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Resumo da tese apresentada a Escola de Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro como parte dos
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SINTESE, CARACTERIZACAO DE COPOLIMEROS ANFIFILICOS E DE
MICROENCAPSULADOS BIODEGRADAVEIS DE L,L-LACTIDEO E GLICOL
ETILENICO

ALINE DAMICO DE AZEVEDO

Orientadoras: Prof? Dra. Cheila Gongalves Mothé
Prof? Dra. Shu Hui Wang

Copolimeros anfifilicos, a base de segmentos hidrofobicos de poli(l,I-lactideo) (PLLA)
e de segmentos hidrofilicos de poli(glicol etilénico) (PEG), foram sintetizados por
polimerizacdo em massa usando o catalisador 2-etil hexanoato de estanho. Estes copolimeros
foram utilizados como matriz para a preparagdo de microesferas de tetraciclina encapsuladas
pelo método de dupla emulsdo com evaporacdo do solvente. A morfologia dos materiais foi
caracterizada por Microscopia Eletrdnica de Varredura (SEM) e Microscopia Optica (OM).
Suas composicdes e propriedades térmicas foram avaliadas por Infravermelho com
Transformada de Fourier método de Refletancia Total Atenuada (FTIR-ATR), Ressonancia
Magnética Nuclear (NMR) e Analise Térmica (TG / DTG, DTA e DSC). SEM e OM mostrou
0 predominio da forma esférica, no entanto, foi possivel distinguir trés padrbes: superficie
rugosa ou lisa ou com colapsos (rupturas). A presenca das absor¢des caracteristicas de cada
homopolimero nos espectros de NMR e FTIR indicou a presenca dos segmentos PEG e
PLLA, sugere a ligagdo covalente entre eles e apresentaram estabilidade térmica e a
integridade estrutural do copolimero PLLA-PEG-PLLA nas microesferas com a tetraciclina
encapsulada. Por Analise Térmica foi possivel ver a influéncia da tetraciclina nas
temperaturas de transi¢do vitrea (Tg), de cristalizagéo (T.) e de fuséo (Tm) dos copolimeros de
PLLA-PEG-PLLA (DSC), enquanto os resultados por TG indicaram que as microesferas

mantiveram o perfil de decomposi¢do térmica similar aos seus copolimeros de origem.



Abstract of thesis presented to Escola de Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro as partial

fulfillment of the requirements for the degree of Doctor in Science.

SYNTHESIS, CHARACTERIZATION OF AMPHIPHILIC COPOLYMERS AND
BIODEGRADABLE MICROENCAPSULATED OF L,L-LACTIDE AND ETHYLENE
GLYCOL

ALINE DAMICO DE AZEVEDO

ADVISERS: Profé. Dr2 Cheila Gongalves Mothé
Prof? Dr2, Shu Hui Wang

Amphiphilic copolymers, based on hydrophobic poly(l,I-lactide) (PLLA) blocks and
hydrophilic poly(ethylene glycol) (PEG) blocks, were synthesized by mass polymerization
using stannous 2-ethylhexanoate. These copolymers were used as the matrix material for the
preparation of tetracycline-loaded microspheres by double-emulsion-solvent evaporation
technique. The morphology of these materials was characterized by using Scanning electron
microscopy (SEM) and Optical microscopy (OM). Their compositions and thermal properties
were evaluated by Fourier Transform Infrared-Attenuated Total Reflectance (FTIR-ATR),
Nuclear Magnetic Resonance (NMR) and Thermal Analysis (TG/DTG, DTA and DSC). SEM
and OM showed the predominance of the spherical shape, however it was possible to
distinguish three patterns: rough or smooth surface or unbalanced collapsed volume. The
presence of the characteristic absorptions of each homopolymer in NMR and FTIR spectra
indicates the presence of the PEG and PLLA blocks, suggests the covalent bond between
them and showed thermal stability and structural integrity of the PLLA-PEG-PLLA
copolymer’ microspheres enclosing tetracycline. By Thermal analysis it was possible to see
the marginal influence of tetracycline in the glass transition (Tg), crystallization (T¢) and
melting (Tg) temperatures of the PLLA-PEG-PLLA copolymers (DSC), while the results of
TG showed that the microspheres maintained the thermal decomposition profile similar to

their origin’s copolymers.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO



Copolimeros com natureza anfifilica tém despertado o interesse por apresentarem a
propriedade de auto-organizacdo (formagcdo de micelas coloidais) em meio aquoso
(GRIFFITH, 2000; HOFFMAN, 2002) alterando as propriedades de dissocia¢do e eroséo, e,
por sua vez, melhorando a biodistribuicdo e biocompatibilidade dos polimeros citados
anteriormente no controle de liberagdo da droga como nanoparticulas (YANG &
ALEXANDRIDIS, 2000; KAWASHIMA, 2001).

A tecnologia de liberacdo controlada de farmacos envolve campos multidisciplinares
da ciéncia (quimica, fisica, biologia, ciéncias de matérias, polimeros entre outros) e apresenta
grandes desafios. Avancos nesta tecnologia podem contribuir de forma a assegurar uma
concentracdo adequada do farmaco no plasma sanguineo (PILLAI & PANCHAGNULA,
2001; FREIBERG & ZHU, 2004; KIM et al., 2009) e o micro e 0 nanoencapsulamento tem
sido um método alternativo para otimizar tal efeito terapéutico (GRIFFITH, 2000).

Nanodispositivos preparados a partir de poli(hidroxi &cidos) tendo como grupo radical
diferentes estruturas, cuja importancia é devido a biodegradabilidade apresentada, podem ser
exemplificados por poli(acido lactico) (PLA), poli(acido glicolico) (PGA),
poli(trimetilenocarbonato) (PTMC), poli(e-caprolactona) (PCL) e entre outros. A facilidade
de copolimerizacdo por reacdo de abertura do anel dos monémeros constituintes amplia e
flexibiliza as propriedades destes sistemas biodegradaveis (ALLENDER et al., 2000;
BREINTENBACH, LI & KISSEL, 2000; BAJPAI et al., 2008).

Copolimeros biodegradaveis na forma de diblocos (formato AB) ou triblocos
(formatos ABA ou BAB) de segmentos originarios do PLA, tais como poli(l,I-lactideo)
(PLLA), poli(d,I-lactideo) (PDLA), copolimero poli(acido latico-co-acido glicolico) PLGA
(segmento A) e de poli(glicol etilénico) (PEG) (segmento B) tém sido enfatizados os estudos
de sintese e caracterizacdo na ultima década por apresentarem biodegradabilidade e potencial
para aplicagdo como nanossistemas portadores de farmaco (JEONG, BAE & KIM, 2000;
KUMAR, RAVIKUMAR & DOMB, 2001; HASIRCI et al., 2001; JEONG, KIM & BAE,
2002). Entretanto, somente nos ultimos anos que os copolimeros de formato de triblocos estdo
sendo estudados com maior énfase.

Huang, Chung & Tzeng (1997) concluiram que o copolimero dibloco PLA-PEG
possui maior hidrofilicidade e menor temperatura de transicdo vitrea em relagdo ao
homopolimero PLA. As microesferas obtidas desse dibloco, com encapsulamento de droga
hidrofilica — lidocaina — pelo método de emulséo 6leo/agua, eram mais porosas e possuiam

uma permeabilidade mais adequada a liberagdo do farmaco citado.



Em outro trabalho, Huang, Chung & Tzeng (1999) identificaram que a introducéo de
poli(glicol etilénico) nos homopolimeros de &cido lactico diminuiu a acidez dos produtos
degradados, aumentou a taxa de degradacdo do sistema e a taxa de liberacdo de drogas pelo
sistema copolimérico.

Nakada e colaboradores (1998) confirmaram em pesquisas in vivo que nanoparticulas
de tribloco PLA-PEG-PLA possuiam a habilidade de evadir-se da captura pelo sistema
reticulo endotelial prolongando, assim, a permanéncia no sistema circulatorio. Esse tempo de
permanéncia era em funcdo dos seguintes fatores: concentracdo, tamanho e distribuicdo de
massa molar do segmento PEG no copolimero.

Matsumoto e colaboradores (1999) pesquisaram a liberacdo in vitro de progesterona a
partir de microesferas de PLA e PLA-PEG-PLA. A velocidade de liberacdo da droga era
afetada por fatores relacionados a composi¢do do copolimero, principalmente a porosidade. A
velocidade de liberagdo aumentava com o acréscimo do conteddo do segmento de PEG no
copolimero. A adicdo de surfatante também alterou a porosidade das microesferas. Este
resultado foi atribuido em parte a uma maior molhabilidade das mesmas, propiciada pelo PEG
e surfatante. A distribuicdo da massa molar do copolimero também foi considerada um
importante pardmetro no controle da velocidade de liberagdo do farmaco.

Tobio e colaboradores (2000) estudaram a comparacgao entre os sistemas de liberagao
de droga (Drug Delivery Systems - DDS) convencionais e os DDS a partir do copolimero
PLA-PEG e concluiram que o recobrimento das nanoparticulas com PEG tem um papel
fundamental na estabilidade dos DDS no fluido intestinal e no acesso destas a corrente
sanguinea e a circulacdo linfatica; as nanoesferas PEG-PLA apresentaram maior tendéncia em
transportar o principio ativo na corrente sanguinea que no sistema linfatico. A camada de PEG
facilitou a adsorcdo e transporte de farmacos através das mucosas até a circulagdo que
flexibilizard a administracdo do DDS por rotas alternativas como a topica, a nasal, a vaginal e
inclusive a oral.

Govender e colaboradores (2000) publicaram a incorporacdo da droga hidrofilica,
procaina, em diblocos de PLA-PEG com segmento fixo de PEG (5 kDa) e variando 0s
segmentos de PLA (3-110 kDa). Concluiram que os diametros dos nanoparticulados (forma
esférica) aumentaram proporcionalmente ao peso molecular de PLA nos mesmos, porém a
eficiéncia de liberacdo da droga ndo dependia dessa variagdo no segmento PLA.

Molina e colaboradores (2001) prepararam hidrogéis portadoras de albumina de soro
bovino (ASB) e de fibrinogénio a partir de tais copolimeros utilizando o método de separacdo

de fase. A divisdo das moléculas de ASB a partir da matriz apresentou comportamento



parabodlico, tipico de sistemas monoliticos de entrega de droga enquanto que a difusdo do
fibrinogénio apresentou um comportamento linear sugerindo que a matriz funciona com um
reservatorio para a droga.

Lui e colaboradores (2001) avaliaram a aplicabilidade do copolimero PLA-PEG-PLA
como sistema parenteral portador da droga anticancer adrimicina. Micelas com estreita
distribuicdo de tamanho foram preparadas pelo método de difusdo do solvente. A eficiéncia
de incorporacdo do farmaco aumentou com o acréscimo do tamanho do segmento de PLA no
copolimero e tais caracteristicas tornaram as micelas PLA-PEG-PLA promissoras como
portadoras de drogas.

Liggins & Burt (2002) desenvolveram diblocos de metoxipoli(glicol etilénico)
(MePEG) e poli (d,I-lactideo) (PDLA) por polimerizacdo em massa via abertura de anel do
meso lactideo na presenca do catalisador octanoato de estanho. Observaram que o sistema
poliéter-poliéster desenvolvido como micela carregadora de droga hidrofébica como o
paclitaxel foi satisfatdria, pois o comportamento térmico do copolimero possuiu propriedades
numerosas em relacdo aos seus homopolimeros, além do perfil de miscibilidade do paclitaxel
no copolimero foi mais eficiente que nos homopolimeros.

Kissel, Li & Unger (2002) prepararam microesferas a partir de poli(d,l-4cido lactico)
(PDLLA) PDLLA-PEG-PDLLA e PLA portando os farmacos, lidocaina e hidrocloreto de
propanolol, e pesquisadas as taxas de liberacdo in vitro. A velocidade de liberacdo de ambos
os farmacos foi geralmente maior nas microesferas do copolimero devido a maior porosidade
das mesmas. Também observaram que a velocidade de liberacdo da droga hidrofilica
(propanolol) foi geralmente maior que a droga hidrofébica (lidocaina).

Lin, Juang & Lin (2003) pesquisaram a liberagdo de droga anticancer indomethacin
em micelas obtidas a partir de diversos copolimeros triblocos poli(lactona)-PEG-poli(lactona),
sendo os blocos de lactonas formados por PLA, poli(valerolactona) (PVL) ou PCL. A taxa de
liberacdo da droga nas micelas tornou-se independente da composi¢do dos copolimeros nos
primeiros cinco dias, entretanto, apos este periodo uma dependéncia como tamanho do bloco
de poli(lactona), ou seja, as micelas com maiores blocos de poli(lactona) apresentaram uma
menor taxa de liberacdo do farmaco. O efeito da natureza hidrofdbica da lactona foi também
pesquisado, uma reduzida taxa de liberagdo foi observada em micelas PVL-PEG-PVL e PCL-
PEG-PCL, quando a composi¢do molar foi maior que 40/1/40, a partir desta composicdo, a
liberacdo de droga foi inferior a 40% em um intervalo de 14 dias. A liberagdo do farmaco em
micelas PLA-PEG-PLA foi mais répida que as anteriores, este comportamento foi atribuido a

fraca interacdo entre o copolimero PLA e a droga encapsulada no sistema polimérico.



Ruan & Feng (2003) pesquisaram a taxa de liberacdo do paclitaxel (uma das mais
poderosas drogas anticancer) em microesferas de tribloco de PLA-PEG-PLA e em
microesferas do copolimero PLGA. Em estudo prévio, a liberacdo do farmaco em
microesferas de PLGA mostrou-se extremamente vagarosa com uma liberagdo de apenas 50%
em 3 meses, quando para um tratamento efetivo de cancer, normalmente é necessario uma
liberacdo continua de droga em um periodo entre 1 semana a 1 més. Esperava-se que a juncdo
dos blocos PEG hidrofilicos a cadeia do PLA hidrofébico facilitasse a liberagdo da droga a
partir das microesferas. De fato, a liberacdo do farmaco a partir dos microencapsulados de
PLA-PEG-PLA mostrou-se muito mais rapida que as mesmas de PLGA, 50% versus 18% em
1 més. Este resultado foi parcialmente atribuido a morfologia porosa dos mesmos, pois foram
preparados adicionando-se acetona ao solvente organico, apresentando, assim, uma
morfologia bastante porosa e, consequentemente, uma taxa de liberacdo do farmaco maior.

Hiemstra e colaboradores (2006) observaram reologicamente que triblocos de PLLA-
PEG-PLLA e PDLA-PEG-PDLA formaram hidrogéis em concentracfes mais baixas que 0s
respectivos diblocos, forneceram uma gelificagdo mais rdpida e maior modulo de
armazenamento devido ao aumento da densidade de ligacdes reticuladas, promovendo assim
um uso melhor dos triblocos como hidrogéis injetaveis para liberacdo de proteinas
terapéuticas in vivo, pois 0s mesmos sdo biodegradaveis.

