, a evapora¢ao incompleta conduz a
formacdo de fibras achatadas (Figura 62), em vez de fibras com seccao circular

(MEGELSKI et al, 2002).

Figura 62: Tapete fibrilar eletrofiada com pérolas achatadas
—

o B 4 {,

Fonte: Fong (1999).

Do mesmo modo, fluxos de alimentacdo insuficientes impossibilitam a
realizacdo da eletrofiacdo. Isso, porque o cone de Taylor na extremidade da agulha

ndo se mantém, ou seja, o fluxo se revela insuficiente para substituir a solucdo
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projetada ao coletor, logo deve haver um equilibrio entre fluxo e os outros
parametros (BHARDWAJ, KUNDU, 2010).
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Nanofabricacdo e caracterizacdo das fibras da blenda PCL/PEO sem e com a

presenca de substancias bioativas (farmacos, vitaminas e aminoacidos) inseridas.

2.2 Objetivos Especificos

a) Preparacdo dos tapetes fibrilares da blenda PCL/PEO pela técnica de
eletrofiagdo (electrospinning)

b) Caracterizagao dos tapetes fibrilares da blenda PCL/PEO

c) Verificar a resisténcia radiolitica das vitaminas hidrossoluveis e aminoacidos

pesquisadas quando submetidas a dose de esterilizacdo de 25kGy.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Quadro 3: Materiais utilizados para confec¢éo dos tapetes fibrilares

Polimeros Procedéncia
Poli(etileno glicol)(PEG) (PM 6 kg.mol1) REAGEN
Poli(e-caprolactona)(PCL) (PM 45 kg.mol1) SIGMA — ALDRICH®
Poli(oxido de etileno)(PEO) (PM 600 kg.mol-1) SIGMA — ALDRICH®

Reagentes e Solventes

Diclorometano (CH2CI2) (PM 84,93 g.mol 1) DINAMICA®
Dimetilformamida (DMF) (PM 73,09 g.mol1) VETEC®
Cloroférmio (CHCI3) (PM 119,38 g.mol1) DINAMICA®
Tetraidrofurano (THF) (PM 72,11 g.mol1) EXODO CIENTIFICA

Farmacos
Finasterida (PM 372,55 g.mol1) SIGMA — ALDRICH®
Paracetamol (PM 151,16 g.mol-1) SIGMA — ALDRICH®

Vitaminas Hidrossoluveis
Riboflavina (PM 376,40 g.mol 1) SIGMA — ALDRICH®
Pantotenato de calcio (PM 219,23 g.mol1) SIGMA — ALDRICH®
Acido folico (PM 440,41 g.mol?) SIGMA — ALDRICH®
Aminoacidos
L-Fenilalanina (PM 165,18 g.molt) SIGMA — ALDRICH®
L-Histidina (PM 155,16 g.mol1) SIGMA — ALDRICH®
Materiais em geral

Saco de didlise (membrana de acetato de celulose), SIGMA — ALDRICH®
20kDa cut-off;
Membrana HA em éster de celulose (poro 0,45 um) MILLIPORE
Agulha de metal 22 Gauge MISAWA
Seringa de 10 Ml ARTI GLASS

Fonte: Elaborado pela autora.
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3.2 Métodos

3.2.1 Preparacdo dos tapetes fibrilares da blenda PCL/PEO pela técnica de
eletrofiacdo (electrospinning)

Os tapetes fibrilares da blenda PCL/PEO (90:10) sem e com substancias
bioativas (farmacos, vitaminas hidrossolliveis ou aminoacidos) encapsulados foram
preparadas a partir de solucdes poliméricas. As solugbes continham 10 mL de
cloroformio destilado, 0,45 g de PCL e 0,05 g de PEO, podendo ainda conter de 0,2
a 1% da substancia bioativa a ser inserida. As solu¢des poliméricas foram agitadas
por 24 horas a temperatura ambiente e apds o periodo as solucdes foram utilizadas
para confeccéo das fibras. Os parametros usados para eletrofiacdo foi a distancia de
10 cm, fluxo de 1,59 mL.h1, voltagem de 10 kV, agulha de 22 Gauge, seringa de 10
mL e o aparelho utilizado o foi Electrospinning Starting Kit da LINARI (LUONG, 2006;
KANG, 2012; GONCALVES, 2015).

3.2.2 Irradiacdo gama das vitaminas hidrossolUveis e aminoacidos essenciais

As vitaminas hidrossolaveis (B2, B5 e B9) e aminoacidos essenciais (L-
fenilalanina e L-histidina) foram irradiadas conforme os parametros estabelecidos na
secdo 3.2.3 do capitulo I, porém a taxa da dose foi de 2,488 kGy.h'! (Outubro/2016).

3.2.3 Caracterizacdo dos tapetes fibrilares da blenda PCL/PEO

3.2.3.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As micrografias geradas pelo MEV foram utilizadas para identificacdo da
morfologia, através da exploracdo da superficie das amostras, que interagem com
feixes de elétrons (DEDAVID, GOMES, MACHADO, 2007). As imagens foram dos
tapetes fibrilares sem e com os principios obtidas na Central Analitica do
Departamento de Quimica Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco. O
equipamento utilizado foi da JEOL, modelo JSM 5900. As amostras foram
metalizadas a vacuo no metalizador LEICA, modelo SCD 500 e as micrografias

obtidas foram nos aumentos entre 100 a 7000 vezes.
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3.2.3.2 Difratometria de raios-X (DR-X)

A andlise foi realizada em triplicata nos tapetes fibrilares contendo os
farmacos (finasterida e paracetamol), vitaminais hidrossolaveis (B2, B5 e B9) e os
aminoacidos essenciais (L-fenilalanina e L-histidina). Os parametros utilizados foram

conformes os descritos na sec¢édo 3.2.4.3 do capitulo 1I.

3.2.3.3 Andlise térmica

Os comportamentos térmicos das substancias bioativas in natura e dos
tapetes fibrilares sem e com os substancias bioativas foram analisados por meio da
andlise termogravimétrica (TGA), responsavel por acompanhar a variacdo da massa
das amostras em fungcdo da temperatura, dessa forma determinando a temperatura
gue o material se decompés e a Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC), que
mediu a diferenca de energia fornecida que alterou as amostras fisica ou
guimicamente (IONASHIRO et al., 2004).

Essas andlises em triplicatas foram obtidas utilizando o equipamento
TGA/DSC 2 STAR®-System, da METTLER-TOLEDO realizada no Laboratério de
Polimeros e Nanoestruturas do Departamento de Energia Nuclear da Universidade
Federal de Pernambuco. Também realizadas no Centro de Tecnologias Energéticas
do Nordeste usando o equipamento TGA-50/DSC-60 da SHIMADZU, e na Central
Analitica do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE, utilizando os
equipamentos TGA/DSC, modelo STA 6000 da PERKIN-ELMER. Os parametros
usados foram taxa de aquecimento de 10° C/min, na faixa de temperatura de 40° a

600° e sob atmosfera inerte de nitrogénio com fluxo de 50 mL/mim.

3.2.3.4 Molhabilidade (medidas do angulo de contato)

O teste do angulo contato foi utilizado para determinagdo da hidrofilicidade,
através da influéncia da competicdo entre as forgas coesivas do liquido e a forcas
adesivas entre o solido e o liquido, pois, medidas do angulo inferiores a 90°
determinara superficies hidrofilicas (FARIAS et I, 2011). Para entéo, o teste, a média
de 3 medidas do angulo, foi realizado no Laboratério de Polimeros e Nanoestruturas

do Departamento de Energia Nuclear da Universidade Federal de Pernambuco,
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tendo como liquido de agua deionizada (~10 pL) sob a superficie dos tapetes
fibrilares sem e com as substancias bioativas, em temperatura ambiente (laboratério)
de ~22° C e umidade relativa do ar de 65%. O aparelho utilizado foi o goniémetro
Pocket Goniometer, modelo PG-2, da FIBRO System AB.

3.2.3.5 Degradacéo Hidrolitica

O experimento foi realizado em triplicata nos tapetes fibrilares sem e com as
substancias bioativas, visando estudar o comportamento e a cinética desses
materiais, por ser importante para a finalidade de implantaveis (FERREIRA,
MALMONGE, 2014). Esses foram preparados com dimensdes 1,4 cm x 0,9 cm e
com massas entre 50 a 40 mg, sendo submersos em tubos de ensaio contendo
solucdo tampéo fosfato salino (a solucdo era trocada apdés 15 dias para evitar
acidificacdo do meio, devido ao acumulo de produto da hidrolise). Os tubos de
ensaio posteriormente eram imersos a ~37° C em banho termostatico, utilizando o
aparelno da NOVATECNICA, modelo NT 277. As amostras foram secas a vacuo e
pesadas para avaliacdo da perda de massa em intervalos de 24 horas, durante 30
dias.

3.2.3.6 Taxa de eficiéncia da aderéncia da carga bioativa nas fibras (%EA)

A %EA foi avaliada através da relacdo entre concentragcdo molar da
substancia bioativas inicial (Sl) (farmacos, vitaminas hidrossollveis ou aminoacidos)
utilizadas nas preparacbes dos tapetes fibrilares, e concentracdo molar da

substancia bioativa livre (SL), conforme a equacédo 10.

SI —SL (g/molL)

X 100 = %EE (10)

SI (g/molL)

A determinacdo da quantidade de substancia bioativa livre nos tapetes fibrilares
foi obtida quando os dispositivos foram umedecidos com 2,0 mL de solugcdo tampéo
fosfato salino (PBS) e em seguida filtrado utilizando a membrana de HA em éster de
celulose com porosidade 0,45 pm. Do filtrado foi determinado a concentracéo
(BRUXEL et al., 2012), por meio das equacdes obtidas por UV-visivel. As analises
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do UV-visivel foram realizadas no equipamento Agilent 8453, da AGILENT
TECHNOLOGIES no Centro de Apoio a Pesquisa (CENAPESQ) da Universidade

Federal Rural de Pernambuco.

3.2.3.7 Taxa de liberagéo in vitro

Os tapetes fibrilares contendo a substancia bioativa foram inseridos no saco
de didlise e imerso em 250 mL de solugdo tampéo fosfato salino a 37 °C (+ 0,2 °C).
Em intervalos de 1, 5, 10 e 15 dias aliquota de 1 mL foi retirada e o volume final
reconstituido com a solucdo tamponada (1 mL). As solucbes coletadas tiveram as
concentracdes determinadas utilizando as equacfes obtidas a partir da curva de
calibracdo para cada substancia no UV-visivel. A taxa de liberagéo foi calculada de

acordo com as equacdes 11 e 12.
Concentragio (ug) X 250 mL = massa liberada (pg/mL) (11)
massa liberada (ug) / massa inicial (pg) X 100 = % de liberacao (12)

3.2.3.8 Cromatografia Liquida por Alta Eficiéncia (CLAE)

Esse método foi utilizado para detectar subprodutos nas vitaminas
hidrossoluveis (B2, B5 e B9) e aminoacidos essenciais (L-fenilalanina e L-histidina)
pos radiacdo. Os parametros especificos para cada substancia foram estabelecidos
conforme o quadro 3. As analises foram realizadas no Centro de Tecnhologias
Estratégicas do Nordeste (CETENE), usando o equipamento SUNFIRE — WATERS,
sistema reverso, modo isocratico, coluna Cis (4,6 mm ID x 150mm), fluxo de

1mL/min, volume de inje¢cao de 20 pL e tempo de corrida de 30 minutos.
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Quadro 4: Parametros especificos das vitaminas hidrossoluveis e dos

aminoacidos essenciais para analise no CLAE

Detec¢cdo no

Farmaco Fase movel UV (nm) Referéncia
Vitamina B2 Agua: metanol (70: 30) 425 FABII[\IISSL,AlSQ,M,
viamra s | S SRR RESERES | | WOOHAD
viama o0 | SO R S | w0 | OSSR
L-fenilalanina Agua: metanol (70: 30) 205 ROE?E;S-;'[ al.,

el Ry kil I B

Fonte: Resultado da pesquisa.

3.2.3.9 Teste de Tukey

Para avaliar diferencas estatisticamente significativas entre os valores das

médias dos parametros (grau de cristalinidade por DR-X, angulo de contato e EA%)

foi utilizado o teste Tukey. Para isso, aplicou-se previamente, a analise de variancia
(ANOVA) aos dados.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814699002551
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967398007316
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/000989818690183X
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378434798003739
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4. RESULTADO E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacado dos tapetes fibrilares da blenda PCL/PEO

4.1.1 Micrografias Eletrénica de Varredura (MEV)

As micrografias das fibras da blenda PCL/PEO carregadas com substancias
bioativas sdo apresentadas nas Figuras 63 a 78, sendo possivel através das
imagens de MEV comprovar a formacao dos tapetes fibrilares eletrofiado. As fibras
formadas utilizando distancia de 10 cm e voltagem de 10 kV, foram caracterizadas
por fibras longas, com presenca de pérolas (materiais poliméricos aglomerados entre
as fibras, com formato esférico) e didmetros em escala submétricas (498 a 521 nm)
e micrométricas (1 a 10 um).

No trabalho de Goncgalves (2015), os tapetes fibrilares da blenda PCL/PEO
ndo carregado, preparados com 0s mesmos parametros, ndo demostraram presenca
de pérolas, indicando que as cargas bioativas inseridas alteraram as morfologias das
fibras. Salles (2013) relata que um dos fatores promove modificacdo na morfologia
das fibras sdo alteracbes nos parametros da solugcdo. Kim e colaboradores (2004)
gue eletrofiaram fibras da blenda PLGA/PCL-b-PEG carregada com cefoxitina
(antibiotico) descreveram que quando adiciona um farmaco na solugdo polimérica, a
viscosidade e a tensdo superficial da solucdo mista pode ser ligeiramente alterada,
aumentado neste caso a densidade do jato e resultando em alteracdo na morfologia.

Llorens e colaboradores (2013), que eletrofiaram fibras de PLA carregadas
com antioxidantes, relataram que a incorporacdo de farmacos influenciou claramente
o diametro das fibras de PLA eletrofiadas, quando comparadas com as fibras nédo
carregadas.

Nas micrografias das Figuras 65, 68, 70, 74 e 78 sao observadas particulas
das substancias bioativas nas superficies das fibras, principalmente na Figura 65 em
que a particula da finasterida, a substancia bioativa mais hidrofébica, esta acoplada
a fibra. No trabalho de Karuppuswamy e colaboradores (2015), as fibras de PCL
carregadas com 4 ou 5% (m/m) de tetraciclina (antibiotico) apresentaram cristais da
droga na superficie. Kenawye colaboradores (2002) trabalhando com fibras de poli

(etileno-co-vinilacetato)/poli (acido lactico) também carregada com tetraciclina a 5%
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(m/m) detectaram particulas nas superficies das fibras, que apés a liberagcéo in vitro
ndo foram observadas.

Qi e colaboradores (2008) descreveram que auséncia dos cristais do
paracetamol (2% m/m) nas superficies das fibras PLA-b-PEO-b-PLA, as quais
estavam inseridas é indicio da incorporacdo homogénea do farmaco nas fibras. O
gque afirma que parte das substancias bioativas ndo foram inseridas, sendo
confirmada pela taxa de eficiéncia de aderéncia (secéo 4.1.5).

Os tapetes fibrilares apresentaram poros, caracteristicos das fibras
carregadas. Esses poros nas fibras auxiliam na velocidade de degradacéo, porque
aumentam a superficie de contanto, e desempenham o papel importante para
agregacao celular (MIKOS et al., 1993; SILL, RECUM 2008).

Figura 63: Micrografia do tapete fibrilar blenda PCL/PEO carregado com o
farmaco finasterida (aumento450x)

Accv " Piobe Magi et Dot 7 w7 1
150k 40 %450 107°SE

Fonte: Resultado da pesqusa.
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Figura 64: Micrografia do tapete fibrilar blenda PCL/PEO carregado com o
farmaco finasterida (aumento 2700x)

8

Accy Probe Mag WD Det | { /5um
15.0kY 4.0 % 2700 10 SE

Fonte: Resultado da pesquisa.

Figura 65: Micrografia do tapete fibrilar blenda PCL/PEO carregado com
o farmaco finasterida (aumento7000x)

Probe Mag
40 7000

Fonte: Resultado da pesquisa.
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Figura 66: Micrografia do tapete fibrilar blenda PCL/PEO carregado com o
farmaco paracetamol (aumento500x)
. .

Fonte: Resultado da pesquisa.

Figura 67: Micrografia do tapete fibrilar blenda PCL/PEO carregado com
o farmaco paracetamol (aumento 2400x

AccY Probe
20.0kY 30 x

Fonte: Resultado dia peSquisa.



Figura 68: Micrografia do tapete fibrilar blenda PCL/PEO carregado com
o farmaco paracetamol (aumento

500x)

ot

ooV Probe Mag WD Det e = U
DkY 3.0 x 4500 16 SE

Fonte: Resultado da pesquisa.