Em trabalho posterior, Hiemstra e colaboradores (2007) estudaram a introducdo de
diferentes proteinas, como lisozina, IgG e rhlL-2 nos hidrogeéis estereocomplexos sintetizados
de PDLA-PEG e/ou PLLA-PEG. Concluiram na liberacdo in vitro, que a lisozina possuiu
cinética de primeira ordem com 90% de liberacdo em 10 dias, a IgG seguiu a cinética de
ordem zero com 50% de liberacdo em 16 dias e a proteina terapéutica rhlL-2 seguiu uma
cinética de ordem zero com liberacdo de 75% em apenas 7 dias. Estudos de liberag&o in vivo
perceberam que os sistemas contendo os hidrogéis estereocomplexos de PEG-PLA e a
proteina rhlL-2 promoveram uma taxa de liberagdo menor entre 1 a 2 semanas, em relacao
aos sistemas contendo somente a proteina rhlL-2.

Copolimeros anfifilicos nos formatos de ABA e BAB de PLA (A) e PEG (B) também
foram estudados por He e colaboradores (2007) e foram capazes de formar nanomicelas (40-
200 nm) em meio aquoso e de serem utilizados como liberadores de farmacos hidrofobicos
como paclitaxel, com eficiéncia de incorporagdo de 30 a 40%. Concluiram que a liberagéo
controlada-difusdo é menor nos copolimeros de formato BAB e tal liberacdo é influenciada
pelo tamanho dos segmentos de PLLA, enquanto que o segmento PEG possuiu maior

influencia nas caracteristicas fisico-quimicas das nanomicelas.



Lee e colaboradores (2008) observaram as propriedades de separagdo de fases na
superficie dos triblocos e diblocos constituidos por PLLA. Concluiram que os triblocos sdo
mais capazes de aumentar a estabilidade tridimensional e a atividade biologica de farmacos
macromoleculares hidrofilicos tais como proteinas e enzimas.

Fernanéz-Carbadilho e colaboradores (2008) observaram que a incorporac¢do do PEG
em matrizes de PLA e de PLGA reduziu a temperatura de transi¢éo vitrea (Tg) do sistema
final polimérico, originando microesferas de superficie mais porosa que os homopolimeros.
Tais sistemas poderiam ser utilizados como liberadores de droga destinados a administracédo
parenteral.

Xu e colaboradores (2009) estudaram a possibilidade de encapsulamento de farmacos
como o paclitaxel (droga hidrofdébica) e doxorrubicina (droga hidrofilica) em nanofibras de
PEG-PLA. As propriedades de solubilidade delas nas nanofibras foram responsaveis por seus
comportamentos de liberacdo. A taxa de liberagdo da doxorrubicina foi mais rapida do que a
do paclitaxel. Embora o comportamento da liberagcdo da doxorrubicina ndo fosse afetado pelo
paclitaxel, a taxa de liberacdo do paclitaxel foi acelerada pela presenca da doxorrubicina. Os
resultados anticancerosos prometedores sugeriram que um Gnico portador para a entrega da
multidroga possa ser Util no desenvolvimento do dispositivo copolimérico para a terapia.

Os trabalhos anteriormente citados evidenciam a utilizacdo de monémeros originarios
do &cido lactico e glicol etilénico para sintese de copolimeros no formato di e triblocos com
alto potencial de estudo cientifico e tecnoldgico, interesse da presente tese.

O Capitulo 2 apresentara o objetivo geral e os especificos da tese.

O Capitulo 3 mostrara a justificativa pertinente da presente tese.

O Capitulo 4 mostrara os fundamentos tedricos dos materiais envolvidos na sintese
dos copolimeros e do farmaco, do microencapsulamento e das técnicas de caracterizacao
utilizadas na presente tese.

O Capitulo 5 apresentara os materiais e 0s equipamentos envolvidos na sintese e na
caracterizacdo dos copolimeros e microencapsulados, alem de apresentar os métodos de
preparo dos mesmos.

O capitulo 6 mostrard os resultados das técnicas de caracterizacdo dos materiais
desenvolvidos na presente tese, além de confrontar com resultados obtidos de outros
pesquisadores na area de Ciéncia de Materiais e Microencapsulamento.

O Capitulo 7 apresentara as conclusfes da presente tese e o Capitulo 8, as sugestdes
para trabalhos futuros.



CAPITULO 2
OBJETIVOS



Obijetivo Geral

Avaliar a utilizacdo de copolimeros biodegradaveis de poli(l,I-lactideo)-b-poli(glicol
etilénico)-b-poli(l,I-lactideo) (PLLA-PEG-PLLA) como um sistema de protecdo de farmacos
(no caso particular, a tetraciclina), possibilitando, no futuro, o uso de tais copolimeros como

sistemas de liberacdo de droga (Drug Delivery Systems - DDS).

Obijetivos Especificos

Sintetizar os copolimeros triblocos de poli(l,I-lactideo)-b-poli(glicol etilénico)-b-
poli(l,l-lactideo) (PLLA-PEG-PLLA);

Realizar o microencapsulamento da tetraciclina nos copolimeros sintetizados pela

técnica de dupla emulsdo com evaporacao do solvente;

Caracterizar os copolimeros e 0s microencapsulados por Anéalise Térmica, tais como:
Termogravimetria (TG), Termogravimetria Derivada (DTG), Analise Térmica Diferencial
(DTA) e Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC).

Caracterizar os copolimeros e os microencapsulados por Difracdo de Raios X (XRD),
Espectrometria de Absorcdo na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier pelo
método Reflexdo Total Atenuada (FTIR-ATR), Microscopia Eletronica de Varredura (SEM) e
Microscopia Optica (OM);

Avaliar a presenca de micro-organismos (mesofilos aerdbios) nos copolimeros

sintetizados com metodologia proposta pela American Public Health Association (APHA);

Determinar o tamanho de particula dos microencapsulados pela técnica de
Espalhamento de Luz Laser de Baixo Angulo (LALLS);

Caracterizar 0os microencapsulados obtidos por Espectrometria de Ressonancia
Magnética Nuclear (*H-NMR e **C-NMR).



CAPITULO 3
JUSTIFICATIVA



A industria farmacéutica sintetiza novos farmacos e, em muitas vezes, devido a sua
estreita faixa terapéutica (ou devido ao seu carater toxico ou label), necessitam de dispositivos
para sua protecdo e transporte através do organismo, ou Sseja, necessitam serem recobertos
para atravessar as diversas membranas do organismo sem serem degradados (FRISBEE,
COLLIN & McGINITY, 2000; BAJPAI et al., 2008).

Alguns sistemas de liberacdo de farmacos destinam-se a liberar o farmaco no
organismo de modo que seja absorvido com rapidez e completamente, enquanto outros devem
liberar o principio ativo lentamente para que a acdo do farmaco seja prolongada. Sendo assim,
um sistema de liberacdo prolongada objetiva eliminar as mudancas ciclicas na concentracao
de farmaco no plasma, observada apds a administracdo de um sistema de liberacdo
convencional, permitindo uma reducdo da freqliéncia de doses, justificando assim estudo
cientifico e tecnologico nessa area com intuito de melhorar a qualidade de vida humana.

Entre as diferentes estratégias disponiveis para alcancar um controle na liberacdo de
farmacos estdo os sistemas copoliméricos, pois sua diversidade e versatilidade (carater
anfifilico, biodegradabilidade, velocidade de degradacdo e caracteristicas fisicas e mecanicas)
atende as necessidades para um efeito terapéutico mais continuo da droga, sendo capazes de
conduzir os farmacos a mucosa gastrintestinal e libera-los aos sitios especificos de forma a
aumentar a eficiéncia e minimizar os efeitos toxicos (BAE et al., 2000; LUCKE et al., 2000;
VILA et al., 2002).

Copolimeros anfifilicos constituidos por poli(l,I-lactideo) (PLLA) e por poli(glicol
etilénico) (PEG) sdo exemplos interessantes para estudo cientifico e tecnoldgico pois o
poli(l,l-lactideo) apresenta disponibilidade comercial, biocompatibilidade, facilidade de
sintese e biodegradabilidade e o poli(glicol etilénico) possui baixa toxicidade, solubilidade
em agua, alta flexibilidade da cadeia, propriedade mucoadesiva e, principalmente, a
capacidade de promover estabilizagdo estérea na superficie da nanoparticula quando em
solugéo aquosa.

Assim, a presente tese visa 0 desenvolvimento de copolimeros a base de PLLA e PEG
e de microencapsulamento de um farmaco (por exemplo, um antibi6tico, a tetraciclina) neste
sistema copolimérico para liberacdo controlada bem como a caracterizagdo fisico-quimica

desses sistemas.



CAPITULO 4
FUNDAMENTOS TEORICOS



A sintese de copolimeros biodegradaveis e anfifilicos (polimero hidrofobico +
polimero hidrofilico) contribui para o ramo da nanociéncia/nanotecnologia, pois 0s mesmos
podem se autoassociarem em microestruturas como micelas e podendo, assim, transportar
com seguranca a droga até o alvo, ilustrado na Figura 4.1 (THORCHILIN, 2001; HARADA
& NAGASAKI, 2001).

Polimero flexivel — Forga direcionada ao nicleo
hiocompatihilidade e —> interagio hidrofiohica e
estabilizaciio estérea
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Copolimero |‘ {area desejada)
Anfifilico dimensé&o
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Figura 4.1: llustracdo da autoassociacao de copolimero anfifilico (micela) e sua relevancia a liberagao de droga.
(Fonte: KATAOKA, HARADA & NAGASAKI, 2001)

A sintese de copolimeros é mais favoravel do que as misturas mecanicas conhecidas
como blendas, pois além de combinar as propriedades dos homopolimeros, propicia a
propriedades adicionais ao material por efeito sinergético. A copolimerizacdo gera
macromoléculas capazes de se auto-organizar e a ligacdo covalente entre os blocos pode
promover a miscibilidade entre as partes ndo similares (JARRET et al., 2000; KUMAR et al.,
2007).

A copolimerizacdo representa uma valiosa estratégia para preparar materiais
poliméricos (hidrogéis) com propriedades fisico-quimicas e biodegradabilidades ajustadas
com a composi¢do quimica e cristalinidades dos segmentos que compde o copolimero, Figura
4.2. As caracteristicas de um copolimero dependem ndo s6 da concentragdo relativa e
propriedades das unidades repetitivas, mas também da microestrutura.

O conhecimento e o entendimento da ligacdo dessas varidveis (alteracbes de pH,

temperatura, solvente e forca ibnica) tornardo possivel o planejamento de novos materiais



com combinagdes de propriedades (BAJPAI et al., 2001; KISSEL, LI & UNGER, 2002;
RIESS, 2003; HAN, NA & BAE, 2003; AAEMER et al., 2004).

Alteracoes em: pH,
temperatura,
solvente, forc¢a ionica

dK
HER +—

Figura 4.2: Copolimeros: hidrogéis inteligentes, estimulo-resposta, liberagdo modulada da droga (circulos).
(Fonte: BAJPAI et al., 2001)

As variadas estruturas que podem formar copolimeros (bloco, alternado e estatistico),
poliésteres baseados em poli(acido lactico) (PLA) suas formas emantioméricas (PDLA e
PLLA), poli(acido glicolico) (PGA) e copolimero de poli(acido lactico-co-acido glicélico)
(PLGA), sdo os melhores biomateriais para projetos na area biomédica, especialmente em
ortopedia e liberagdo controlada de drogas em funcdo das caracteristicas de
biocompatibilidade, degradacéo e reabsor¢do em meio aquoso (REZENDE & DUEK, 2003;
MALLARDE et al., 2003; KIM & PARK, 2004; MATSUMOTO et al., 2005; MOTTA &
DUEK, 2006; KIM, CHUNG & PARK, 2006; HONG, REIS & MANO, 2008).

As proximas secOes deste capitulo apresentardo uma revisdo bibliografica dos
homopolimeros (PLLA e PEG) que formam o copolimero proposto, objeto de estudo desta
tese, além de apresentar a rota de sintese da copolimerizacdo e a aplicacdo como sistemas de
liberacdo de droga (DDS).



4.1 PLA - Poli(acido lactico)

Acido lactico (4cido 2-hidroxipropandico) é um &cido organico encontrado em varios
produtos de origem animal. Desde a década de 60 do século passado, as vantagens desse
material na &rea médica foram pesquisadas e reveladas e, em seguida, a fabricacdo desses
polimeros foi realizada em escala industrial.

A Figura 4.3 apresenta o ciclo de vida do polimero de &cido lactico, tal monémero
pode ser reproduzido tanto por processos de fermentacdo quanto pelas rotas quimicas;
entretanto, a primeira op¢do ainda é mais adotada por sua simplicidade e baixo custo. A
fermentacdo ocorre normalmente em processos por bateladas ou continuos e os parametros
importantes na fermentacdo sdo valores de pH, temperatura, atmosfera e em alguns casos,
agitacdo. Apos o processo de fermentacao, em muitos casos, o acido latico obtido é purificado
para uma polimerizagdo seguinte, gerando o poli(acido lactico) (PLA) por policondensacdo
(PC) (JACOBSEN et al., 2000; GUPTA & KUMAR, 2007).
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Figura 4.3: llustra¢do do ciclo de vida do PLA. (Fonte: GUPTA & KUMAR, 2007)

O processo de biodegradacdo e bioadsor¢do dos poli(a-hidroxi &cidos) é descrito na
literatura como uma sucessdo de eventos (restante do ciclo apresentado na Figura 4.3).

Inicialmente, exposto ao meio aquoso, 0 material sofre hidratacdo. Com a presenca das



moléculas de &gua, o processo de degradacdo da-se através da hidrdlise das ligacdes ésteres,
originando produtos na forma de oligbmeros (ou mondémeros) sollveis e ndo toxicos. A
degradacédo prossegue por um processo biologicamente ativo (por enzimas) ou pela clivagem
hidrolitica passiva, sendo caracterizada pela perda de massa, diminui¢cdo de massa ponderal
média e pela perda de suas propriedades mecéanicas (METTERS, ANSETH & BOWMAN,
2000; EDLUND & ALBERTSSON, 2003; DENG et al., 2007; GUPTA & KUMAR, 2007).
A taxa de degradacédo é influenciada por fatores de configuracdo estrutural, como grau de
copolimerizacao, cristalinidade, massa molar, morfologia, quantidade de monémero residual e
porosidade.

A bioadsorcdo pelo organismo ocorre quando a biodegradacdo gera produtos e
subprodutos com caracteristicas dos metabolitos organicos, especialmente os &cidos do ciclo
de Krebs. Para os PLAs, ao terminar a hidrolise do material, a degradacdo segue o processo de
oxidacdo do &cido lactico, que por sua vez sdo convertidos em acido pirdvico. Na presenca da
acetil coenzima A, ocorre liberacdo de CO, e, consequentemente, a decomposi¢ao em citrato,
que ao ser incorporado no ciclo de Krebs, resultara na formacdo de CO, e H,0, podendo sua
eliminacdo ser feita através da urina, fezes e da respiracdo. Nenhuma quantidade significativa
de acumulo de residuos da degradacéo € encontrada em o6rgdos vitais. O material foi entdo
absorvido e eliminado (EDLUND & ALBERTSSON, 2003; DENG et al., 2007; GUPTA &
KUMAR, 2007).