Figura 69: Micrografia do tapete fibrilar blenda PCL/PEO carregado com
a vitamina B2 (aumento 300x

Fonte: Resultado da pesquisa.
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Figura 70: Micrografia do tapete fibrilar blenda PCL/PEO carregado com
avitamina B2 (amento 1200x)

WD Det
10 SE

Y

Fonte: Resultado da pesquia.

Figura 71: Micrografia do tapete fibrilar blenda PCL/PEO carregado com a
vitamina B5 (aumento 600x

Ace¥ Probe Mag WD Det I i
150kY, 40 [x 600 18 SE

Fonte: Resultado da pesquisa.
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Figura 72: Micrografia do tapete fibrilar blenda PCL/PEO carregado com
a vitamina B5 (aumento 2700x)

AccY Probe = Mag,
15.0k¥ 40  x 2700

Fonte: Resultado da pesquisa.

Figura 73: Micrografia do tapete fibrilar blenda PCL/PEO carregado com
avitamina B9 (aumento 100x)

f

»ACCV' “Probe V_A_Magr Wi [Det

N0k < | 4j0\ w1007 SE

Fonte: Resultado da pesquisa.



Figura 74: Micrografia do tapete fibrilar blenda PCL/PEO carregado com

a vitamina B9(aumento 1000x)

AccY Probe Mag WD Det I 1 10up
15.0kV 40 % 1000 17 SE £

Fonte: Resultado da pesquisa.

Figura 75: Micrografia do tapete fibrilar blenda PCL/PEO carregado com o
aminodacido L-fenilalanina (aumento 450x

\

AecY Probe Mag WD Det

15.00%,, /4.0 x50 KSE
5 !

Fonte: Resultado da pequisa.
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Figura 76: Micrografia do tapete fibrilar blenda PCL/PEO carregado com

o aminoécido L-fenilalanina (aumento 1200x)

k |
§
£
Probe | [Mag /WD Det (71 10um
315;%200 17 SE

]

|
2 |

Fonte: Resultado da pesquisa.

Figura 77: Micrografia do tapete fibrilar blenda PCL/PEO carregado com
‘ 0 aminodacido L-histidina (aumento 240x)

\,

Fonte: Resultado da pesquisa.
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Figura 78: Micrografia do tapete fibrilar blenda PCL/PEO carregado com o
aminoacido L-histidina (aumento 450x)

AccY Probe.—Mag— WD et ¢ \50um N
15.0ky 40  x450 17 ASE

Fonte: Resultado da pesquisa.

4.1.2 Difratometria de raios-X

Os resultados do DR-X para todos os tapetes fibrilares carregados foram trés
picos sobrepostos ao da fibra da blenda PCL/PEO, conforme a Tabela 25 e as
Figuras 79 a 93. O primeiro pico de intensidade discreta foi encontrado em 206 =
19,35° + 0,15, sendo associado ao PEO, cuja estrutura € helicoidal e o plano
cristalografico [120] (PEREIRA, 2008). Nessas microfibras carregadas o0s
deslocamentos ocorridos nos angulos indicam que as cargas promoveram uma
microtensdo nos cristalitos da estrutura fibrilar, ocasionando aumento das distancias
interplanares (KAHN, 2012). Isto, sugere que as cargas nho interior da matriz
interagiram com os polimeros.

O segundo e o terceiro picos sao caracteristico da PCL, uma estrutura
cristalina atribuida a uma célula unitaria ortorrémbica (LIU et al, 2011). O segundo
pico apresenta plano cristalografico [110] e foi determinado em 26 = 21,5° £ 0, sendo
de intensidade forte, o que estabelece uma cristalinidade alta (KOLBUK, 2013).
Neste angulo de difracdo ndo foram observados deslocamentos fibras carregadas,

em relacdo as ndo carregadas. O terceiro pico, de intensidade média, foi identificado
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em 206 = 23,81° + 0,04, com plano cristalografico [200] e deslocamento nas fibras
contendo as substancias bioativas (SOLANO, 2013; GONCALVES, 2015).

Llorens e colaboradores (2013) observaram nas fibras confeccionadas de PLA
carregadas com antioxidantes que 0s picos presentes referentes as cargas eram
indicativos de uma incorporacdo ndao homogénea, comprovado pelas micrografias
eletronicas. Os autores também revelaram que a diferenca entre as intensidades
elevadas nos difratogramas das substancias bioativas, quando comparadas com as
das fibras carregadas, sugeriam que as cargas tinham sido depositadas na superficie
dos tapetes fibrilares e em uma orientacédo periférica.

No trabalho de Stanzione e colaboradores (2013), o difratograma das fibras de
PCL carregadas com um antitumoral derivado do complexo de titanoceno, néo
apresentaram os picos referentes a carga. Isto revelou, de acordo com os autores,
gue compararam com o difratograma do filme de mesmo componentes, que embora
houvesse a reducdo da fracdo amorfa as particulas do complexo estava no amorfo,
por isso 0s picos ndo eram detectados nas fibras. Portanto, a presenca das cargas
nos tapetes fibrilares eletrofiados, sugere que as substancias bioativas ndo foram
homogeneamente inseridas, sendo depositadas na superficie e que mesmo

aumentando a fragc&o cristalina, encontram-se no estado amorfo.

Tabela 25: Grau de angulo de difracao dos tapetes fibrilares da blenda
PCL/PEO sem e com cargas bioativas

(continua)
Amostras 20
Fibras da blenda PCL/PEO 15,6°, 19,1°, 21,5° 23,7° e 30°
Fibras da blenda PCL/PEO + finasterida |14,6°, 15,7°, 19,7°, 21,6°, 23,9°, 30° e
31,7°
Finasterida 13,8°, 15,7°, 16,9°19,8°, 20,8°, 20,9°

21,9°, 23,3° 25,2°, 26° 27,1°28,7 e 31,4°
Fibras da blenda PCL/PEO + paracetamol |(19,3°, 21,5° e 23,9°

Paracetamol 12,1°, 13,9°, 15,4°, 16,8°, 18,1°, 20,3°,
23,3° 24,5°, 26,5°, 28,3°, 32,5° e 36,9°
Fibras da blenda PCL/PEO + Vitamina B2(19,5°, 21,5° e 23,8°

Vitamina B2 7,3°, 8,7°, 10,8°, 11,7°, 19,6°, 20,8°,
22,1°,24,8°, 25,8°, 27,1° e 30,2°
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(continugéo)

Amostra

20

Fibras da blenda PCL/PEO + Vitamina B5
Vitamina B5

Fibras da blenda PCL/PEO + Vitamina B9

Vitamina B9

Fibras da blenda PCL/PEO + L-
fenilalanina

L-fenilalanina

Fibras da blenda PCL/PEO + L-histidina
L-histidina

19,2°, 21,5° e 23,8°

51° 8,9° 9,7°, 10,7°, 12,7°, 13,9°,
16,4°, 18°, 19,4°, 20,2°, 23,3°, 26,6°,
30,1° e 34,3°

13,3° 15,8° 19,4°, 21,5°, 23,8°, 30° e
31,9°

5,5° 10,9° 11,7°, 13,2°, 16,4°, 17,2°,
19,5° 21,9°, 26,9° e 27,5°

6,5°, 15,7°, 17,2°, 19,4°, 21,5°, 23,8°,
30,2° e 36,1°

5,6° 11,4°,17°, 22,7°, 28,3° e 34,4°
15,8°, 19,2°, 21,5°, 23,8°, 26,7° € 30,1

9,4°, 12,9° 15,3° 18,9°, 24,2°,31,1° e
37,8°

Fonte: Resultado da pesquisa.

Figura 79: Difratograma de raios-X dos tapetes fibrilares da blenda PCL/PEO
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Fonte: Resultado da pesquisa.



Intensidade normalizada

Intensidade normalizada

Figura 80: Difratograma de raios-X dos tapetes fibrilares
dablenda PCL/PEO + finasterida

21,5°

30 40 50 g0

20
Fonte: Resultado da pesquisa.

Figura 81: Difratograma de raios-X da finasterida

13,83

1,0 4

]

0.8 4
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]

20
Fonte: Resultado da pesquisa.
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Intensidade normalizada
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Figura 82: Difratograma de raios-X dos tapetes fibrilares
da blenda PCL/PEO + paracetamol
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Fonte: Resultado da pesquisa.

Figura 83: Difratograma de raios-X do paracetamol
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Fonte: Resultado da pesquisa.



Intensidade normalizada

Intensidade normalizada

Figura 84: Difratograma de raios-X dos tapetes fibrilares
dablenda PCL/PEO + vitamina B2
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Fonte: Resultado da pesquisa.

Figura 85: Difratograma de raios-X da vitamina B2
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Fonte: Resultado da pesquisa.
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Figura 86: Difratograma de raios-X dos tapetes fibrilares
dablenda PCL/PEO + vitamina B5
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Fonte: Resultado da pesquisa.

Figura 87: Difratograma de raios-X da vitamina B5
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Fonte: Resultado da pesquisa.
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Intensidade normalizada

Figura 88: Difratograma de raios-X dos tapetes fibrilares
dablenda PCL/PEO + vitamina B9
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Figura 89: Difratograma de raios-X da vitamina B9
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Fonte: Resultado da pesquisa.
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Intensidade normalizada

Intensidade normalizada

Figura 90: Difratograma de raios-X dos tapetes fibrilares
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Figura 91: Difratograma de raios-X da L-fenilalanina
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Fonte: Resultado da pesquisa.
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Intensidade normalizada

Intensidade normalizada

Figura 92: Difratograma de raios-X dos tapetes fibrilares
da blenda PCL/PEO + L-histidina
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Figura 93: Difratograma de raios-X da L-histidina
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O grau de cristalinidade, determinados por DR-X, foram obtidos pelo método
de Ruland [1961]. De acordo com a Tabela 26, o percentual de cristalinidade para
os tapetes fibrilares da blenda PCL/PEO néo carregados foi em torno de 64,3%,
para as fibras contendo os farmacos o grau de cristalinidade foi em média de
76,35%, os da vitaminais variou entre 69 a 78%, enquanto para fibras contendo
aminoacidos, foi em torno de 75%. As fibras da blenda ao serem carregada
apresentaram um aumento de 12% de cristalinidade. Esse aumento sugere ser
devido a contribuicdo da cristalinidade das cargas. No trabalho de Li e
colaboradores (2006), a introdugcdo de uma carga, uma proteina morfogenética

dssea, as fibras de PEO/fibroina também aumentaram a cristalinidade.

Tabela 26: Grau de cristalinidade dos tapetes fibrilares da blenda PCL/PEO
sem e com cargas bioativas.

Tapetes fibrilares Grau de cristalinidade (%) Significancia
PCL/PEO 64,3 +3,0 a
PCL/PEO + finasterida 75,7t 5,6 a
PCL/PEO + paracetamol 77034 a
PCL/PEO + vitamina B2 723142 a
PCL/PEO + vitamina B5 68,7+24 a
PCL/PEO + vitamina B9 69,3+5,0 a
PCL/PEO + L-fenilalanina 736+7,1 a
PCL/PEO + L-histidina 68,0 £2,0 a

Fonte: Resultado da pesquisa.

Obs.:ab.c.def.ghiik S0 referentes a significancia.

De acordo com os dados estatistico, na ANOVA os valores apresentados na
Tabela 27 foram iguais a 8, 3 e 24, representando 0s nimeros de tratamento, de
repeticbes e de unidades, respectivamente. O valor do coeficiente de determinacéo
(R?) encontrado foi igual a 39,14% e o do coeficiente de variacdo (CV) foi de
8,595%.
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Tabela 27: Resultados da ANOVA para grau de cristalinidade dos tapetes
fibrilares da blenda PCL/PEO sem e com cargas bioativas.

Causa da variagéo GL SQ QM Fealculado
Tratamento 7 384,63 54,95 1,47
Residuos 16 598,00 33,3750

Total 23 982,63

Fonte: Resultado da pesquisa.

Obs.: GL = Graus de Liberdade, SQ = Soma dos Quadrados, QM = Quadrado médio.

Tendo sio determinado o valor de Fcaluculado (1,47) menor do que o valor do
Ferico para o nivel de significancia de 5% (2,66) e o valor da diferenca minima
significante (A) foi de 17,30%. A partir desses dados, foi empregado o teste de
Tukey para avaliar quais pares de médias diferiram estatisticamente entre si. O
teste de Tukey ndo mostrou diferenca estatisticamente significativa entre os valores
do grau de cristalinidade dos tapetes fibrilares, visto pelo resultado da siginificancia
(Tabela 26).

4.1.3 Caracterizacao Térmica

4.1.3.1Analise Termogravimeétrica (TGA)

Na degradacdo térmica dos tapetes fibrilares da blenda PCL/PEO sem e
com as cargas bioativas (Figura 94) foram observados uma Unica etapa no perfil da
degradacdo. No trabalho de Dubey e colaboradores (2015), o inicio da perda de
massa, por evaporacdo do material ou decomposicdo térmica das fibras de
PCL/PEO, foi em torno de 360° C e em uma Unica etapa. Isto, foi devido a
combustdo da matriz organica PCL/PEO.

Conforme dados da Tabela 28, as temperaturas de degradacao variaram
entre 339° a 357° C para a temperatura inicial (Ti), 404° a 412° para a temperatura
de taxa maxima (Tmax) e 434° a 448° C para a temperatura final (Tr). De acordo
com o trabalho e Gongalves (2015), a analise termogravimétrica da blenda
PCL/PEO eletrofiada sem aditivo apresentou temperaturas correspondentes.

Foi observando também no grafico que o tapete fibrilar carregado com o
paracetamol (azul escuro) apresentou as menores temperaturas, enquanto as

fibras carregadas com L-histidina (laranja), as temperaturas foram maiores (Figura
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94). As diferencas de temperaturas entre as fibras sem e com as cargas tiveram
desvios médios inferiores a 10° (Ti= 349 + 4,1, Tmax = 408,8 £ 2,5, T =440,8 + 2,7),
essas variacdes podem ser consideradas dentro do erro instrumental do aparelho.
Entretanto o tapete fibrilar carregado com o paracetamol apresentou perda de
massa primeiro que os demais tapetes, indicando que nesta fibra a estabilidade
térmica foi reduzida.

No trabalho de Yu e colaboradores (2015), a presenca de 1,5% de
doxorrubicina e 2% de nanotubos de carbonos nas fibras de PLGA demonstrou
perfil de TGA semelhante de aos das fibras do PLGA nao carregadas. Contudo, as
fibras carregadas aumentaram em 9% a temperatura inicial de degradacéo. Os
autores descreveram que esse aumento sugeria uma melhor estabilidade térmica
as fibras com aditivos.

Amn e colaboradores (2013) também relataram diferenca na “Ti" entre as
fibras de PCL puras e as contendo camptotecina (antitumoral). As fibras carregadas
foram as primeiras a serem degradadas, sendo entdo, caracterizadas por uma
estabilidade relativamente menor. Deste modo, a introducdo do farmaco

paracetamol pode ter minimamente afetado a temperatura de degradacao da fibra.

Figura 94: Termogravimetria dos tapetes fibrilares da blenda PCL/PEO sem e
com cargas bioativas. Fibra ndo carregada (preto), Fibra + Finasterida
(vermelho), Fibra + Paracetamol (azul escuro), Fibra + vitamina B2 (verde),
Fibra + vitamina B5 (roxo), Fibra + vitamina B9 (marrom), Fibra + L-
fenilalanina (azul claro), Fibra + L-histidina (laranja)
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Fonte: Resultado da pesquisa.
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Tabela 28: Temperaturas de degradacao térmicas para os tapetes fibrilares

da blenda PCL/PEO sem e com cargas bioativas

Tapetes fibrilares Ti (°C) Tmax (°C) Tt (°C)
PCL/PEO 3443 +29 406,3+0,4 439,7+1,0
PCL/PEO + Finasterida 3473+18 405,3+04 437,7+ 1.8
PCL/PEO + Paracetamol 339,0+2,0 404,5+0,9 4343+ 04
PCL/PEO + Vitamina B2 349,0 £5,3 4117+ 31 4420+ 4,0
PCL/PEO + Vitamina B5 354,7+84 409,724 4423 + 3,6
PCL/PEO + Vitamina B9 351,7£4,2 410,0 £4,0 4410+ 3,3
PCL/PEO + L-Fenilalanina 349344 411,0+2,0 4411+11
PCL/PEO + L-Histidina 357,0+£8,0 412,0 +0,7 4483+ 15

Fonte: Resultado da pesquisa.
4.1.3.2 Analise de Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As curvas de DSC analisadas na Figura 95, apresentam conformidades
entre as fibras sem e com cargas. Dois picos endotérmicos sao identificados nas
curvas, sendo o primeiro em torno de 55° C, associado a fusdo dos polimeros da
blenda e o segundo entre 400° e 450° C, referente a decomposicdo térmica da
blenda (KIM et al, 2007; CORRAL, 2013). Xie e Wang (2006) também néao
observaram modificacdo no perfil das curvas de DSC entre as fibras de PLGA pura
e as contendo o farmaco paclitaxel (antitumoral). Doustgani (2016) descreveu que a
auséncia de um pico de fusdo caracteristico de doxorrubicina na curva de DSC das
nanofioras PLA carregadas, representava que a droga tinha sido convertida em
fase amorfa e que a totalidade do farmaco foi ligado ao polimero.