Tais polimeros sdo derivados de monémeros produzidos pelo metabolismo do corpo
humano, a degradagdo desses materiais € segura para usos ‘in vivo’. Muito embora o PLGA
seja utilizado e considerado como o mais importante dos polimeros biodegradaveis, o
aumento da acidez local devido a sua degradacdo pode levar a uma irritagdo durante sua
utilizacdo. Em implantes de PLGA, tem-se estudado o uso de sais basicos para controlar o pH
no meio local (MURAKAMI et al., 2000; KRICHELDORF, 2001).

O acido lactico contém um carbono o assimétrico, o qual é descrito tipicamente na
forma D ou L, em termo de isomeria classica, apresentados na Figura 4.4. Esses
homopolimeros, PDLA e PLLA, apresentam propriedades fisico-quimicas semelhantes, séo
opticamente ativos em relacdo ao feixe de luz polarizada, enquanto que o PLA racémico tem
caracteristicas bastante diferentes. Por exemplo, as temperaturas de transicéo vitrea (Ty) de
ambos séo em torno de 60°C, mas PLLA apresenta uma cristalinidade elevada com seu ponto
de fusdo, Ty, de 170°C; enquanto o PLA racémico é completamente amorfo (SODERGARD &
STOLT, 2002).



L. L- acido lactico D, L- acido lactico

Figura 4.4: Formas isoméricas do acido lactico. (Fonte: GUPTA & KUMAR, 2007)

As propriedades de polimeros baseados em acido lactico variam dependendo dos
estereoisomeros. Tais polimeros podem ser fabricados por diversas rotas e a nomenclatura dos
mesmos se difere por tais rotas de sintese. Polimeros derivados do acido lactico pela
policondensacdo (PC) sdo geralmente definidos como poli(acido lactico) (PLA), enquanto 0s
que sdo preparados por polimerizacdo via abertura de anel (ring opening polimerization-

ROP) séo chamados polilactideos (Figura 4.5).
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Figura 4.5: Sintese de PLLA por polimerizacdo de abertura de anel (ROP). (Fonte: GUPTA & KUMAR, 2007)

Devido aos dois estereoisdmeros do acido lactico, o lactideo opticamente ativo
correspondente pode ser encontrado em duas formas diferentes, isto é, D,D-lactideo e L,L-
lactideo (Figura 4.6). Além disso, o lactideo pode ser formado por uma molécula de D- e
outra de L- acido lactico, formando o D,L-lactideo (meso-lactideo), Figura 4.6. O aumento da
cristalinidade pode ser manipulado também pela adicdo de uma tensdo de orientagéo,
induzindo a aproximadamente 10°C acima de sua temperatura de transicdo vitrea (Tg)
reorientando as cadeias durante o processamento do material (LIM, AURAS & RUBINO,
2008).



D, D - lactideo L, L - lactideo D, L - lactideo
Figura 4.6: Diferentes isdmeros de lactideo. (Fonte: GUPTA & KUMAR, 2007)

A preparacdo dos polimeros baseados em &cido lactico pela ROP pode ser realizada
em polimerizacdo em solucdo, em massa ou em suspensao. O mecanismo envolvido em ROP
pode ser reacdo idnica ou insercdo por coordenacdo dependendo do sistema do catalisador
usado. Diversos tipos de catalisadores foram testados ao longo do tempo: compostos
metalicos de estanho (1), aluminio, zinco, potassio e outros (BHAW-LUXIMON et al., 2001;
D’ANGELO et al., 2001; HELWIG et al., 2001; PRICE, LENZ & ANSELL, 2002).

Entre eles, 2-etil-hexanoato de estanho, Sn(Oct),, € o mais utilizado, pois ele é aceito
pelo FDA (Food and Drug Administration) para fins alimenticios e médicos em inimeros
paises. Assim, o Sn(Oct), é facilmente encontrado comercialmente para sintese do poli (&cido
lactico) para usos em area médica. Além disso, esse catalisador apresenta solubilidade em
solventes organicos e em mondmeros de ésteres ciclicos, facilitando a reacdo. O sistema
reativo do I,I-lactideo com o Sn(Oct), gera produtos de alta massa molar com baixa taxa de
racemizacdo, consequentemente, melhorando as propriedades mecénicas dos polilactideos
(KRICHELDORF, KREISER-SAUNDERS & BOETTCHER, 1995; DONG et al., 2001;
BHATTARAI et al., 2003; KANG & LEROUX, 2004; REN et al., 2005; AGRAWAL et al.,
2006; WANG et al., 2007; McINNES et al., 2009).



4.2 PEG - Poli(glicol etilénico)

O polimero poli(glicol etilénico), mais popularmente conhecido como poli(etileno
glicol), PEG, é um poliéter neutro de estrutura linear ou ramificada, soldvel em agua e na

maioria dos solventes organicos (Figura 4.7).

CHy—CH; > HO~(-CH,CH,0-—q

Figura 4.7: Esquema de reacao de sintese do poli(glicol etilénico). (Fonte: CHENG et al., 2006)

PEG possui uma variedade de propriedades aplicaveis na area biomédica e biotécnica
(TOBIO et al., 2000; HUH, CHO & PARK, 2003; DENG et al., 2005). Isso porque o PEG ¢é
raramente efetivo para excluir outros polimeros quando estdo presentes num ambiente aquoso.
Essa propriedade mostra-se na sua conjugacdo com proteinas e na formacgdo de sistemas
bifasicos com outros polimeros. A Figura 4.8 apresenta a aplicagdo desta conjugagdo em
copolimero dibloco PEG/PLA desenvolvido por OTSUKA e colaboradores (2000) ilustrando

a importancia do PEG que forma um sitio de imobilizacdo para moléculas funcionais.
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Figura 4.8: Representacdo esquematica da aplicacdo do PEG em copolimero dibloco PLA/PEG. (Fonte:
OTSUKA et al., 2000)



Além disso, o polimero é atoxico e ndo é prejudicial as atividades protéicas e
celulares, embora interaja com membranas celulares. O PEG também esta sujeito as
modificagdes quimicas e associacdes com outras moléculas, esse ultimo afeta muito pouco
sua propriedade quimica original, porem controla sua solubilidade e aumenta o seu tamanho
de cadeia, dependendo da quantidade da cadeia adicional.

PEG também é chamado de poli(6xido de etileno), de um modo geral, o poli(glicol
etilénico) se refere aos de massa molar abaixo de 20.000, poli(6xido de etileno) se refere a
polimeros de massa molar mais elevada. O PEG é geralmente por uma iniciagdo aniénica com
pouca transferéncia de cadeia e terminagdo. Com o0 aumento da massa molar da cadeia,
aumenta a cristalinidade da estrutura e, consequentemente, a viscosidade torna-se mais
elevada, por isso, os PEGs que apresentam massa molar abaixo de 1000 g.mol™ sdo liquidos
viscosos e incolores, os que apresentam massa molar acima desse valor sdo brancos e
quebradigos. O ponto de fusdo do sélido é proporcional a sua massa molar e varia na faixa de
30°C a 60°C. Os PEGs utilizados em aplicacdes médicas e biotécnicas sdo os de massa molar
desde 200 até 20.000 g.mol™. Geralmente, quanto menor for a massa molar do PEG, maior é
sua solubilidade. A solubilidade do PEG em solventes organicos polares é boa, mas é pouco
solivel em hidrocarbonetos e outros solventes com pouca polaridade (GREF et al., 2000).

PEGs sao largamente utilizados em sistemas para liberagdo controlada de drogas (LI et
al., 2001) e em produtos cosméticos de cuidados pessoais, e aqueles com massa molar abaixo
de 4000 u.m.a. podem ser eliminados do organismo, sendo que 98% do seu total ingerido
pode ser excretado do corpo humano através da urina. Por ultimo, a solucdo de PEG forma
um ambiente hospeddvel para a sobrevivéncia de células, demonstrando sua
biocompatibilidade e por isso, PEG é amplamente utilizado em cobertura de tecidos e também
na preservacdo de orgaos, sendo, por isso, considerado um biomaterial na area de medicina
hospitalar. Em resumo, as razfes para a escolha do PEG como co-iniciador em copolimeros
incluem sua baixa toxicidade, solubilidade em agua, alta flexibilidade da cadeia, propriedade
mucoadesiva e principalmente, a capacidade de promover estabilizacdo estérea na superficie
do copolimero quando em solucdo aquosa (KIM et al., 2004; DENG et al., 2005; CHEN et
al., 2006; JACKSON et al., 2007; ZHU et al., 2007; PARK et al., 2007).



4.3 Sintese do tribloco PLLA-PEG-PLLA

A rota de insercdo por coordenacdo, utilizando como catalisador o Sn(Oct),, é a rota
mais importante para a obtencdo de copolimeros derivados do |,I-lactideo pois gera 0 menor
numero de produto racémico, logo é a mais utilizada industrialmente.

No mecanismo de insercdo por coordenacdo acredita-se que duas etapas Ssao
envolvidas. Em uma primeira etapa, Figura 4.9, o catalisador Sn(Oct), (acido forte de Lewis)
reage com compostos doadores de hidrogénio, coiniciador, gerando o alco-6xido de estanho,
considerado o verdadeiro iniciador da reacdo (KOWALSKI, DUDA & PENCZEK, 2000).
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Figura 4.9: Formacdo do alco-0xido a partir do catalisador. (Fonte: KOWALSKI, DUDA & PENCZEK, 2000)

OH

A copolimerizacdo ocorre em uma camara purgada em atmosfera inerte a fim de que
catalisador, mondmero, co-iniciador e 0 meio reacional serem mantidos secos evitando
qualguer umidade no meio, pois tracos de dgua poderdo provocar reagdes laterais como:

1) competicdo com o coiniciador impedindo a formacédo do copolimero desejado (tracos
de 4gua levam a formacdo do homopolimero com baixa massa molar);

2) decomposicdo do catalisador a &cido, inativando-o. Durante a reacdo, em altas
temperaturas, o acido formado, em presenca de umidade, pode catalisar a hidrolise

do bloco poli(l,I-lactideo) em formacao.

Em uma segunda etapa, Figura 4.10, 0 monémero ciclico se insere entre a ligacdo —Sn-
OPEG, promovendo o crescimento da cadeia (etapa de propagacdo). Onde ocorre o
rompimento da ligagdo alquil-oxigénio ndo ha o alto risco de racemizagdo, pois a etapa
subsequente (propagacdo), Figura 4.11, sera a substituicdo em um carbono quiral nesta rota, a
associacdo do mondmero e catalisador € seguido pelo rompimento da ligacdo acil-oxigénio
com baixo risco de racemizagdo (KOWALSKI, DUDA & PENCZEK, 2000; RYNER et al.,
2001; STOREY & SHERMAN, 2002; JEROME & LECOMTE, 2008).
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Figura 4.10: Etapa da abertura do anel I,I-lactideo e propagacéo da cadeia. (Fonte: KOWALSKI, DUDA &
PENCZEK, 2000)

O aumento da concentracdo do coiniciador resulta em polimeros com massas molares
reduzidas. KOWALSKI, DUDA & PENCZEK (2000) atribuiram este comportamento ao
duplo papel desempenhado pelo coiniciador (PEG), Figura 4.11, na formacdo do verdadeiro
iniciador e como agente de transferéncia. Na auséncia de reacdo de transferéncia o M, do
polimero cresce linearmente com a conversao do mondmero. Transferéncias reduzem a massa
molar e aumentam a polidispersidade do copolimero final apresentado na Figura 4.12,

copolimero tribloco anfifilico de PLLA e PEG.
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Figura 4.11: Coiniciador como possivel agente de transferéncia. (Fonte: KOWALSKI, DUDA & PENCZEK,
2000)
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Figura 4.12; Copolimero Tribloco PLLA-PEG-PLLA. (Fonte: KOWALSKI, DUDA & PENCZEK, 2000)



4.4 Tetraciclina

A tetraciclina, Figura 4.13, pertence ao grupo de antibidticos usados no tratamento
das infeccOes bacterianas e é caracterizada pelo esqueleto do octaidronaftaceno, sistema
formado de quatro aneis ciclicos condensados. A tetraciclina é transportada de forma ativa
para dentro da célula bacteriana, onde se concentram cerca de 50 vezes e e especifica as
bactérias porque as células de mamifero sdo incapazes de transportar a tetraciclina para o seu
interior.
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Figura 4.13: Estrutura quimica da tetraciclina. (Fonte: BROOKS, BUTEL & MORSE, 2009)

A tetraciclina inibe a sintese protéica nas bactérias por bloquearem a ligacdo do
aminoacil-RNAt ao site A da subunidade 30S ribossomal, além disso, a tetraciclina é
bacteriostatica porque a ligacdo da mesma aos ribossomas € fraca e reversivel. Tal antibiotico
é eficaz no tratamento de infeccbes por Mycoplasma pneumoniae, cdlera, Rickettsias,
Brucelose, uretrite por Chlamydias, gonorréias, infec¢do do trato urinario e acne, além se ser
utilizada no tratamento da doenca de Lyme, causada pela Borrelia burgdorferi e ndo deve ser
usada em combinacdo com antibi6ticos que atuem sob células em crescimento ativo (ex.
penicilinas). Os mecanismos de resisténcia a tetraciclina sdo: o aumento do fluxo do
antibiotico da célula bacteriana, a protecéo ribossomal e a modificagdo quimica da tetraciclina
(BROOKS, BUTEL & MORSE, 2009).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Antibi%C3%B3tico

4.5 Microencapsulamento

A técnica de microencapsulamento teve sua origem no modelo celular. Neste modelo,
a membrana celular externa atua como um microrreservatorio que envolve e protege o
citoplasma e demais componentes celulares de agressividades do meio. Além disso, a
membrana celular seleciona os nutrientes para interior das células, controla a conducéo
nervosa, o transporte de energia e outras funcdes de sobrevivéncia da célula. (KAWASHINA,
2001; YUAN et al., 2003).

Estruturas biolégicas, como micelas, vesiculas e bicamadas (Figura 4.14), sdo
formadas a partir da autoassociacao de estruturas primarias anfifilicas, particularmente a partir
de lipideos. A autoassociacdo (Self-Assembly) é a organizacdo autdbnoma dos componentes do
sistema em estruturas ou padrfes sem a intervencdo humana. Este fenbmeno ocorre em
qualquer escala: desde a escala molecular a escala planetaria. O processo é reversivel e
espontaneo (DEAMER, 1998).

2 . micela cilindrica
micela esferica

Figura 4.14: Estruturas bioldgicas formadas a partir da autoassociagdo. (Fonte: DEAMER, 1998)

A autoassociacdo molecular pode ser de duas possibilidades: a intramolecular
(exemplo: estruturas secundaria e terciaria de uma proteina) e intermolecular (exemplo:
estrutura quaternaria da proteina, micelas). As estruturas organizadas ja formadas por
associacdo podem ainda formar novas estruturas ou padrdes, dando origem a autoassociagdo
micro e macroscopica. A vida sO é possivel gracas a autoassociacdo molecular, ilustrada na
Figura 4.15.
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Figura 4.15: llustragdo da conseqiiéncia da autoassociacao: a origem da vida. (Fonte: DEAMER, 1998)

Os motivos que fazem com que as moléculas se autoassociem de forma espontanea
sdo: a atracdo promovida por forcas intermoleculares, a minimizacdo da energia interfacial, as
caracteristicas anfifilicas da estrutura molecular e o efeito hidrofobico. (DEAMER, 1998).