O grau de cristalinidade de cada tapete fibrilar foi calculado conforme a

equacdo 13 e utilizando a entalpia de fusdo 100% cristalino da PCL = 139,5 J.g'1

(SHUAI etal, 2001; BARBANTI et al, 2006):

X% = AHf /AH.W x 100 (13)

Em que X% é o grau de cristalinidade, AHf entalpia de fusdo da fibra
eletrofiada, AH° entalpia de fusdo 100% cristalino e W € a fracdo em massa do

polimero na blenda.
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De acordo com a Tabela 29, o grau de cristalinidade das blendas carregadas
foi menor paras as fibras contendo as vitaminas B5 e B9. Sugerindo que as cargas
alteram a estrutura cristalina dos tapetes fibrilares da blenda, e conseque ntemente,
promoveram uma redugdo no grau de cristalinidade, quando comparada com as
fibras ndo carregadas. No trabalho Cui e colaboradores (2008), a introducdo do
paracetamol as fibras do copolimero poli (LD-lactideo)-b-poli(etileno glicol) levou ao
alinhamento irregular na estrutura polimérica, o que promoveu uma ligeira reducéo
na entalpia.

Amn e colaboradores (2013) também relataram que a tenséo interna no alto
grau de alinhamento e na orientacdo na cadeia dos polimeros no processo de
electrospinning, produzia menor taxa de cristalinidade nas fibras de PCL, quando
carregada com camptotecina. Portanto, a presenca das vitaminas B5 e B9 nas
fibras podem ter modificados o alinhamento cristalino das estruturas dos polimeros,

componentes das fibras.

Figura 95: Calorimetria diferencial de varredura dos tapetes fibrilares da
blenda PCL/PEO sem e com cargas bioativas. Fibra nédo carregada (preto),
Fibra + Finasterida (vermelho), Fibra + Paracetamol (azul escuro), Fibra +
vitamina B2 (verde), Fibra + vitamina B5 (roxo), Fibra + vitamina B9 (marrom),
Fibra + L-fenilalanina (azul claro), Fibra + L-histidina (laranja)
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Fonte: Resultado da pesquisa.



186

Tabela 29: Entalpia de fusé&o (AHr) e grau de cristalinidade (X%) por DSC dos
tapetes fibrilares sem e com carga bioativas

Tapetes fibrilares AHr (3.g7Y DSC (X%)
PCL/PEO -379+1.2 60,3+1,9
PCL/PEO + Finasterida -42,3+0,8 67,3+1,2
PCL/PEO + Paracetamol -38,6+0,5 61,5+0,8
PCL/PEO + Vitamina B2 -429+15 68,3+24
PCL/PEO + Vitamina B5 -356+1,3 56,6 +2,2
PCL/PEO + Vitamina B9 -335+19 534 +3,1
PCL/PEO + L-Fenilalanina -398+1,0 63,7+1,6
PCL/PEO + L-Histidina -46,5+ 2,6 741 +41

Fonte: Resultado da pesquisa.

4.1.4 Caracterizagdo da superficie

4.1.4.1 Molhabilidade (medida de angulo de contato)

O teste de molhabilidade foi realizado nos tapetes fibrilares, por ser um
parametro que influencia na biodegradabilidade e biocompatibilidade do material
(AQEEL, MO, 2016). Conforme a dados da Tabela 30 as cargas influenciaram no
angulo de contato, quando comparado com a blenda sem carga, com angulo médio
de 41,7° e desvio médio de 2,7. Esse resultado, ndo indica diferenca significativa,
embora sugeria que houve interferéncia na hidrofilicidade. No trabalho de Ageel e
Mo (2016), a presenca da vitamina B5 nas fibras de PLGA aumentou ligeiramente a
hidrofilicidade.

Madhaiyan e colaboradores (2013) também analisaram em seu trabalho que
as fibras de PCL tinha a natureza hidrofébica da superficie da fibra gradualmente
reduzida, quando foram introduzidos 5% em peso da vitamina B12 (vitamina
hidrofilica). Os autores ainda observaram que o interior da amostra continuava
lipofiico, assegurando a liberacéo controlada da carga.

Foi observado entre as fibras carregadas que as contendo as substancias
hidrofilicas, demonstraram menores angulos, com excecdo da fibra contendo o
paracetamol, que pode ser explicada pela baixa concentracdo da droga na fibra, a
qual foi de 0,2% (m/m). De acordo com Karuppuswamy e colaboradores (2015), as

fioras de PCL contendo cloridrato de tetraciclina (antibiético) em concentracdo
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progressiva, apresentavam melhor angulo de contato quando foram carregadas
com a maior concentracdo, ou seja 5% (m/m) da droga.

Também foram analisadas as fibras sem e com as cargas que passaram
pela degradacdo hidrolitica durante 30 dias. Observou-se que as fibras
apresentavam um carater hidrofébico, o que sugerem que a parte hidrofilica dos
tapetes fibrilares foram lixiviados. Os valores se aproximam com determinado para
o filme da PCL, o qual a medida do angulo de contato foi 70° + 9 (GONCALVES,
2015).

Tabela 30: Medida de angulo de contato das fibras sem e
com cargas bioativas.

o Angulo de contato (°)

Tapetes fibrilares Antes da degradacao Apbs degradacdo
PCL/PEO 42,6 + 3,08 55,3 + 13,3 abcdefgh
PCL/PEO + finasterida 47,1 + 2,68 86,1 + 2,5
PCL/PEO + paracetamol 46,8 + 1,43b 74,7 + 2,00
PCL/PEO + vitamina B2 39,3 + 2,9abc 75,5 + 1,60k
PCL/PEO + vitamina B5 38,4 + 1,5abcd 64,3 + 1,0b.ciikl
PCL/PEO + vitamina B9 42,2 +0,7abcde 56,5 £ 5,2 abedefhijkim
PCL/PEO + L-fenilalanina 40,1 + 1,98bcdel 75,2 + 4 4bciikimn
PCL/PEO + L-histidina 36,9 + 682000 62,5 + 1,0iklmno

Fonte: Resultado da pesquisa.

Segundo dados estatistico, na ANOVA os valores apresentados na Tabela
31 foram iguais a 16, 3 e 48, representando 0s numeros de tratamento, de
repeticbes e de unidades, respectivamente. O valor do coeficiente de determinacéo
(R?) encontrado foi igual a 90,08% e o do coeficiente de variacdo (CV) foi de
11,404%.

Tabela 31: Resultados da ANOVA para medida de angulo de contato
das fibras sem e com cargas bioativas.

Causa da variacéo GL SQ QM Fealculado
Tratamento 15 11524,4 768,3 19,4
Residuos 32 1269,3 39,7

Total 47 12793,7

Fonte: Resultado da pesquisa.
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Obs.: GL = Graus de Liberdade, SQ = Soma dos Quadrados, QM = Quadrado médio.

Tendo sio determinado o valor de Fcaluculado (19,37) maior do que o valor do
Ferico para o nivel de significancia de 5% (1,992) e o valor da diferenca minima
significante (A) foi de 19,08%. A partir desses dados, foi empregado o teste de
Tukey para avaliar quais pares de médias diferiram estatisticamente entre si.

O teste de Tukey ndo mostrou diferenca estatisticamente significativa entre
as medias dos valores da medida de angulo de contato para os tapetes fibrilares
carregadas com farmacos antes do processo de degracdo, embora, quando
comparadas com os tapetes fibrilares pés degradacdo, foram obeservados
diferencas estatisticamente significativas. Com relagdo aos tapetes fibrilares apés a
degradacéo, estes apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre si,
principalmente a fibra contendo finasterida, de acordo com a significancia da
Tabela 30.

4.1.4.2 Degradacéo hidrolitica

O perfil de degradacao hidrolitica, caracterizado na Figura 96, demonstrou
uma degradacéo acelerada proximo ao décimo dia nas fibras da blenda PCL/PEO
sem e com carga bioativa, indicando a lixiviagdo da parte hidrofilica. Perfil de
degradacédo semelhante ao do trabalho de Goncgalves (2015). Kim e colaboradores
(2007) descreveram que apos 12 dias degradacéo as fibras de PCL/PEO (50:50)
apresentavam o0 peso 55% da massa inicial, revelando que a maior parte do PEO
tinha dissolvido no meio e que a PCL tinha permanecido na fibra.