A estrutura resultante da agregacdo das moléculas anfifilicas (micelas, vesiculas,
bicamadas) dependera de fatores relacionados a geometria da molécula surfatante (balango
entre os grupos hidrofilico e lipofilico), ao meio onde essas moléculas se encontram, pH,
temperatura, concentracdo da solucdo bioldgica e concentracdo de eletrélitos em solucao,
variacdes nestas condicdes podem levar a transformacges interestruturais (DEAMER, 1998;
SOLARO, 2002; NGYUEN et al., 2008).

Copolimeros anfifilicos tribloco do tipo A-B-A, com um bloco central hidrofilico (B)
e duplamente ligado a cadeias hidrocarbbnicas (A), em meio aquoso bioldgico, se
autoassociam em estruturas diferenciadas ‘biocamadas’, formando assim as areas de corona €
nucleo do sistema final (Figura 4.16), em que a liberacdo do farmaco somente ocorre na
célula-alvo, as estratégias de encapsulagdo: funcionalizacdo da corona e reconhecimento
molecular (Figura 4.17) (DEAMER, 1998; KAWAGUCHI, 2000).
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Figura 4.16: Ilustracdo da formacédo da corona e nlcleo na autoassociagdo dos copolimeros triblocos de formato
A-B-A. (Fonte: DEAMER, 1998)
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Figura 4.17: Estratégia de encapsulacéo: liberagdo do farmaco na célula-alvo. (Fonte: DEAMER, 1998)

Tipicamente, a terapia com droga requer dosagens periodicas do agente terapéutico
modelado de maneira a assegurar uma concentracdo adequada no plasma sanguineo.
Entretanto, alguns farmacos possuem uma faixa terapéutica muito estreita, requerendo assim,
gue sejam entregues diretamente em alvo especifico do organismo ou, em pequenas dosagens
periddicas por longos tempos de administracdo. Em tais casos, um método continuo de
liberacdo € necessario para manutencdo do nivel terapéutico 6timo da droga no plasma

sanguineo e para otimizacdo do seu efeito terapéutico.



O efeito terapéutico compreende em: administragdo fécil e segura (sem reagdes
inflamatorias locais), necessidade de menor numero de dosagens periddicas, direcionamento
da droga a alvos especificos e a liberacdo controlada de droga mantendo-se a concentragdo
dentro do limite terapéutico 6timo por longo periodo (SOPPIMATH et al., 2001; REIS et al.,
2006; YIN & YATES, 2009).

A Figura 4.18 compara a forma tradicional de dosagem: a droga dispersa em
expediente soluvel, e a dosagem por sistemas de liberacdo controlada e as drogas
encapsuladas em microrreservatorios poliméricos. Nos dispositivos tradicionais de dosagem a
concentracdo de drogas, no sistema sanguineo alterna entre baixas e altas concentragdes,
sendo o nivel terapéutico 6timo brevemente alcangado. Dispositivos de ultima geragdo
controlam a concentracdo da droga no nivel terapéutico 6timo de forma quase continua. Vale
ressaltar que a Figura 4.18 apresenta uma polémica, pois a curva pontilhada referente a ‘dose
unica’ ultrapassa, em um determinado tempo, a concentracao limite do firmaco no organismo,
atingindo, assim, o nivel téxico (nivel indesejavel) da droga no organismo humano (HENCH
& POLAK, 2002; BAJPAI et al., 2008).

......... Dose dnica

s . == = Doses repetidas

. . = Liberaciio controlada
~. Nivel toxico

* SR

Nivel
terapéutico

Conceniracao da droga no organismo

‘!-..-..

Tempo

Bt

Tempo desejado de acfio

Figura 4.18: llustracdo esquematica da ilustracdo de liberacdo de droga. (Fonte: BAJPAI et al., 2008)

Existem algumas caracteristicas comuns, que sao requeridas pela maioria das rotas,
como a possibilidade de formar dispositivos (micro ou nano), a biocompatibilidade, a
biodegradabilidade e a facilidade de eliminacdo ap6s a entrega do farmaco. O tamanho



reduzido é uma caracteristica fundamental para o dispositivo e entrega. O dispositivo deve ser
biocompativel, isto é, deve despertar resposta adversa (inflamatoria, alérgica e imunoldgica)
minima dos tecidos biologicos (KIM, CHO & YUK, 2001; PALMIERI et al., 2002).

A via oral é a rota de administracdo mais facil, barata e segura e conveniente. Os
principais obstaculos a obtencdo do oOtimo nivel terapéutico da droga, quando da
administracdo oral sdo a instabilidade dos DDS, no fluido gastrintestinal o baixo transporte
através da mucosa intestinal e a rapida eliminagédo destes ap6s alcangar o sistema circulatério.

Porém a incorporacdo dos farmacos em dispositivos poliméricos com propriedade
mucoadesiva, cadeias de PEG, penetram através da interface particula/mucosa devido ao
efeito mucoadesivo. O carater hidrofilico da superficie do DDS é uma ferramenta utilizada
para reducdo da velocidade de eliminacdo total e consequentemente aumentar o tempo de
permanéncia dos DDS’s no sistema sanguineo (SCHAFFAZICK et al., 2003; LIU, BURGER
& CHU, 2003; SUDHAKAR et al., 2006; TANG & SINGH, 2008).

A técnica de microencapsulamento pela evaporacao solvente é aplicada extensamente
em industrias farmacéuticas para obter a liberacdo controlada do farmaco. As microesferas
obtidas do copolimero com droga encapsulada podem degradar e liberar a mesma lentamente
com um perfil especifico da liberacéo.

Esta liberacdo controlada da droga tem beneficios clinicos proeminentes: diminuicao
da frequencia de dose, mais conveniéncia e aceitagdo para pacientes, e droga mais direcionada
as posicoes especificas com resultado uma eficiéncia mais elevada. A escolha do método que
causara uma encapsulagem eficiente da droga depende da hidrofilicidade ou da
hidrofobicidade da droga (FREITAS, MERKLE & GANDER, 2005; LI, ROUAUD &
PONCELET, 2008).

Para drogas insolUveis ou pouco sollveis em agua, 0 método 6leo-em-agua (oil-in-
water, o/w) € usado frequentemente. Este método é o mais simples e os outros métodos
derivam-se deste. Consiste em quatro etapas principais (Figura 4.19):

(1) dissolugdo da droga hidrofobica em um orgénico solvente que contem o polimero;

(2) emulsificagdo desta fase organica, chamada fase dispersada, em uma fase aquosa
chamada fase continua;

(3) extracdo do solvente da fase dispersa por evaporacdo do solvente, as gotas de
transformacéo da fase dispersada em particulas solidas continuas;

(4) recuperacao e secagem das microesfera para eliminar o solvente residual.
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Figura 4.19: Passos basicos do microencapsulamento por evaporagao do solvente. (Fonte: LI, ROUAUD &
PONCELET, 2008).

O método acima mencionado nao é apropriado para a encapsulagem de drogas
hidrofilicas. Ha duas razdes principais: (1) a droga hidrofilica ndo pode ser dissolvida no
solvente orgénico; (2) a droga difundira na fase continua durante a emulsdo, conduzindo a
uma grande perda dessa. Outros quatro métodos alternativos propdem e tornam
consequentemente possivel o encapsulamento de drogas hidrofilicas, sdo eles:

1. O método de dupla emulsdo (water-in-oil-in-water, w/o/w) (utilizado na presente
qualificacdo): a solucdo aquosa da droga hidrofilica é emulsificada em uma fase orgénica
(copolimero + solvente orgénico), esta emulsdo é dispersa entdo em uma segunda solucdo
aquosa (solucdo de um surfatante) que da forma a uma segunda emulsdo (dupla emulséo,
w/o/w);

2. O método do cosolvente Gleo/agua (oil-water, o/w): quando a droga ndo é sollvel
no solvente organico principal, um cosolvente chamado de segundo solvente é necessario para
dissolver a droga;

3. O método de dispersdo Oleo/agua (o/w): a droga é dispersa na forma de p6 na
solucdo de polimero e de solvente organico;

4. O método de evaporacdo de solvente ndo aquoso (oil-oil, 0/0): a fase aquosa é
substituida pelo 6leo (tal como 6leo mineral).

Na fase dispersa existem os polimeros/copolimeros e o solvente. Na fase continua
existe o surfatante. Os copolimeros de acidos lacticos e glicdlicos sdo os mais utilizados de
um modo geral para desenvolver os sistemas de liberacdo da droga, pois sdo 0s mais seguros e
aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration). Sdo degradaveis pela hidrélise de seus
componentes, que sao produtos metabdlicos usuais.

Para a técnica do microencapsulamento por evaporagdo do solvente, um solvente
apropriado deve encontrar os seguintes critérios: (1) dissolver o polimero escolhido; (2) ser
insoluvel na fase continua; (3) ter uma volatilidade elevada e um baixo ponto de ebulicéo; (4)
ter baixa toxicidade (FREITAS, MERKLE & GANDER, 2005; LI, ROUAUD &



PONCELET, 2008). O diclorometano é o solvente mais comum para encapsulamento pela
técnica de evaporacdo devido a elevada volatilidade, baixo ponto de ebulicdo e alta
insolubilidade em &gua e foi utilizado no presente estudo.

Na fase continua, o surfatante (tensoativo) apropriado deve fornecer a microesfera um
tamanho regular e uma distribuicdo de tamanho pequena, garantindo uma liberacéo estavel da
droga. Antes de escolher o tipo de surfatante e de sua concentracdo, é importante conhecer a
polaridade das duas fases imisciveis, do tamanho desejado dos microencapsulados e a
demanda da esfericidade dos mesmos (FREITAS, MERKLE & GANDER, 2005; LI,
ROUAUD & PONCELET, 2008).

Os surfatantes para as emulsdes sdo anfifilicos. Isso significa que uma porcdo da
molécula tem mais afinidade aos solutos polares tais como a agua (parte hidrofilica) e a outra
parte tém mais afinidade aos solutos apolares tais como os hidrocarbonetos (parte
hidrofobica). Ha quatro tipos diferentes de surfatantes na natureza: anibnico, catibnico,
anfétero e ndo-ibnico (FREITAS, MERKLE & GANDER, 2005; LI, ROUAUD &
PONCELET, 2008). O surfatante ndo-idnico poli(acido vinilico) (PVA) é o mais usado pois

fornece microesferas menores e 0 mesmo foi utilizado no presente estudo.



4.6 Métodos de Caracterizacao

Nenhuma técnica é absoluta. Diversas técnicas sdo necessarias para confirmar a
composicéo, estrutura e as propriedades de um material em estudo. Nesta tese, as técnicas a
sequir foram utilizadas para ndo somente caracterizar os copolimeros e suas propriedades,

mas também caracterizar os microencapsulados desenvolvidos e a tetraciclina.

4.6.1 Anélise Microbioldgica

A anélise microbioldgica para se verificar quais e guantos micro-organismos estao
presentes é fundamental para se conhecer as condicGes de higiene em que o material foi
preparado, 0s riscos que o mesmo pode oferecer & saude do consumidor. Essa anélise é
indispensavel também para se verificar se os padrdes e especificacbes microbioldgicas,
nacionais ou internacionais, estdo sendo atendidos adequadamente.

O método de contagem de micro-organismos em placas € um método geral, que pode
ser utilizado para contagem de grandes grupos microbianos, como aerobios mesofilos,
aerobios psicrotroficos, termofilos, bolores e leveduras, variando-se o tipo do meio,
temperatura e tempo de incubacdo. Por este método, amostras de materiais sdo
homogeneizadas, diluidas em série, em diluente apropriado, plaqueadas com ou sobre um
meio de agar apropriado e incubadas, ap6s o que todas as coldnias visiveis sdo contadas, ou
seja, 0 procedimento se baseia na premissa de que cada célula microbiana presente em uma
amostra ira formar uma colbnia separada e visivel, quando fixada com meio que Ihe permita
crescer. A relacdo correta é feita entre o nimero de unidades formadoras de col6nias (UFC),
que podem ser tanto células individuais como agrupamentos caracteristicos, por mililitro ou
grama de amostra.

Essa contagem detecta 0 nimero de bactérias aerobias ou facultativas e mesofilas (35-
37°C), presentes tanto sob a forma vegetativa quanto esporulada. O numero de micro-
organismos aerobios mesofilos (contagem em placa) encontrado no material (no caso, em
copolimeros biodegradaveis) tem sido um dos indicadores microbioldgicos da qualidade mais
comumente utilizados, indicando se a limpeza, desinfeccdo e o controle de temperatura
durante os processos de tratamento industrial, armazenamento e transporte foram realizados
de forma adequada. Esta determinacdo permite também obter informacéo sobre a alteracao

incipiente dos materiais e sua provavel vida util.



4.6.2 Analise Térmica

Conceitua-se Analise Térmica como um conjunto de técnicas que permite medir as
mudancas de uma propriedade fisica ou quimica de uma substancia ou material em funcgéo da
temperatura ou tempo, enquanto a substancia é submetida a uma programacao controlada de
temperatura (MOTHE & AZEVEDO, 2009).

As areas de aplicacdo da analise térmica incluem os seguintes estudos: decomposicao
térmica; determinacdo de umidade, de volateis, de residuos e de teor de cinzas; oxidagédo
térmica; cinética de reacdo de cura e cristalizacdo; diagrama de fases; determinacdo de calor
especifico; determinacdo de transicdo vitrea, de fusdo, tempo de armazenamento (shelf-life);
dentre outros.

A Analise Térmica ndo s6 implica na analise quimica e composicional, mas também é
uma boa ferramenta para estudos: (1) processos como catélise e corrosdo, (2) propriedades
térmicas e mecéanicas como expansdo térmica ou amolecimento e (3) equilibrio de fases e
transformacdes.

Sdo cinco as técnicas termoanaliticas mais utilizadas atualmente, porém as trés

primeiras serdo utilizadas na presente tese:
e Termogravimetria (TG) / Termogravimetria Derivada (DTG);
e Anadlise Térmica Diferencial (DTA);
e Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC);
e Anadlise Mecanica Térmica (TMA);

e Analise Mecanica-Dinamica (DMA).

4.6.2.1 Termogravimetria (TG) / Termogravimetria Derivada (DTG)

A termogravimetria ou analise termogravimétrica baseia-se no estudo da variacdo de
massa de uma amostra, resultante de uma transformacdo fisica (sublimacdo, evaporacéo,
condensacdo) ou quimica (degradacdo, decomposigdo, oxidagdo) em fungdo do tempo ou da
temperatura.

A termogravimetria € uma tecnica muito utilizada na caracterizagdo do perfil de
degradacdo de polimeros e de outros tantos materiais. A exposicdo & temperatura elevada
pode, algumas vezes, alterar a estrutura quimica e, por consequéncia, as propriedades fisicas

dos materiais. Portanto, a curva de degradacdo térmica, em condi¢des ndo isotérmicas, mostra



o perfil da resisténcia ou estabilidade térmica que o material apresenta quando submetido a
uma varredura de temperatura (MOTHE & AZEVEDO, 2009).