O tapete fibrilar ndo carregado apresentou o menor percentual de perda de
massa (4,76%), enquanto as fibras carregas demonstraram que houve influéncia na
introducdo da substancia bioativa, sendo destacado a fibra com o paracetamol,
farmaco hidrofilico, que apresentou o percentual de perda de 16,6%. No trabalho
de Cui e colaboradores (2008), foi observado que a inser¢cdo do grupo acetila,
proveniente do paracetamol as fibras de poli(DL-lactideo)-b—poli(etileno glicol)
acelerava a degradacéo. Isso explica também o porqué a vitamina B2, que € uma
substancia hidrofilicas, mas que ndo ap6s o décimo dia a perda de massa

permaneceu prati camente constante.
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Figura 96: Perda de massa por degradacao hidrolitica dos tapetes fibrilares
da blenda PCL/PEO sem e com cargas bioativas. Fibra ndo carregada (1),
Fibra + Finasterida (2), Fibra + Paracetamol (3), Fibra + vitamina B2 (4), Fibra +
vitamina B5 (5), Fibra + vitamina B9 (6), Fibra + L-fenilalanina (7), Fibra + L-
histidina (8)
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Fonte: Resultado da pesquisa.

A alteragdo no pH provocada pela acidificagdo do meio, devido a liberagéo
da massa da matriz polimérica, oligbmero e mondmero contendo a carboxila,
também é fator que interfere na degradacao. Com isso a fibra contendo a vitamina
B5, a segunda que mais degradou-se, pode ter sofrido a acdo do meio, visto que
Ball (2004) e Kelly (2011) relatam que qualquer alteragcdo no pH faz com que ocorra
lixiviacdo da vitamina B5, o que promove a hidrofilicidade da matriz.

Na Tabela 32, a taxa diaria de perda de massa no periodo de dez dias,
tempo em que a quantidade de PEO é insignificante, foi maior, justamente para o
tapete fibrilar contendo a vitamina B5. Isto, confirma a interferéncia da carga na
lixiviagdo da parte hidrofobica. Por outro lado, o tapete fibrilar sem substancias

bioativas foi 0 que apresentou a menor taxa diaria de perda.
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Tabela 32: Taxa diaria de perda de massa dos tapetes fibrilares sem e com
cargas bioativas por degradacdao hidrolitica

Taxa diaria de perda de massa (mg/dia)
Tapetes fibrilares 5 dias 10 dias 15 dias

PCL/PEO 0,10 0,06 0,04
PCL/PEO + Finasterida 0,90 0,08 0,04
PCL/PEO + Paracetamol 0,90 0,10 0,09
PCL/PEO + Vitamina B2 0,40 0,07 0,02
PCL/PEO + Vitamina B5 0,30 0,30 0,08
PCL/PEO + Vitamina B9 0,30 0,07 0,10
PCL/PEO + L-fenilalanina 0,30 0,08 0,08
PCL/PEO + L-histidina 0,20 0,10 0,10

Fonte: Resultado da pesquisa.

4.1.5 Taxa de eficiéncia da aderéncia da carga bioativa nas fibras (YEA)

Os tapetes fibrilares da blenda PCL/PEO na propor¢cao 90:10, apresentaram
- se como eficientes componentes da matriz polimérica eletrofiada, para aderéncia
das substancias bioativas. De acordo com a Tabela 33, as fibras demonstraram
mais de 95% de eficiéncia na aderéncia as cargas, sendo a menor para fibras
contendo o paracetamol. A quantidade de cargas nao inseridas nas fibras indicam
que houve aderéncia irregular na matriz polimérica, embora as cargas nao
encapsuladas tiveram o0s percentuais insignificantes (QI et al, 2008). As
micrografias por MEV apresentadas na secdo 4.1.1, mostram as particulas das
substancias bioativas que ndo foram inseridas nas superficies das fibras.

No trabalho de Madhaiyane colaboradores (2013), a taxa de eficiéncia das
fibras eletrofiadas de PCL carregadas por vitamina B12 foi em média de 93%,
proxima aos valores determinados para os tapetes fibrilares contendo as vitaminas
do complexo B.

Em relacdo as fibras contendo o farmaco hidrofilico, o paracetamol, a taxa
de eficiéncia de aderéncia foi correspondente ao encontrado por Xu e
colaboradores (2009), que foi de 90,6% para as fibras do copolimero PEG-b-PLA
(10:90) carregadas pordoxorrubicina, droga solivel em agua. Enquanto, para as
fibras contendo droga hidrofébica, como a finasterida, o trabalho de Ranganath e

Wang (2008) apresentaram os resultados de 98% de eficiéncia para as fibras de
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PLGA carregadas por paclitaxel, sendo também semelhante ao resultado descrito
na Tabela 33.

Portanto, a eficiéncia da aderéncia das cargas as fibras sédo dependentes da
escolha dos biomateriais poliméricos adequados, visto que a natureza das
substancias ndo modifica a taxa de eficiéncia, sendo observado nos trabalhos que

as fibras de polimeros hidrofébicos seguraram a substancias.

Tabela: 33: Taxade eficiéncia da aderéncia da carga bioativa nas fibras (% EA)

Tapetes fibrilares % EE Siginificancia
PCL/PEO + Finasterida 99,0 £0,3 a
PCL/PEO + Paracetamol 96,0+1,0 b
PCL/PEO + Vit. B2 99,2 +04 a
PCL/PEO + Vit. B5 98,1 +0,1 a
PCL/PEO + Vit. B9 99,2+0,3 a
PCL/PEOQO + L-Fenilalanina 99,6 +0,2 a
PCL/PEO + L-histidina 99,1 +0,2 a

Fonte: Resultado da pesquisa.

De acordo com os testes estatisticos, o teste de Tukey indicou que nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre as médias dos valores da taxa
de eficiéncia da aderéncia da carga bioativa nas fibras, com excecédo do tapete
fibrilar carregado com paracetamol, conforme a significancia (Tabela 33). O tapete
contendo o farmaco foi 0 que apresentou menor eficiéncia.

Na ANOVA dos dados, cujos os resultados sdo apresentados na Tabela 34,
0S numeros de tratamento, de repeticbes e de unidades foram iguais a 7, 3 e 21,
respectivamente. O valor do coeficiente de determinacéo (R?) foi igual a 82,85% e o

valor do coeficiente de variacao (CV) foi de 0,651%.

Tabela 34: Resultados da ANOVA para taxa de eficiéncia da aderéncia da
carga bioativa nas fibras (%EA)

Causa da variacéo GL SQ QM Fealculado
Tratamento 6 27,88 4,65 11,28
Residuos 14 5,77 0,4121

Total 20 33,65

Fonte: Resultado da pesquisa.

Obs.: GL = Graus de Liberdade, SQ = Soma dos Quadrados, QM= Quadrado médio.
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Sendo o valor de Fcaluculado (11,28), maior do que o valor do Feriico para o nivel
de significancia de 5% (2,85) e o valor da diferenga minima significante (A) foi de
1,79%.

4.1.6 Taxa de liberacéo in vitro

Na confeccédo dos tapetes fibrilares carregados com substancias bioativas
para o teste da liberagao in vitro, foram utilizados 1,3 g da blenda PCL/PEO (90:10)
e 26 mg das cargas. Durante o periodo de 30 dias os tapetes fibrilares da blenda
liberaram menos de 50% das cargas, principalmente hidrofiicas, com excecao das
fibras contendo a L-histidina, a qual foi liberada mais de 75% (Figura 97). Segundo
Llorens e colaboradores (2013), que trabalharam com a vitamina B6 e polifendis
nas fibras PLA, a diferenca na liberacdo era devido ao tamanho das patrticulas, ao
formato dos cristais e as interacdes quimicas entre 0 meio; ndo associado a
solubilidade das substancias.

A taxa de liberacdo de todas as cargas foi acentuada nos cinco primeiros
dias, apdés o décimo dia, em que, de acordo com Kim e colaboradores (2007), fica
retido a parte hidrofébica na fibra, a liberacdo das cargas tende a ser estabilizar o
gue sugere que as matrizes poliméricas eletrofiadas € que determinardo a
velocidade da taxa de liberacédo, tendo por isso ampla aplicabilidade em tecnologia
de libertagéo controlada (KENAWY et al., 2002).