A Figura 4.20 apresenta uma curva termogravimétrica de reacdo de unico estagio.
Onde a perda de massa € caracterizada por duas temperaturas: a T; , que é chamada de
temperatura inicial de decomposicédo e T;, que é a temperatura final. A temperatura inicial de
decomposicdo é a temperatura na qual a variagdo de massa acumulada atinge a magnitude que
a termobalanca pode detectar. A temperatura final € a temperatura na qual a variacdo de
massa acumulada atinge seu valor maximo de degradacéo, correspondendo ao término da
reacdo. A diferenca entre essas duas temperaturas (T — T; ) é chamada de intervalo da reacao.

Quanto menor for a temperatura inicial, menos estavel € o material a decomposicéo térmica.

T:

Am (Variacao de Massa )

Tempearatura —

Figura 4.20: Curva termogravimétrica caracteristica de uma reagao em um Unico estagio. (Fonte:
MOTHE & AZEVEDO, 2009)

Para uma melhor avaliacdo e visualizacdo das curvas de TG, foram desenvolvidos
instrumentos capazes de registrarem, automaticamente, a derivada das curvas de TG (DTG),
curvas essas que auxiliam a visualizar e esclarecer os passos das curvas TG. A Figura 4.21
mostra que, na mesma faixa de temperatura, pelas curvas de TG parece existir somente um
unico estagio de decomposi¢do, mas ao observar a curva de DTG percebe-se que em muitos
casos isso ndo é verdade. O item (a) € uma reacdo de um unico estagio que ocorre numa faixa
pequena de temperatura. O (b) consiste de duas reacdes que parcialmente se sobrepdem, (c)
consiste de duas reagdes, a primeira ocorre vagarosamente, seguida de uma segunda reacgao
répida e (d) sdo reacOes secundarias que ocorrem durante ou ap0s a reacgdo principal. Tais

resultados e estudos sé puderam ser observados e estudados com a analise da DTG.
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Figura 4.21: Comparacéo de curvas de TG e DTG para reagdes sobrepostas. (Fonte: MOTHE & AZEVEDO,
2009)

As vantagens do uso de DTG séo:

Curvas de DTG sdo exatamente a derivada das curvas de TG, por esta razdo, a area sob as
curvas fornece a variacdo de massa precisa. Logo, pela DTG pode-se obter anélise

quantitativa;

Curvas de TG: variagcbes seguidas uma apOs outra ou muito proximas ndo sao
distinguiveis, notam-se estagios coincidentes. Curvas de DTG separam em duas partes tais
variacoes;

Curvas podem ser obtidas em conjunto com as medidas de TG e DTA;

As curvas de DTA e DTG sdo comparaveis, mas os resultados do método anterior indicam
que aquelas variacbes de estado ndo sdo acompanhadas por perda de massa. As curvas

pelo Gltimo método sdo mais reprodutiveis;

Medidas de DTG indicam exatamente as temperaturas do inicio, maxima taxa e o final da

variagao.



4.6.2.2 Analise Termica Diferencial (DTA)

Analise Térmica Diferencial (DTA) é uma técnica térmica em que se mede a diferenca
de temperatura entre a amostra e uma substancia inerte (referéncia), quando ambas sao

submetidas a um programa controlado de temperatura, aquecimento ou resfriamento.

Uma curva tipica de DTA ¢ ilustrada na Figura 4.22. Quatro tipos de transi¢cdes sao
ilustrados. (a) transicdo de segunda ordem detectada com mudanca horizontal na linha de
base; (b) pico endotérmico causado pela fusdo ou transicéo da fuséo; (c) um pico endotérmico
devido a reacdes de decomposicdo ou fusdo; (d) pico exotérmico causado por mudanca da
fase cristalina. O numero, forma e posicdo dos varios picos endotérmicos e exotérmicos, em
funcdo da temperatura, identifica qualitativamente uma determinada substancia. Como a &rea
do pico é proporcional a mudanca de calor envolvido, a técnica é util para determinacbes
semiquantitativas ou, alguns casos, quantitativas do calor de reacdo (MOTHE & AZEVEDO,
2009).
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Figura 4.22: Curva tipica obtida pela técnica DTA. (Fonte: MOTHE & AZEVEDO, 2009).
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4.6.2.3 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

E uma técnica derivada da DTA. Mede a diferenca de energia necessaria a substancia
e a um material de referéncia, inerte de modo térmico, enquanto ambos sdo submetidos a uma
variagdo controlada de temperatura, de maneira que a amostra e referéncia sejam mantidas em
condicBes isotérmicas, uma em relagcdo a outra, independente do evento térmico que esteja
ocorrendo na amostra. DSC pode ser definido como uma técnica que mede as temperaturas e
o fluxo de calor associado com as transi¢cdes dos materiais em funcdo da temperatura e do
tempo. Tais medidas fornecem informacgdes qualitativas e quantitativas sobre mudancas
fisicas e quimicas que envolvem processos endotérmicos (absor¢do de calor), exotérmicos
(evolucdo de calor) ou mudancas na capacidade calorifica (MOTHE & AZEVEDO, 2009).

Uma curva tipica de DSC ¢ apresentada na Figura 4.23. Pela figura abaixo, o pico
apresentado no sentido vertical crescente indica um aumento de entalpia, correspondendo a
um evento endotérmico, enquanto a outra curva de sentido oposto, um pico exotérmico. A
mudanca da linha de base significa uma mudanca de fase, especialmente, a transicao vitrea do
material (Ty). DSC é uma das técnicas mais empregadas para medir a temperatura de transi¢éo
vitrea dos diversos materiais, além de fornecer informacbes sobre a compatibilidade da
mistura entre dois ou mais polimeros. A temperatura de transicdo vitrea de um polimero é a
temperatura na qual as cadeias moleculares comecam a adquirir energia suficiente para vencer
as forcas atrativas e mover-se de forma translacional e vibracional (MOTHE & AZEVEDO,
2009).
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Figura 4.23: Curva tipica obtida no DSC. (Fonte: MOTHE & AZEVEDO, 2009)



4.6.3 Difracao de Raios X (XRD)

Os materiais solidos podem ser classificados em cristalinos ou amorfos. Os solidos
amorfos ndo tém uma ordem de longa extensdo. Os sélidos cristalinos apresentam uma ordem
de longa extenséo e sdo constituidos de arranjos atdbmicos ou moleculares cuja estrutura se
repete numa forma periodica tridimensional (CASTRO, 2006). Raios X séo radiacOes
eletromagnética com energias na faixa de 100 eV — 100 keV. Para aplicacdes em difracdo, séo
usados os raios X de comprimento de ondas curtos (hard x-rays) na faixa de poucos
angstroms a 0.1 angstrom (1 keV - 120 keV) que corresponde & ordem de grandeza dos
atomos e moléculas. O motivo de ser usar ondas eletromagnéticas na regido dos raios X é
devido ao espacamento entre as camadas de atomos em um cristal possuirem a mesma ordem
de grandeza (A) do comprimento de onda dessa radiacéo, onde o fenémeno de difracio pode
ser observado.

Para obter padrdes de difracdo acentuados em cristais, as ondas espalhadas devem
interagir entre si de forma construtiva. Esse fenbmeno é conhecido como interferéncia e
ocorre quando as ondas espalhadas, por planos sucessivos de &tomos em um cristal, estdo em
fase, ou seja, a diferenca de caminho, entre os planos do cristal deve ser igual a um mdaltiplo
inteiro do comprimento de onda, conforme Figura 4.24 (CASTRO, 2006).
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Figura 4.24: llustracdo da Lei de Bragg. (Fonte: CASTRO, 2006)

Essa condicdo é atendida, quando um conjunto de planos desse cristal satisfaz a
equacdo de Bragg em que os valores de n séo limitados pela condi¢do de sen 8 <1, 1 é 0
comprimento de onda da onda difratada e & é o angulo de espalhamento.

nA=2dsen0 (n=1,23,..)

A equacdo de Bragg é deduzida considerando-se o espacamento interplanar uniforme.
Se os arranjos de atomos planos ou o espacamento entre os planos paralelos torna-se irregular,

os padrdes de difracdo ndo sdo bem definidos. E o que ocorre nos liquidos e materiais amorfos



(por exemplo: polimeros). O difratbmetro é um instrumento para o estudo de materiais através
da maneira que estes difratam raios X de comprimento de onda conhecido. A Figura 4.25
mostra o0 arranjo basico do instrumento. Para a realizacdo das medidas a amostra é girada de
um angulo 6, enquanto o detector é girado de um angulo 26. Quando a condicdo de Bragg é
satisfeita temos um pico no sinal do detector. Sabendo-se o valor de 20 e o valor do
comprimento de onda do raio X podemos determinar o espacamento entre os planos

cristalinos que difrataram o raio X.

raios X
(monocromatico)

og®

Figura 4.25: Esquema de um difratdmetro de raios X. (Fonte: CASTRO, 2006)

Um feixe de raios X monocromatico incidindo em um cristal, em angulos variaveis,
produz um grafico chamado de difratograma. As intensidades sdo colocadas em funcdo do
angulo de espalhamento 26 (angulo entre a onda incidente e a onda espalhada). A Figura 4.26
apresenta, como exemplo, a estrutura cristalina do NaCl e seu difratograma (CASTRO, 2006).

InMensidade (u. a)

28 (graus)

(a) (b)
Figura 4.26: Cristal de NaCl (a) e seu difratograma (b). (Fonte: CASTRO, 2006)




4.6.4 Espalhamento de Luz Laser de Baixo Angulo para Anélise de
Tamanho de Particula (LALLYS)

O tamanho de particula é uma variavel de grande interesse para muitos processos, com
impacto direto na qualidade do produto final. Analisadores da distribuicdo de tamanhos de
particulas sdo empregados para o controle da producdo de pds em todas as situaces onde o
estado da distribuicdo é determinante para o processamento ou qualidade do produto.

As particulas sdo estruturas tridimensionais, em sua maioria, irregulares, polidispersas
e com diferentes propriedades fisico-quimicas. No entanto, 0os métodos correntemente
empregados para determinacdo do tamanho de uma particula fornecem como resposta um
namero, com o qual se pretende representar essa grandeza fisica (SANTOS et al., 2004).

A esfera é a Unica forma geométrica passivel de ser completamente representada por
um Unico namero no espaco tridimensional. Uma dada particula pode ser representada por
diferentes esferas, com base em uma das suas diferentes propriedades, tais como: maior ou
menor dimensdo, area projetada, area superficial, volume, velocidade de sedimentacéo,
massa, dentre outras. O principio da esfera equivalente consiste em relacionar alguma dessas
propriedades com o didmetro de uma esfera. A Figura 4.27 ilustra alguns dos diferentes
diametros médios equivalentes que podem ser gerados a partir de um grdo de areia com forma
irregular (RAWLE, 2002).

Esfera de mesmo
comprimento minimo

Esfera de

Esfera com o mesmo
comprimento méaximo 3/ : mesma massa
Esfera de
Esfera com a ‘ mesmo
* volume

mesma velocidade

de sedimentagao

Esfera de mesma
Esfera passante em igual area de superficie
abertura de peneira '

Figura 4.27: Diametros médios equivalentes. (Fonte: RAWLE, 2002)

A técnica de espalhamento de luz laser de baixo angulo (LALLS - Low Angle Laser
Light Scattering), conhecida genericamente por “espalhamento de luz”, surgiu na metade dos

anos 70 e sua instrumentacdo teve grande desenvolvimento nos ultimos 20 anos (RAWLE,



2002). Este método de andlise de tamanho de particulas, também conhecido como difracéo
laser, consiste na medicdo dos angulos de difragdo do raio laser, que sdo relacionados ao
diametro da particula.

Atualmente, é a técnica mais utilizada na determinacdo do didmetro de particulas
devido & possibilidade de medidas em diversos meios: ar, suspensdes, emulsdes e aerossois.
Possui amplitude de 0,01 a 3500 um, dependendo do equipamento, sendo a faixa de aplicacao
recomendada de 0,1 a 3000 um (ISO13320, 1999). Permite a reprodutibilidade dos resultados
pela integracdo de varias medias individuais e possibilita a facil verificacdo da calibracdo por
meio de materiais padréo.

Como desvantagens, esta técnica recente requer equipamentos de difracdo laser de
custo relativamente alto e possui dificuldade de aplicacdo para materiais com dimensdes
superiores a 2 mm, devido aos angulos de espalhamento serem muito pequenos.

No método de difracdo laser, as particulas grossas espalham o raio a menores angulos
e vice-versa. E empregado o laser (fonte de luz de comprimento de onda fixo, comumente
A=0,63 pm) e detectores para espalhamento da luz, que emitem mensagens para um
computador que calcula e fornece os resultados. As Figuras 4.28 e 4.29 ilustram o processo de
difracdo laser e os componentes do instrumento Mastersizer 2000 (utilizado na presente tese),

respectivamente.
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Figura 4.28: Processo de difracdo a laser. (Fonte: http://www.malvern.co.uk/ms2000)
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Figura 4.29: Ilustracdo da técnica espalhamento de luz no instrumento Mastersize 2000. (Fonte:

http://www.malvern.co.uk/ms2000)

Ao atingir uma quantidade de particulas, a luz incidente sofre uma interagdo segundo
quatro diferentes fenémenos (difracéo, refracdo, reflexdo e absorcéo) formando um invélucro
tridimensional de luz. O formato e o tamanho deste invélucro sdo afetados pelo indice de
refracdo relativo da particula no meio dispersante, pelo comprimento de onda da luz e pelo
tamanho e formato da particula. Detectores estrategicamente posicionados medem a
intensidade e o angulo da luz espalhada (Figura 4.29). O sinal dos detectores € entdo
convertido para a distribuicao de tamanho de particula através de algoritmos matematicos.

O conceito fundamental desta técnica ¢é a teoria de espalhamento Mie que apresenta
uma solugdo matematica para o espalhamento de luz incidente sobre particulas esféricas
(POHL, 1998) e pode ser aplicada para particulas com diferentes formatos e razbes de
aspecto. Para a sua aplicacdo, porém, € necessario um conhecimento prévio dos indices de
refracdo do material que esta sendo analisado e do meio em que ele se encontra.

A teoria de Mie descreve a medida de tamanho de particula por esferas homogéneas de
tamanho arbitrario. Para particulas ndo esféricas, a teoria de Mie considera o didmetro
esférico equivalente por volume-peso. E necessario que se saiba o indice de refracio da
particula. Essa teoria ndo tem limitagcdo quanto ao tamanho de particula a ser medido. Assim
sendo, atualmente, essa teoria € a mais rigorosa, gerando resultados bem préximos a realidade
(POHL, 1998).



4.6.5 Espectrometria de Absorcdo na regido do Infravermelho com
Transformada de Fourier pelo método Refletdncia Total Atenuada
(FTIR-ATR)

A espectrometria é o estudo das interacOes da radiacao eletromagnética com a matéria.
A radiacdo eletromagnética pode ser dividida em diferentes regides que correspondem a
diferentes técnicas espectroscopicas. A regido entre 4000 e 400 cm™ corresponde & regido
considerada infravermelho médio onde bandas vibracionais e rotacionais sdo observadas. A
espectrometria na regido do infravermelho tem sido amplamente usada em quimica organica e
analitica por muitos anos (SKOOG, HOLLER & NIEMAN, 2002).