No trabalho de Qi e colaboradores (2008), a liberacdo do paracetamol foi
mais significativa nas fibras de PLA-b-PEG, do que as fibras de PLA, sendo a
atribuicdo a eficiéncia ao segmento hidrofilico da matriz. Xu e colaboradores (2009)
relataram que um dos fatores que aumentou a liberagcdo das drogas paclitaxel e
doxorrubicina dos tapetes fibrilares PEG-b-PLA foi a presenca do PEG, pois o
polimero causa bloqueio das moléculas de agua, fazendo com que as moléculas
difundam para o interior das fibras, resultando em mais oportunidades para que as
moléculas de farmaco entrem em contato com 0 meio aquoso.

Assim sendo conforme o estudo, a taxa de liberagdo in vitro das cargas
bioativas foi acentuada progressivamente em torno do quinto dia de teste,
apresentando retardamento na liberacdo apds a lixiviacdo do segmento polimérico

hidrofilico. Além disso, o tamanho e o formato das particulas e as interacdes
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quimicas, entre 0 meio e as moléculas das substancias, influenciam no perfil de

liberagao.

Figura 97: Liberacao in vitro dos tapetes fibrilares da blenda PCL/PEO com
cargas bioativas. Fibra + Finasterida (—m—), Fibra + Paracetamol (--®--),
Fibra + vitamina B2 (---A--), Fibra + vitamina B5 (--¥--), Fibra + vitamina B9
(-—-®--), Fibra + L-fenilalanina (--«---), Fibra + L-histidina (--»--)
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Fonte: Resultado da pesquisa.

A partir do perfil de liberac&o foi calculada a dose diaria de cada substancia
nos intervalos de 5, 10 e 15 dias (Tabela 35). Para os farmacos, as doses da
finasterida e do paracetamol foram inferiores as doses recomendadas para as
formais convencionas, sendo de 1 a 5 mg/dia para finasterida e 500 e 2000 mg/dia
para o paracetamol (ANDRIOLE et al.,, 2005). Entre as vitaminas as doses foram
inferiores para vitamina B2 e B5, que, de acordo com Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (2004), as doses recomendadas sdo de 1,3 e 5
mg/dia, respectivamente. Contudo a vitamina B9 apresentou nos 5 primeiros dias
doses diaria proximo ao recomendado, que é de 0,4 mg/dia (ANVISA, 2004).

Em relacdo aos aminoacidos essenciais, L-fenilalanina e L-histidina, as
doses estiveram bem abaixo do determinado para administracdo diaria, que sédo de
50 a 500 mg/dia de L-fenilalanina e 100 a 150 mg/dia para L-histidina (MARQUEZ
et al., 1997; BATISTUZZO, 2000). Essas subdoses provenientes da quantidade de
2% das cargas nas fibras, foram utilizadas a nivel de pesquisa, conforme dados

encontrados na literatura que foram de 0,5 a 5% de aditivos introduzidos nos
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tapetes fibrilares (KIM et al., 2004; ZENG et al., 2005; RUSSO, LAMBERT, 2011;
KARUPPUSWAMY et al., 2015). Todavia, a perspectivas futuras para uso em teste
in vivo implicara em ajuste das doses, para que sejam observados os efeitos
terapéuticos.

Tabela 35: Dose diaria estabelecidas dos tapetes fibrilares
carregadas com as substancias bioativas

Tapetes fibrilares Dose diaria (mg/dia)
1-5Dias 5- 15 Dias 15— 30 Dias
PCL/PEO + Finasterida 0,75 0,21 0,07
PCL/PEO + Paracetamol 1,2 0,3 0,09
PCL/PEO + Vitamina B2 0,4 0,5 0,03
PCL/PEO + Vitamina B5 1,3 0,3 0,03
PCL/PEO + Vitamina B9 0,6 0,17 0,09
PCL/PEO + L-fenilalanina 0,3 0,13 0,02
PCL/PEO + L-histidina 2,6 0,5 0,1

Fonte: Resultado da pesquisa.

4.1.7 Efeito da irradiagdo gama na radioesterilizagéo, detectado por CLAE nas

substancias bioativas

A radiacdo gama, dose 25 KkGy, foi aplicada como técnica de
radioesterilizacdo para as substancias bioativas que ser&o incorporadas nas fibras.
A dose de radiacdo seguiu os padrbes da Farmacopeia Brasileira (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010). Ao término da radiacdo foram analisadas cada substancia por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para deteccdo dos efeitos
radioliticos.

As amostras vitaminas B2 e B9 e a L-fenilalanina ndo apresentaram
modificagées, quando comparadas com 0s cromatogramas das amostras ndo
irradiadas (Figuras 98, 100 e 101). Essa observacdo também foi descrita no
trabalho de Mansour e colaboradores (2014) em que os autores relataram que a
estrutura quimica da vitamina B2 era estavel e ndo rompia as ligacdes quimicas
sob exposicdo a raios gama até 50 kGy.

Nas amostras vitamina B5 e L-histidina os resultados identificados ndo foram

confiantes (Figuras 99 e 102), visto que a coluna Cis, usada como fase
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estacionaria, ndo é indicada para estruturas sem grupos aromaticos. A finasterida e
o paracetamol foram analisados apds radiagdo gama em micelas, sendo
reproduzidos esses resultados. A finasterida, conforme a Figura 48 demostrou
presenca de subprodutos em seu pico carateristico de retengdo. Enquanto, o
paracetamol representado na Figura 49, ndo alterou a estrutura poés
radioesterilizagdo gama. Portanto, entre as setes substancias bioativas utilizadas
na producdo dos tapetes fibrilares para uso em liberacdo controlada, quatro
(paracetamol, L-fenilalanina e as vitaminas B2 e B9) ndo apresentaram produtos
radioliticos.

Figura 98: Cromatograma por CLAE da vitamina B2. A) Amostra
nao irradiada, B) Amostra irradiada
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Fonte: Resultado da pesquisa.



Figura 99: Cromatograma por CLAE da vitamina B5. A) Amostra

Aisf

nao irradiada, B) Amostra irradiada

0204
0.1 \
0004~ N—— _ — >
O A2 TR By 5/ RS P8 IS AR B 15 N A AT 2 S A BN S5 AT % S B A PG s, S AR R 7t T 5T 75 RS R, o B St
000 200 400 600 800 1000 1200 400 1600 1800 2000 2200 2400
(AR
°°‘”’k\ﬂw
2 o010
0.020- T e
—ce
——
S O ——
000 200 400 600  B00 1000 1200 400 1600 1800 2000 2200 2400

Minutes

Fonte: Resultado da pesquisa.

Figura 100: Cromatograma por CLAE da vitamina B9. A) Amostra

néo irradiada, B) Amostra irradiada
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Figura 101: Cromatograma por CLAE da L-fenilalanina. A) Amostra

nao irradiada, B) Amostra irradiada
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Figura 102: Cromatograma por CLAE da L-histidina. A) Amostra

néo irradiada, B) Amostra irradiada
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5. CONCLUSAO DOS TAPETES FIBRILARES

Nas Micrografias por MEV forma identificados as fibras em escala sub e
macrométricas (0,49 a 9 um). Foram observados também a presenca de
particulas das substancias bioativas, indicando a irregularidade no
encapsulamento;

Nos difratogramas dos tapetes fibrilares carregados, houve pequenos
deslocamentos em relacdo a fibras ndo carregadas. Esses deslocamentos, que
sdo aumento das distancias interplanares, resultaram da microtencdo promovida
pelas cargas aos cristais dos polimeros componentes da blenda;

Os graus de cristalinidade do DR-X das fibras carregadas, calculadas por meio do
meétodo de Ruland (1961), foram superiores ao da fibra ndo carregada, afirmando que
a presenca das substancias interferiu no arranjo cristalino da blenda;

As andlises térmicas por TGA das fibras carregada, ndo apresentaram diferencas
significativas de temperaturas de degradacdo em relacdo as fibras carregadas.
Embora, as fibras contendo o paracetamol teve a temperatura inicial de
degradacdo menor que as outras, ou seja, o paracetamol interfere na degradacéo.
Nos graficos do DSC, a temperatura de fusdo também reduzida nas fibras
contendo a droga, resultado que corresponde com do TGA;

Os graus de cristalinidade determinado por DSC foram inferiores aos encontrados por
DR-X, visto que os resultados sd&o uma estimativa. Por DSC as fibras contendo as
vitaminas B5 e B9 apresentaram cristalinidade menor que as fibras sem a cargas,
indicando que os cristais das substéncias provocaram tensdo interna no grau de
alinhamento e na orientacdo das cadeias dos polimeros, durante 0 processo
eletrofiagdo. Isto, ocasionou a reducdo da cristalinidade;

As fibras formadas pela blenda PCL/PEO (90:10) sem e com as cargas, através
da medida de angulo de contato demonstraram-se mais hidrofilicas que as fibras
analisadas apos os 30 dias de degradacado hidrolitica. Isto, porque a partir do
décimo dia a porcdo hidrofilica da fibra € lixiviada, permanecendo na matriz
apenas a parte hidrofébica. Na degradacao hidrolitica as fibras carregadas com
substancias que tem em sua estrutura molecular o grupo acetila, foram as que
mais se degradaram, pois a liberacdo do proton hidrogénio no meio em que estéo

inseridas promove a autocatalise;
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e Os tapetes fibrilares apresentaram uma elevada taxa de eficiéncia de
encapsulamento em que particulas ndo inseridas podem ser observadas nas
micrografias por MEV. A solubilidade das substancias bioativas ndo influenciaram
na taxa, porém as do material polimérico sim;

e A taxa de liberacdo in vitro foi inferior a 50% para as fibras carregadas, com
excegcdo das fibras contendo L-histidina. A elevada taxa de liberacdo da L-
histidina pode ser atribuida ao tamanho e formato dos cristais e as interacdes
guimicas entre a carga e matriz polimérica, pois a taxa foi independente a
solubilidade das substancias;

e Por fim, a radioesterilizacdo por radiacdo gama nao produziu subprodutos no

paracetamol, L-fenilalanina e nas vitaminas B2 e B9.
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CONSIDERACOES FINAIS

O trabalho apresentou resultados positivos nos quais o0s copolimeros
sintetizados serviram como materiais para confeccdo das micelas copoliméricas. Os
copolimeros com baixo peso molecular, em destaque os copolimeros estrelas, foram
os que formaram micelas com maior estabilidade, embora os tamanhos dos
diametros foram maiores. Entretanto, o tamanho permanece dentro do estabelecido
para as administracdes parenterais. O copolimero estrela sorbitol-b-((x)-P(3-HB)s
teve uma cristalinidade de 10%, caracterizando como estrutura amorfa, o que é ideal
para uma melhor absor¢do no organismo vivo.

As micelas copoliméricas alcancaram estabilidade com o uso do tensoativo
dodecil sulfato de sédio, um agente anibnico. Estas encapsularam mais de 85% dos
farmacos introduzidos, o que € vantagem na biodisponibilidade da droga. A taxa de
liberacdo demonstrou-se crescente nos primeiros dez dias, e, logo em seguida, a
taxa se tornou constante. Isto é um fator positivo, principalmente para futuros
estudos com antibioticos, em que € necessario um efeito inicial da dose nos
primeiros dias.

Os tapetes fibrilares foram confeccionados como um modelo de sistema de
liberacdo controlada, porque além das vantagens apresentadas para 0S
nanodispositivos, as fibras superam as micelas por ndo formarem agregados, nado
precipitarem e ndo formarem flocos. As fibras formadas tiverem diametros menores
que 10 um, o que os tornam Uteis para uso em implantaveis. As cargas bioativas
foram bem inseridas nas fibras e em pH neutro se degradaram rapidamente nos
cinco primeiros dias, depois tanto a degradacdo da matriz como a liberacdo das
cargas tenderam a estabilizar. Esse perfil mostra-se benéfico para utilizacdo como
suplemento nutricional, visto que a caréncia das vitaminas e dos aminoacidos
esséncias, principalmente em prisioneiro de guerra, seriam supridas nos primeiros
dias, e em seguida, a liberacdo seria controlada.

Ambos os dispositivos apresentam resisténcias a radiacdo gama por meio do
processo de radioesterilizacdo na maioria das substancias bioativas inseridas. Com
Isso, conclui que os dispositivos demostraram bastante promissores, principalmente
para futuros resultados in vivo. Tendo ainda perspectivas para desenvolvimento de
dispositivos com mais de uma carga bioativa inserida e tapetes fibrilares com dupla

camada polimérica para tratamentos mais prolongado.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Andlise da Concentracdo Micelar Critica has micelas copoliméricas, usando como
o coeficiente de absorcdo molar do pireno = 1,67 x 10’m2.mol-1.

Realizacdo do teste de citotoxicidade dos dispositivos confeccionados; Realizacao
do teste in vivo;

Confeccdo de micelas e tapetes fibrilares inseridos com mais de uma substancia
bioativa;

Confec¢do dos dispositivos com outros farmacos, principalmente antibiéticos e
guimioterapicos;

Fabricacao de tapetes fibrilares em escala hanométrica.
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NANO OU MICROFIBRAS POLIMERICAS BIODEGRADAVEIS PARA LIBERACAO
CONTROLADA DE FARMACOS

O relatério desenvolvido traz a fabricacdo de nanofibras ou microfibras de polimeros
biodegradaveis pela técnica de eletrofiacdo. Um método simples e de baixo custo,
que permite a incorporacdo de drogas de polaridades diversas, Uteis para novos
dispositivos nanoestrurados de liberagcdo controlada de drogas. Os resultados
obtidos mostram boa integracdo de substancias de naturezas diversas as fibras
eletrofiadas, preservando caracteristicas fisico-quimicas das matrizes aplicadas.
Adicionalmente, a resisténcia radiolitica destas matrizes possibilitou o uso de
radiacdo gama, em doses até duas vezes superior & necessdéria para promover

esterilizacdo de artefatos médicos.
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MICELAS DE COPOLIMEROS EM BLOCO BIODEGRADAVEIS PARA LIBERACAO
CONTROLADA DE FARMACOS

O relatério desenvolvido traz a sintese de copolimeros anfiflicos constituidos por
dominio do poliéster, e uma parte hidrofilica, podendo ser um polimero hidrofilico ou
um acucar-alcool. A sintese desses originou copolimeros tribloco e em estrela, os
quais foram caracterizados por RMN, FT-IR e DR-X. Posteriormente os copolimeros
foram matérias-primas para confec¢cdo de micelas biodegradaveis, que serdo usas
para liberacdo controlada de farmacos. A fabricagdo dessas micelas foi através de
um processo simples, de baixo custo e de tempo de produgédo relativamente
reduzido, sendo considerando também que houve uma diminuicdo na utilizacdo de
uma gama de excipientes, comumente encontradas nas formas convencionais de
liberacdo controlada. As micelas foram caracterizadas pelo tamanho, cujos valores
foram inferiores a 1 um e através da estabilidade, em que micelas formadas por
copolimero estrela demonstraram maior estabilidade. As micelas ainda passaram
pela radioesterilizacdo e nao foram detectadas presenca de subprodutos de
radiolise. Esses resultados mostram-se promissores para aplicacdes destes
materiais na industria farmacéutica, como dispositivos de liberacdo controladas de

farmacos radioesterilizaveis por radiacdo gama °Co.
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TAPETES POLIMERICOS MICROFIBRILARES BIODEGRADAVEIS
RADIOESTERILIZAVEIS COMO SISTEMA DE LIBERACAO CONTROLADA DE
AMINOACIDOS E VITAMINAS PARA SUPLEMENTACAO NUTRICIONAL

O dispositivo microfibrilar radiesterilizavel reivindicado no relatério, tem por finalidade
a liberacéo controlada de vitaminais do complexo B e aminoacidos essenciais, sendo
trabalhado com as vitaminas B2, B5 e B9 e os amino&cidos L-fenilalanina e L-
histidina. As fibras tém como publico alvo prisioneiros de guerras, pacientes com
graves distlirbios metabdlicos e paises com baixo indice nutricional. Em foco no
desenvolvimento desse dispositivo foram realizados determinados métodos, tais
como as imagens por microscopia eletrénica de varredura, indicando a presenca de
fiboras em escala micrométricas; a difratometria de raio-X, que confirmou as
interagOes cristalinas e indicou o grau de cristalinidade. Sendo realizados também o
DSC por meio da variacdo de entalpia de fusédo, fornecendo dados de apoio a
determinacdo do grau de cristalinidade de cada fibra, e analises térmicas TGA, em
que as substancias bioativas adicionadas ndo alteraram a temperatura de
degradacdo da matriz polimérica. Os resultados dos testes in vitro realizados,
mostraram lixiviagdo na matriz polimérica na degradacéo hidrolitica, principalmente
as que continha a vitamina B5; na taxa de liberacdo das cargas bioativas das fibras,
essas retiveram em sua maioria as cargas, como também demonstraram um
percentual superior a 95% de eficiéncia de incorporacdo. Finalmente, os tapetes
microfibrilares radioesterilizados com doses de 25 kGy ndo apresentaram

subprodutos pés radiagcdo gama.