O principio de funcionamento do equipamento de IR é a partir de feixes de ondas
eletromagnéticas incidentes sobre a amostra, que absorve energia em determinados
comprimentos de onda. Nas moléculas, os atomos ou grupos atdmicos estdo em continuo
movimento, uns em relacdo aos outros. Quando elas sdo sujeitas a radiacdo com energia
semelhante a correspondente a essas vibragdes (radiacdo IR), as moléculas podem alterar o0s
seus estados de vibracdo, absorvendo a radiacdo correspondente a diferenca de energia entre o
estado inicial e o estado excitado detectado pelo espectrébmetro. Assim, através de
comparacao dos valores de energia da radiacdo IR é possivel identificar as moléculas ou tipos
de moléculas presentes nas amostras (SKOOG, HOLLER & NIEMAN, 2002).

Com a evolucdo do espectrometro de IR utilizando o método de tratamento
matematico, a transformada de Fourier — FT, a espectroscopia na regido do IR tornou-se uma
ferramenta valiosa para estudos de sistemas bioldgicos (LIAO et al., 2006). O método da
transformada de Fourier é rdpido e sensivel e acoplando-se acessorios como o ATR
(refletancia total atenuada) é possivel estudar as camadas superficiais da amostra, permitindo
uma analise ndo destrutiva da superficie. Este acessorio simplifica as analises de FTIR de
pastas, géis, semi-sélidos, pos e filmes. A superficie horizontal da amostra permite coletar
facilmente o espectro infravermelho (SOUZA et al., 2008).

A Tabela 4.1 apresenta os diversos grupos funcionais que podem ser observados em

funcdo da frequencia com a técnica espectrometria na regido do infravermelho (IR).



Tabela 4.1: Posicdo das bandas caracteristicas dos grupos funcionais na técnica IR. (Fonte: SKOOG, HOLLER
& NIEMAN, 2002)

Grupo Classe de compostos Freqiiéncia (cm™) Intensidade
C-H Alcano 2965-2850 (axial) Forte
- CH3 1450 (angular) Médio
1380 (angular) Médio
-CH2 1465 Médio
Alqueno 3095-3010 (axial) Médio
700-1000 (angular) Forte
Alquino ~3300 Forte
Aldeido 2900-2820 Fraco
2775-2700 Fraco
C-C Alcano 700-1200 Fraco
Alqueno 1680-1620 Larga
Alquino 2260-2100 Larga
C=0 Cetona 1715 Forte
Aldeido 1725 Forte
Acido carboxilico 1710 Forte
Ester 1735 Forte
Amida 1650 Forte
Anidrido 1820 e 1760 Forte
C-O Alcool, ester, acido,éter 1300-1000 Forte
O-H Alcool
Mondmero 3650-3590 Largo e agudo
Em ligacdo hidrogénio 3400-3200 Forte e agudo
Acido carboxilico
Em ligacdo hidrogénio 3300-2500 Largo
N-H Amina e amida secundarias ~3500 (axial) Médio
Amina e amida secundarias 3500 (axial) Médio
C=N Nitrila 2260-2240 Médio
C-X Fluoreto 1400-1000 Forte
Cloreto 800-600 Forte
Brometo 600-500 Forte
lodeto ~500 Forte

A técnica FTIR-ATR combina o poder da espectrometria IR com a dptica de reflexao
total atenuada. Na técnica do ATR, um raio de luz infravermelha penetra num cristal
(denominado elemento de reflexdo interna - IRE) que deve ser transparente a irradiacdo
infravermelha, apresentar indice de refracdo elevado e em determinado angulo de incidéncia
da radiacdo. A amostra deve estar e perfeito contato fisico com a superficie deste cristal que
pode ser de diferentes materiais (germanio - Ge, seleneto de zinco - ZnSe, silicio - Si, iodeto
de talio-brometo de talio - KRS-5, safira e outros). A reflexdo interna do raio de luz dentro

deste material cria ondas evanescentes. Em cada reflexdo, a onda continua além da superficie



do cristal, indo para o interior da amostra, passando por reflexdes mdaltiplas antes de sair do
cristal e ser detectado (LIAO et al., 2006; SOUZA et al., 2008). O principio da técnica de
ATR é ilustrado na Figura 4.30.
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Figura 4.30: Diagrama esquematico do caminho da radiacdo infravermelha no acessorio ATR. (Fonte:
www.perkinelmer.com)

ATR € o método mais utilizado para explorar a estrutura quimica dos polimeros, a
preparacdo previa das amostras ndo e necessaria. O acessorio é préatico de ser utilizado e 0s
espectros apresentam ricas informacdes quimicas das ligacfes. Outras vantagens do método
sdo apresentadas abaixo:

e Répida aquisicdo de dados (até 10 espectros por segundo). Dados podem ser obtidos
guase que continuamente e os resultados podem ser apresentados em um tempo real,;

e Potencial para analise de multicomponentes de espectros complexos;

e Capacidade de obtencdo de dados de sistemas fisiologicos intactos em ambientes
aquosos através da subtragdo do “background”;

e Sensibilidade a superficie;

e Simplicidade do procedimento de medida;

e Observacdo de conformacdo macromolecular através das caracteristicas espectrais;

e N&o requer preparacdo destrutiva da amostra e permite o estudo de sistemas

moleculares sem rompé-los.



4.6.6 Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear (NMR)

A interacdo entre atomos e radiacdo eletromagnética é caracterizada pela absorcéo e
emissdo de fotons pelos atomos, de tal forma que os quanta dos fétons sejam iguais a
diferenca de energia dos niveis energéticos atbmicos. Sabendo-se que a energia de um foton é
proporcional a freqliéncia, as diferentes formas de espectrometria sdo distinguidas com base
nas frequéncias envolvidas. A espectrometria de NMR usa radiofrequéncias que estdo na
variacdo de 4 a 900 MHz. Em NMR a absorcdo e emissdo da radiacdo eletromagnética pode
ser observada quando o nucleo € submetido a um intenso campo magnético uniforme
(SILVERSTEIN, BASSLER & MORRIL, 1994).

A base desta técnica foi proposta por W. Pauli em 1924, sugerindo que certos nucleos
atdbmicos deveriam ter as propriedades de spin e momento magnético e que,
consequentemente, a exposi¢cdo a um campo magnético deveria levar a um deslocamento de
seus niveis de energia. Foi, no entanto, em 1946 que Bloch e Purcell demonstraram que 0s
nucleos absorvem radiacdo eletromagnética em um campo intenso, como consequiéncia do
desdobramento de niveis de energia induzido pelo campo magnético (SKOOG, HOLLER &
NIEMAN, 2002).

Nucleos magnéticos de diferentes espécies possuem diferentes frequéncias de
ressonancia. NMR, inicialmente, tinha por objetivo determinar momentos magnéticos
nucleares e somente se desenvolveu para uma das mais versateis formas de espectrometria
depois da descoberta que nicleos na mesma molécula absorvem energia em diferentes
frequéncias de ressonancia. A frequéncia de ressonancia depende do ambiente quimico do
nacleo da molécula. A este fendmeno designou-se Deslocamento Quimico, do inglés
Chemical Shift.

O deslocamento quimico surge porque o campo realmente experimentado por um
—
ntcleo (B) em um aomo ou molécula difere ligeiramente (0,01G a 0,1G) do campo

magnético externo (go), 0 campo que seria sentido pelo ndcleo sem a presenca de seus
elétrons. Os elétrons nos atomos sdo os responsaveis pela ocorréncia de desvios quimicos em
RMN. Por causa da presenca de elétrons rodeando os nucleos uma amostra colocada em um
campo magnético fica magnetizada e, portanto, modificard o campo, ilustrado na Figura 4.31.
Esta magnetizacdo resulta da polarizacdo dos momentos magnéticos dos elétrons quando a
molécula possui elétrons com spins desemparelhados (substancia paramagnética). No caso de
substancia paramagnética o campo interior da amostra é maior do que o aplicado. Se ndo ha

spins desemparelhados (substancia diamagnética) a amostra fica magnetizada por causa das



correntes de elétrons induzidas nas moléculas da amostra pelo campo externo aplicado. Neste

outro caso 0 campo no interior da amostra € menor do que o campo externo (SILVA, 2008).
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Figura 4.31: Origem do Deslocamento Quimico: 0 movimento dos elétrons gera um campo B- que se opde ao
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campo externo B o- (Fonte: SILVA, 2008)
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Percebe-se que os deslocamentos quimicos dependem da intensidade de £,. Para uma
melhor andlise, os deslocamentos quimicos sdo expressos em funcdo das frequéncias do
composto sobre investigagdo e um composto de referencia. O sinal de referéncia é obtido
adicionando uma pequena quantidade do composto de referéncia a amostra. Um bom
composto como padrdo de referéncia deve ser quimicamente inerte, ndo reagir e ndo se
associar com as moléculas da substancia analisada; solivel em um elevado ndmero de
amostras e originar um unico sinal, estreito, intenso e afastado da regido de frequéncias em
que as amostras apresentam picos. Um composto de referéncia amplamente utilizado para
NMR de *H e *3C é o tetrametilsilano (TMS), por definicdo seu deslocamento (8 ) é zero.

Com o avanco dos estudos e dos aparelhos de medida observou-se nos espectros, além
do deslocamento quimico ha uma outra fonte de informagdo fornecida pelos espectros NMR
devido as interagbes magnéticas entre 0s ndcleos. Estas interacbes provocam o
desdobramento das linhas de ressondncia em diversas linhas menores. Este fenémeno se
origina do fato de que um nudcleo com momento magnético interage com outro através do
espaco ou através das ligagbes quimicas. Ao primeiro denomina-se acoplamento dipolar e ao

segundo acoplamento escalar.



Moléculas em liquidos rotacionam rapidamente com frequentes mudancas nos eixos e
velocidades de rotacdo como um resultado das colisdes com outras moléculas.
Consequentemente as interacdes dipolares diretas (atraves do espago) possui uma média total
nula e ndo ha acoplamento dipolar liquido. Apesar de nao produzir desdobramentos nos
espectros de NMR de liquidos, o acoplamento dipolar é de vital importancia para o
entendimento de NMR do estado solido e possui um papel crucial nos processos de relaxagdo
(SILVA, 2008).

Como exemplo, considera o acoplamento escalar entre dois ndcleos de spin ¥ numa
molécula AX, tal como o fluoreto de hidrogénio HF (a distancia na ordem alfabética
correspondente a distancia nas frequéncias de ressonancia). O momento magnético do nucleo
A causa uma fraca polarizacdo magnética dos seus elétrons orbitais que estdo envolvidos nas
ligacGes. Esta polarizacdo é transmitida para o nacleo X acoplado devido a superposicdo dos
orbitais (Figura 4.32). O nlcleo X tendo a polarizacdo de seus elétrons provocada pela
polarizacdo dos elétrons do nucleo A. Por consequéncia, dependendo do estado de spin de A
(alinhado ou desalinhado com o campo), o campo realmente sentido por X pode aumentar ou
diminuir, assumindo dois valores e fazendo com que o sinal de NMR de X seja dividido em
um dubleto. O mesmo ocorre para o ntcleo A. Como os dois estados de spin de X sdo quase

igualmente provaveis, as linhas do dupleto possuem a mesma intensidade.

nuvem eletrdnica

Figura 4.32: Representagdo esquematica da interagdo spin-spin através das ligagoes quimicas. (Fonte: SILVA,
2008).



4.6.7 Microscopia Eletronica de Varredura (SEM)

O desenvolvimento da microscopia eletronica teve como principal desafio conseguir
ultrapassar a barreira de resolucdo pela luz visivel. O primeiro prototipo de microscopio
eletronico foi construido em 1931. No final dos anos 80 o lancamento no mercado dos
microscopios ambientais tornou a técnica mais versatil. As técnicas de microscopia eletronica
(microscopia eletrénica de transmissdo, de varredura e de transmissdo com varredura) séo
hoje as principais ferramentas disponiveis para o estudo da estrutura fina e da morfologia de
materiais. Uma das principais versdes é a microscopia eletrénica de varredura (SEM).

Diferentemente da microscopia 6ptica (OM), que usa luz para formacao de imagem, o
microscopio eletrénico utiliza elétrons. A principal vantagem de se utilizar um microscopio
eletronico em relacdo a um dptico ¢ a resolucédo, definida como a menor distancia entre dois
pontos da amostra que podem ser visualizados como dois pontos distintos na imagem.
Microscopios Opticos garantem a visualizacdo de detalhes em escala micrométrica, enquanto
gue os microscopios eletronicos de varredura em escala nanométrica.

O microscopio eletrénico de varredura é, sem duvida, o microscopio eletrénico mais
versatil, devido as suas caracteristicas. E geralmente utilizado para o estudo de estruturas
superficiais ou subsuperficiais de amostras com dimensdes relativamente grandes. As imagens
tém alta profundidade de foco. Sdo imagens tridimensionais sendo mais faceis de interpretar
gue as imagens de projecdo de microscopia de transmissdo. O SEM também produz imagens
de alta resolucdo, garantindo alta ampliacdo de detalhes proximos sem perda de nitidez.

A Figura 4.33 apresenta um diagrama esquematico dos componentes de um
microscopio eletronico de varredura. A coluna do microscopio consiste de uma fonte de
elétrons, lentes eletromagnéticas e bobinas de varredura que operam sob vacuo. Um tipo de
filamento de tungsténio é a fonte de elétrons. Para reduzir o didmetro do feixe de elétrons, o
focalizando sobre a superficie da amostra, as lentes eletromagnéticas e os diafragmas séo
usados. As bobinas de varredura tém a funcdo de defletir o feixe, controlando, assim, a
varredura do mesmo sobre a superficie da amostra (CANEVAROLO JR., 2003).

A irradiacdo da amostra com elétrons provoca a emissdo de elétrons secundarios,
retroespalhados e de raios X. Tais microscopios possuem detectores especificos para cada
emissdo, sendo que os detectores de raios X sdo usados para anélise quimica. A formacédo da
imagem é ocasionada pela detecgdo dos elétrons secundarios. Produz-se um sinal elétrico a
cada ponto varrido na superficie da amostra, tal sinal é varrido através da tela de um tubo de

raios catddicos (CRT), enquanto que o brilho deste sinal € modulado por um amplificador de



corrente do detector. Com o sincronismo entre a varredura do sinal intensificado no CRT e a
varredura de elétrons sobre a amostra hd a preservacdo da correspondéncia espacial entre a
amostra e imagem. Com isso, a determinacdo da ampliacdo da imagem é simples, ou seja, a
ampliacdo é obtida pela razdo entre o comprimento da varredura do sinal gerado na CRT e o
comprimento da varredura do feixe sobre a amostra (CANEVAROLO JR., 2003).
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Figura 4.33: Diagrama esquematico dos componentes relevantes de um microscopio eletrénico de varredura.
(Fonte: CANEVAROLO JR., 2003)

O aspecto mais atrativo da microscopia de varredura é a facilidade de preparacdo da
amostra. A montagem da amostra é feita sobre suportes metalicos, utilizando adesivos
condutivos (fitas de carbono). O revestimento da amostra por um filme condutor tem como
objetivo evitar o acimulo de carga negativa. A camada de metal deve ser suficientemente
continua e fina a fim de ndo mascarar a topografia da superficie. A técnica utilizada para o
recobrimento das amostras poliméricas estudadas (que ndo sdo condutoras) foi a metalizagdo
por “sputtering”. A liga de ouro-paladio foi o metal de recobrimento escolhido para imagens
de topografia gerada por elétrons secundarios, produzindo assim alto rendimento do sinal
gerado. Uma solucdo alternativa para evitar o acimulo de carga negativa sobre a superficie da
amostra € a operacdo do microscopio em baixa voltagem, também utilizado nas amostras

estudadas, voltagem de 15 kV.



4.6.8 Microscopia Optica (OM)

A funcdo do microscopio é produzir uma imagem ampliada do objeto, contendo a
informacdo estrutural pretendida, podendo ser percebida pelo sistema olho-cérebro, uma vez
que a observacdo direta de um objeto pelo mesmo estéd limitada a uma resolucéo cerca de 70
um. Para a percepgédo correta da estrutura de um objeto é também essencial que esta produza
variacOes de intensidade luminosa ou de cor na imagem, que s&o Unicas caracteristicas da luz
que a visao humana é sensivel.

Resolucdo, ampliacdo e contraste sdo as caracteristicas principais a considerar quando
se seleciona a microscopia para observar a morfologia de um objeto. A resolugdo maxima do
microscopio optico é cerca de 0,1 um e esté limitada pela natureza da luz (CANEVAROLO
JR., 2003). O microscépio Optico pode funcionar em transmissdo ou em reflexdo. O primeiro
modo é usado com amostras transparentes e o segundo em amostras opacas. A constitui¢do de
um microscopio Optico em ambos 0s modos € essencialmente idéntica.

A Figura 4.34 apresenta 0s principais constituintes de um microscopio éptico. A fonte
luminosa é geralmente uma lampada de tungsténio e produz o feixe de luz que vai interagir
com a amostra. O diafragma de campo, colocado antes do condensador, permite variar a
dimensdo da zona iluminada da amostra. O condensador tem como funcdo concentrar a luz,
com intensidade uniforme, na zona iluminada da amostra. O diafragma de abertura do
condensador permite variar 0 angulo de abertura do cone luminoso que incide na amostra, 0
ajuste desse angulo afeta a resolucdo final do microscépio.

O sistema de lentes designado por objetiva recolhe a luz proveniente da atmosfera e
forma a imagem primaria. Esta imagem & real, invertida e ampliada da zona em observacao. A
objetiva é o principal responsavel pela resolucdo e pela maior parte da ampliacdo da imagem.
A ocular, de modo idéntico ao de uma lupa, recolhe os raios divergentes que formaram a
imagem primaria e produz uma imagem final, virtual que é percebida pelo sistema olho-
cérebro como se estivesse situada a 25 cm da ocular. A ampliacdo final da imagem é dada
pelo produto da ampliacdo da objetiva pelo da ocular. No microscopio de reflexdo a luz é
dirigida para a amostra através da objetiva que, neste sistema atua, também, como

condensador.
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Figura 4.34: Constituintes principais do microscopio optico. Legenda: L- ldmpada, Laux — lente auxiliar
do sistema de iluminacdo, C — condensador, Ob — objetiva, Oc — ocular e O — olho. (Fonte: CANEVAROLO JR.,
2003).

Conforme Figura 4.34, no microscopio Optico existem duas séries de planos
conjugados: a série da amostra e a série da lampada. Uma imagem que se forme num plano de
uma das séries repetir-se-a nos planos seguintes da mesma série, mas nao da outra. A série da
amostra inclui o diafragma de campo, o plano da amostra, o plano da imagem priméria (PIP) e
a retina do olho. Na outra série estd o filamento da lampada, o plano focal frontal do
condensador, o plano focal posterior da lente e pupila de saida da ocular.

Para obter os melhores resultados na observacdo com o microscépio, é essencial que a
zona da amostra em observacao seja iluminada com uma intensidade uniforme e que o cone
de luz que nela incide proveniente do condensador tenha uma abertura adequada a lente (o
procedimento contém 0s seguintes passos: 1- ajuste do diafragma de campo, 2- ajuste do

diafragma do condensador e 3- ajuste do sistema binocular).



CAPITULO 5
MATERIAIS £ METODOS



Na realizagdo da parte experimental deste trabalho, foram utilizados os seguintes

reagentes e solventes no preparo dos copolimeros e microencapsulados de tetraciclina nos

mesmos, bem como os instrumentos utilizados para sintese e caracterizacéo.

5.1- Reagentes

2-etil-hexanoato de estanho — [CH3(CH,)3CH(C,Hs5)CO,],Sn — Procedéncia: Aldrich, n°
28171-2, adverténcias no rotulo: material irritante;

l,1-lactideo — (3S)-cis-3,6-dimetil-1,4-dioxano-2,5-diona — Procedéncia: Aldrich, n°® 4511-
45-6, ponto de fusdo: 116-119°C, grau de pureza: 98%, adverténcias no rétulo: material
irritante, devendo ser conservado e/ou manipulado sob atmosfera de nitrogénio, material
rapidamente hidrolisavel e devendo ser mantido sob refrigeracdo;

Poli(glicol etilénico) - Procedéncia: Oxiteno do Brasil, lote n°® 050317C20347, validade
17/03/2007, massa molar 4000g/mol (forma solida), indice de hidroxila de 28 mg KOH/g;
Tetraciclina — C:H25N2Og - Procedéncia: Merck, Art. 8189, M = 480,90g/mol ;

5.2- Solventes

Acetona - Procedéncia: Ecibra Reagentes Analiticos, lote n°® 16823 de Marco de 2006,
validade de 3 anos, grau P.A.;

Cloroformio - Procedéncia: CAAL Reagentes Analiticos, lote n® 3439 de 02/2006,
validade de 3 anos, grau P.A,;

Diclorometano - Procedéncia: Quimex QX 330.1000, lote 24684, grau P.A.;

Hexano - Procedéncia: CAAL Reagentes Analiticos, lote n°® 97817 de 12/2006, validade
de 3 anos, grau P.A;

Solucgdo elaborada de 1% p/v de poli(acido vinilico) (PVA) (Procedéncia: Sigma-Aldrich,
80% hidrolisado e Mw = 10000).

5.3- Equipamentos

Além dos equipamentos e vidrarias comuns aos laboratorios, foram usados 0s

instrumentos citados abaixo para o preparo e a caracterizacdo dos copolimeros biodegradaveis

e das microesferas obtidas do microencapsulamento desses copolimeros com a tetraciclina:

Agitador magnético: marca JK IKA WERKE, modelo RH-KT/C ©

(*) Cabe resaltar que a escolha da tetraciclina foi baseada na disponibilidade deste farmaco no laboratdrio
IQ/UFMG.



e Analisadores Termogravimétricos Simultdneos TG-DTA: marca TA INSTRUMENTS,
modelo SDT 2960 ® e marca METTLER TOLEDO, modelo 851E ©

e Balanca analitica: marca MARTE, modelo AL500 )

e Balanca digital: marca DENVER INSTRUMENTS, modelo P1-2250 ©

e Calorimetro Exploratério Diferencial: marca TA INSTRUMENTS, modelo DSC2010 @

e Centrifuga: marca EPPENDORF, modelo CENTRIFUGE 5702 ©

e Espectrofotometro de Infravermelho: marca PERKIN ELMER, modelo Spectrum One
FTIR (Método de Refletancia Total Atenuada - ATR) )

e Espectrofotdbmetro de Ressonancia Magnética Nuclear (*H e **C): marca BLUKER,
modelo AC200 ¢

e Estufaa vacuo: marca TEACNAL, modelo TE-395/TE-058 &

o Difratbmetro de Raios X: marca RIGAKU, modelo MINIFLEX

e Dispersor: marca JK IKA WERKE, modelo da haste ULTRA-TURRAX T8 ©

e “Glove Box” - Camara de acrilico fechada em atmosfera de nitrogénio )

e Liofilizador: marca THERMO ELECTRON CORPORATION, modelo SAVANT
MODULYOD (Freezer Dryer) ®

e Medidor de Particulas: marca MALVERN INSTRUMENTS, modelo MASTERSIZER®

e Microscopio Eletronico de Varredura: marca JEOL TECHNICS LTDA, modelo JSM-
5610V @

e Microscopio Optico (Estéreo): marca OLYMPUS, modelo SZH 10 com camera digital da
marca NIKON, modelo COOL PIX 5400 ©

e Pipetas automaticas: marca HTL, modelo LABMATE+ de capacidade de até 1 ml ©

e Termdmetro/higrometro: marca INSTRUTHERM, modelo HT-210 )

e Ultrasom: marca SONICS, modelo VIBRACELL ©

A autora expressa seus agradecimentos as seguintes instituicdes que permitiram a preparacdo e caracterizacao
das amostras:

(1) Departamento da Engenharia de Materiais - USP

(2) Departamento de Processos Organicos - Escola de Quimica - UFRJ

(3) Instituto de Quimica - UFMG

(4) Instituto de Macromoléculas - UFRJ

(5) Departamento de Geociéncias - UFRRJ



5.4- Métodos de Preparo

5.4.1- Preparacao dos Copolimeros de PLLA-PEG-PLLA

O polimero de poli(glicol etilénico) foi previamente seco em estufa a vacuo sob
temperatura de 40°C, 0,099 atm por 24 horas. O mondmero |,I-lactideo e o catalisador 2-etil-
hexanoato de estanho foram recebidos secos e em embalagem selada ndo sendo necessario
prévia purificacdo ou secagem. Demais produtos quimicos foram usados sem prévia
purificacdo ou secagem.

Os copolimeros biodegradaveis foram sintetizados pela técnica de polimerizacdo em
massa devido a facilidade do processo e a contaminacdo minima do produto final. As
composicdes projetadas para os trés tipos de copolimeros sintetizados em massa a partir do

segmento PEG-4000 desta tese encontram-se descritas na Tabela 5.1.

Tabela 5.1: Composicao de copolimeros baseados em PLLA e PEG.

Copolimero Razdo Molar ~ DPpp " Catalisador
LA/EQ ¢ SnOcty:OH®
1 2 91 1
2 1 455 0,05
3 2 91 0,05

W LA/EO (C;3H40,/C,H,0) - razéo entre o monémero e o oxido de etileno (na forma de PEG).
@ DPpy A - grau de polimerizacdo esperado para o bloco PLLA de cada copolimero
® SnOct,:0H - relagdo molar entre catalisador por hidroxila de PEG.

Tais composicdes foram baseadas nos estudos de Drumond & Wang (2005) a fim de
sintetizar copolimeros anfifilicos fisicamente estaveis para uso posterior como sistemas de
liberacdo de farmacos, portanto ndo existindo a necessidade em elaborar um planejamento

experimental para esta tese.



Na camara glove box, Figura 5.1, purgada com nitrogénio, foram realizadas as
pesagens dos reagentes. Para o copolimero 1, massas pré-estabelecidas de poli(glicol
etilénico) PEG 4000 e catalisador 2-etil hexanoato de estanho (Tabela 5.1) foram introduzidos
em tubo seco, selado com parafilme para evitar qualquer contato com a umidade do ar.
Posteriormente, o tubo foi levado para um banho de silicone pre-aquecido a 120°C a fim de
obter uma ativagdo mais homogénea. Apo6s 20 minutos de ativacdo, o tubo foi retirado do
banho, transferido para dentro da cdmara seca e introduzido a quantidade do reagente restante,
monomero lactideo (LA). O tubo foi selado novamente em atmosfera seca e levado a um
outro banho de silicone a 135°C. Esta reacdo teve o periodo de 144 horas (6 dias). O
copolimero obtido foi purificado por trés sucessivas dissolugdes em cloroférmio e
precipitacdo em hexano. Apds a purificacdo, o0 mesmo foi seco ao ar livre por 24 horas e a
vacuo por 72 horas (DRUMOND, MOTHE & WANG, 2004, 2007).

Figura 5.1: Camara “Glove-box” utilizada para a preparagdo dos copolimeros.

A rota desses procedimentos é simplificada no seguinte diagrama de blocos como

mostra a Figura 5.2.



PREPARACAO DOS COPOLIMEROS
(célculo das quantidades, secagem do material,

preparacdo no glove box)

ATIVACAO DO PEG
(com catalisador e PEG, reagindo por 20 minutos
no banho a 120°C)

REACAO DE POLIMERIZACAO
(PLA e PEG jé ativado, reacéo por 144 ou 148
horas a 135 ou 120°C)

2

DISSOLUCAO E PRECIPITACAO
(copolimeros sdo dissolvidos em cloroférmio e

precipitados em hexano)

2

SECAGEM

(ao ar livre e em estufa a vacuo)

Figura 5.2: Diagrama de blocos do procedimento de copolimerizagdo.

O copolimero 2 seguiu a mesma rota de sintese do copolimero 1, diferenciando-se
deste nas massas pré-estabelecidas dos polimeros e catalisador, na temperatura e no tempo de
polimerizagdo. Ou seja, a reacdo teve o periodo de 148 horas e a 120°C. As etapas de

purificacdo e secagem foram as mesmas do copolimero 1.



O copolimero 3 seguiu a mesma rota de sintese do copolimero 2, diferenciando-se
somente deste na proporcdo de LA/EO, conforme Tabela 5.1. As etapas de ativagéo do PEG,
polimerizacdo, purificacao e secagem foram as mesmas do copolimero 2. Os trés copolimeros
obtidos apresentaram aspectos similares: cor branca e sob a forma de pd, conforme mostra a

Figura 5.3.

Figura 5.3: Fotografia dos trés copolimeros obtidos.

5.4.2- Preparacdo do Microencapsulamento pelo método de dupla emulséo

por evaporacao do solvente

Inicialmente, vidrarias, espatulas e eppendorfs foram lavados com agua e detergente e
rinsados, posteriormente, com acetona e agua destilada abundantemente e mantidos na estufa
por aproximadamente de 30 minutos.

Apds secagem, foram pesados aproximadamente 20mg de tetraciclina no eppendorf e
150mg do copolimero PLLA-PEG-PLLA preparado em tubo de vidro. No eppendorf
contendo tetraciclina foi adicionado 250ul de agua destilada (solugdo A) e no tubo de vidro
contendo o copolimero preparado de PLLA-PEG-PLLA foi adicionado 1,5ml de
diclorometano (solucéo B).

A solucdo A foi adicionada na solugéo B, observando-se duas fases: oleosa e aquosa.

Tal mistura foi mantida em ultra-som por 60 segundos a amplitude de 25% e pulso 4.0. No



dispersor foi mantido um becker contendo 50 ml da solugéo surfatante de PVA a 1% (M=
10000).

Apdbs o tempo de exposicdo no ultra-som e com o auxilio de pipeta tipo Pasteur, a
mistura foi adicionada na solu¢do de PVA e mantida no dispersor a uma velocidade de 15500
rpm em temperatura ambiente por 60 segundos. Em seguida, a emulséo foi mantida sob
agitacdo mecanica com intuito de eliminar o solvente diclorometano por evaporagdo. As
condicdes operacionais foram: periodo de 3 horas, temperatura de 25°C e velocidade de 800
rpm.

Apos agitacdo, a dupla emulsdo (w/o/w) foi separada em quatro tubos e 0s mesmos
foram submetidos a trés etapas de centrifugagéo de 4 minutos a uma velocidade de 2000 rpm
a fim de retirar ao maximo todo o solvente usado. Entre as centrifugacdes foi utilizada a agua
destilada para suspensdo do precipitado. Ap6s centrifugacdo, o precipitado total foi submetido
ao nitrogénio liquido e liofilizado por um periodo minimo de 12 horas a uma temperatura de -
50°C a 214 mbar a fim de secar todo o precipitado formado.

As relacdes de diclorometano/copolimero e de Aagual/tetraciclina, a escolha do
surfatante PVA e o0s parametros envolvidos no procedimento acima descrito de
microencapsulamento por dupla emulsdo foram estabelecidos por estudos similares de
Bezemer e colaboradores (2000); Li e colaboradores, 2000; Choi e colaboradores (2001),
Freitas, Merkle & Gander, 2000; Li, Rouaud & Poncelet, 2008 e Yang, Park & Na (2009).

As etapas descritas anteriormente foram realizadas para os trés copolimeros
desenvolvidos de PLLA-PEG-PLLA. Foram realizadas duplicatas de cada copolimero
preparado, portanto 6 microesferas preparadas em que a tetraciclina foi microencapsulada. As
6 microesferas preparadas foram caracterizadas pelas técnicas descritas na se¢éo 4.6.

Além disso, uma sétima microesfera foi preparada alterando-se a relagdo da fase
aquosa e a fase oleosa, ou seja, a solugdo A foi obtida por aproximadamente 20mg de
tetraciclina com 1 ml de agua e a solucdo B foi obtida com aproximadamente 150mg do
primeiro tipo de copolimero preparado e 1ml de diclorometano. As etapas posteriores se
mantiveram as mesmas. O precipitado final também foi caracterizado pelas técnicas descritas
na secdo 4.6. A rota do procedimento de microencapsulamento por dupla emulsdo €

simplificada no diagrama de blocos, Figura 5.4.



MICROENCAPSULAMENTO
(lavagem, secagem das vidrarias e pesagem dos

materiais envolvidos)

] ]

FASE AQUOSA FASE OLEOSA
(tetraciclina + (copolimero +
agua destilada) diclorometano)

ADICAO DAS DUAS FASES (W/O)
(ultrassom por 60 s., amplitude de 25%)

1

ADICAO DA DUPLA EMULSAO EM SOLUCAO
AQUOSA DO SURFATANTE

2

AGITACAO MECANICA PARA
EVAPORACAO DO DICLOROMETANO

1

CENTRIFUGACAO E LIOFILIZACAO

Figura 5.4: Diagrama de blocos do procedimento de microencapsulamento.



5.5- Metodos de Caracterizagéo

5.5.1- Analise Microbioldgica

Avaliagdo microbioldgica dos copolimeros sintetizados foi realizada baseada na
metodologia proposta pela American Public Health Association (APHA) que consiste da
preparacdo de uma série de diluicGes decimais para cada copolimero e plagueamento em
profundidade (1ml), em Plate Count Agar, sempre em duplicata. Os resultados das analises
microbioldgicas foram expressos como Contagem Total de Meséfilos Aerdbios <10 UFC/g

(unidades formadoras de col6nias).

5.5.2- Analise Téermica
5.5.2.1- Termogravimetria (TG) / Termogravimetria Derivada (DTG) e

Andlise Termica Diferencial (DTA)

A caracterizacdo dos copolimeros, da tetraciclina e dos microencapsulados pela
técnica TG/DTG e DTA foram realizadas em um analisador simultdneo TG-DTA da marca
TA Instruments, modelo SDT 2960. As anélises de TG/DTG e DTA foram realizadas na razéo
de aquecimento de 10°C/min de 25-800°C sob atmosfera de nitrogénio (gas inerte) na vazéo
de 120 mL/min.

Para efeito de confirmacdo dos eventos de decomposicdo da tetraciclina foi utilizado
um analisador simultineo TG-DTA da marca Mettler-Toledo, modelo 851E na mesma
atmosfera e razdo de aquecimento do analisador anterior, porém na faixa de temperatura de
25-700°C.

5.5.2.2- Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A caracterizacdo dos copolimeros, da tetraciclina e dos microencapsulados pela
técnica DSC foi realizado em um calorimetro de varredura diferencial da marca TA
Instruments, modelo DSC 2010. As andlises de DSC foram realizadas na razdo de

aquecimento de 10°C/min de 25-200°C sob atmosfera de nitrogénio na vazao de 80 mL/min.

5.5.3- Difracao de Raios X (XRD)

As analises de difratometria de raios X para dois copolimeros e de um
microencapsulado no difratbmetro da marca Rigaku, modelo Miniflex, operando a 30 kV, 15
mA sob radiacdo Cu K, filtro de Ni, angulos de difracdo (26) variando de 2° a 60° e taxa de

varredura de 3°/min.



5.5.4- Espalhamento de Luz Laser de Baixo Angulo para Anéalise de Tamanho
de Particula (LALLYS)

Todos os microencapsulados desenvolvidos foram analisados no medidor de particulas
da marca Malvern Instruments modelo Mastersizer 2000. O perfil de distribuicdo do tamanho
de particula das amostras foi obtido conforme as seguintes condicdes de operacao:
temperatura ambiente de 20°C, velocidade de bombeamento de 2000 rpm e ultrasom de 20%
de amplitude.

5.5.5- Espectrometria de Absorcdo na regido do Infravermelho com
Transformada de Fourier pelo método Refletdncia Total Atenuada
(FTIR-ATR)

A caracterizacdo dos copolimeros, da tetraciclina e dos microencapsulados pela
técnica FTIR-ATR foi realizado no espectrometro da marca Perkin Elmer, modelo Spectrum
One com as seguintes condicdes operacionais: 128 varreduras, resolucdo de 4 cm™, faixa de

operacdo de 400 a 4000 cm™, velocidade de varredura de 0,20 cm/s e temperatura de 20 °C.

5.5.6- Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear (NMR)

A caracterizacdo da tetraciclina e dos microencapsulados pela técnica NMR foi
realizado no espectrometro da marca Bluker, modelo AC200 a 200 MHz, temperatura
ambiente e solvente cloroférmio deuterado para os copolimeros e &gua deuterada para

caracterizacdo da tetraciclina pura.

5.5.7- Microscopia Eletronica de Varredura (SEM)

As andlises de SEM dos copolimeros e microencapsulados foram realizadas em um
microscopio eletrdnico de varredura da marca JEOL Technics, modelo JSM-561. As
micrografias foram obtidas nas condi¢des operacionais de 15 kV, 4-6 A, distancia de 10mm e
metalizacdo de liga de ouro-paladio.

5.5.8- Microscopia Optica (OM)

As analises de OM dos copolimeros, tetraciclina e microencapsulados foram
realizadas em um microscépio optico (estéreo) da marca OLYMPUS, modelo SZH 10 com
camera digital da marca NIKON, modelo COOL PIX 5400. As fotografias foram obtidas com
lentes objetivas de codificacdo 1 e 2, zoom (ampliacdo) de 50 vezes.



CAPITULO 6
RESULTADOS E DISCUSSAO



O capitulo abordaré os resultados de caracterizacdo dos copolimeros de PLLA-PEG-
PLLA pelas técnicas: Andlise Térmica (TG/DTG, DTA e DSC), Difragdo de Raios X,
Espectrometria de Absorcdo na regido do Infravermelho com TF pelo método de ATR e a
morfologia por Microscopia Eletrénica de Varredura e Optica. Também sera apresentada a
caracterizagdo, ndao sO pelas técnicas anteriormente apresentadas, mas também por
Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear (Hidrogénio e Carbono) das microesferas

obtidas pelo microencapsulamento do farmaco tetraciclina nesses copolimeros.

6.1- Caracterizacdo dos Copolimeros

6.1.1 Analise Microbiologica

Foi realizada uma série de diluicdes decimais para cada copolimero e posterior
plagueamento em profundidade de 1ml, em Plate Count Agar, em duplicata, portanto seis
amostras foram elaboradas baseadas no procedimento analitico da American Public Health
Association (APHA) (MORTON, 2001).

Como resultado, ap6s o periodo de observacdo das placas, ndo foi verificado
crescimento de coldnias, para todos os copolimeros. Portanto, o resultado foi expresso pelo
limite de deteccdo do método, isto é, o resultado foi expresso como a Contagem Total de
Mesdfilos Aerébios menor que 10 UFC/g (unidades formadoras de colbnias) para os
copolimeros. Conforme secdo 4.6.1, tal avaliacdo microbioldgica indica que as condicdes de
higiene foram satisfatorias e os riscos microbioldgicos que os copolimeros podem oferecer a

saude do consumidor sdo minimos.



6.1.2- Analise Térmica

6.1.2.1- Termogravimetria (TG) / Termogravimetria Derivada (DTG)

As curvas de TG, Figura 6.1, mostram que os copolimeros estdo compreendidos de
dois tipos de segmentos com estabilidades térmicas muito distintas que podem ser atribuidas
aos segmentos de PLLA e de PEG. Mothé, Drumond & Wang (2006) apresentaram resultado
de Termogravimetria para o PEG (M, = 4000) com um unico estagio de decomposicdo a T; =
370°C. Estudos de Wang e colaboradores (2008) em sistemas de blendas poliméricas
contendo PDLLA e PEG observaram que as mesmas apresentaram estabilidade térmica menor
em relacdo aos seus respectivos homopolimeros.

Todos os copolimeros possuem dois estagios de decomposicdo. O primeiro estagio de
decomposicdo (transi¢do principal) pode estar relacionado ao segmento ndo agregado de
PLLA observado por Penco e colaboradores (2000). E o segundo estagio, em temperatura
maior, pode estar relacionado a cis&o térmica do segmento de PEG (MOTHE, DRUMOND &
WANG, 2006; MOTHE et al., 2009).

—— — —  Copolimero 1

Copolimero 2

— — _— — Copolimero 3
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Figura 6.1: Sobreposicdo das curvas de TG dos trés copolimeros.

Conforme Figura 6.1, o copolimero 1 apresentou o primeiro estagio a T; = 200 °C e T
= 290 °C com aproximadamente 77% de perda de massa e 0 segundo estagio iniciando a

temperatura de T; = 345 °C e Ty = 410 °C com 20% de perda de massa e um residuo de 3% é



observado. O copolimero 2 apresentou o primeiro estagio de decomposi¢do a Ti = 190 °C e T
= 310 °C com 60% de perda de massa e 0 segundo estdgio a T; = 345 °C e Ty = 415 °C com
aproximadamente 38% de perda de massa e um residuo de quase 2 % foi observado. O
copolimero 3 apresentou o primeiro estagio de decomposicdo a T; = 215 °C e T¢= 320 °C com
84 % de perda de massa e 0 segundo evento a uma temperatura de quase T; = 355°C e T¢=
415 °C com aproximadamente 16 % de perda de massa e ndo apresentando nenhum residuo
significativo. O copolimero 3 apresentou estabilidade térmica um pouco maior em relacdo aos
outros copolimeros.

Além disso, a andlise de TG revelou uma menor estabilidade térmica para o
copolimero 1, que foi sintetizado com um excesso de catalisador, porque a razdo molar de
LA/EQ/Sn(Oct), era de 2/1/1. Embora os copolimeros foram purificados trés vezes por
dissolucdo e precipitacdo, é possivel que o copolimero 1 ainda tivesse quantidade residual
elevada de catalisador, que poderia ter influenciado a degradacdo do segmento ndo agregado
de PLLA, diminuindo a temperatura do pico da degradacdo em 40-50°C. A estabilizagéo
térmica dos polilactideos foi relatada previamente por Martino, Ruseckaite & Jiménez (2006)
indicando efeitos plastizantes durante o processamento dos mesmaos.

As curvas de DTG, Figura 6.2, confirmam os dois estagios de decomposicdo para 0s
copolimeros. Conforme figura, o pico de DTG, que corresponde a velocidade maxima de
decomposicdo, para os copolimeros 1, 2 e 3 sdo, respectivamente, 250 °C, 290 °C e 300 °C.
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Figura 6.2: Sobreposicéo das curvas de DTG dos trés copolimeros.



6.1.2.2- Andlise Térmica Diferencial (DTA)

Os resultados de DTA (Figura 6.3) confirmaram os resultados de TG. O segmento
PEG possuiu maior estabilidade térmica em relagéo ao segmento PLLA, porque a temperatura
do evento de degradacdo observada por DTA foi em torno de 400°C, enquanto que 0
segmento de PLLA apresentou pico da degradacdo em torno de 250°C, 290°C e 300°C, para
0s copolimeros 1, 2 e 3, respectivamente (corroborando com os resultados de DTG).

Adicionalmente, todas as amostras apresentaram um evento endotérmico em torno de
165°C para os copolimeros 1 e 2 e 171°C para o copolimero 3 que pode ser atribuido a uma
transicdo de fusdo. O ciclo de despolimerizacdo de PLLA esta caracterizado por um consumo
de calor enquanto a cisdo do segmento PEG, Figura 6.3, comega como um evento
ligeiramente endotérmico, porém se torna ligeiramente exotérmico devido a distribuicdo
heterogénea das ligacdes do material. (LI & McCARTHY, 1999; YAMAMOTO et al., 2002;
ZHANG et al., 2003).
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Figura 6.3: Sobreposicéo de curvas de DTA dos trés copolimeros.



6.1.2.3- Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As curvas de DSC, Figuras 6.4 a 6.6, permitiram a confirmacdo da fuséo cristalina dos
segmentos de PLLA (Tn).

A Figura 6.4 apresenta a curva de DSC do copolimero 1 (relagcdo LA/EO de 2/1). O
mesmo apresentou a alteracdo da linha de base, indicando a temperatura de transicdo vitrea
(Tg) em torno de 45°C e um pequeno evento exotérmico em torno de 90°C, indicando a
temperatura de cristalizagdo (T¢). Dois picos endotérmicos de fusdo (Tn,) foram observados
em torno de 144°C e 152°C, respectivamente, indicando fusdo dos cristalitos mais estaveis
formados por segmentos de PLLA.

Riga e colaboradores (2006) estudaram o comportamento térmico de PLLA usando a
técnica MTDSC (DSC com Temperatura Modulada) e observaram valores de 48°C e 90,8°C
para Ty e T, respectivamente, a 5°C/min em atmosfera inerte. Kubies e colaboradores (2000)
também observaram a presenca de cristalizacdo (em torno de 100°C) e evento endotérmico em
torno de 170°C para copolimeros de PLLA/PEO na propor¢cdo de 2/1. Venkatraman e
colaboradores (2005) observaram evento endotérmico de fusdo para o segmento PLLA puro a
177,5°C e para o copolimero PLA-PEG-PLA (na mesma propor¢do de 2/1), uma temperatura
de fusdo de 153,8°C (Tp).
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Figura 6.4: Curva de DSC para o copolimero 1.



A Figura 6.5 apresenta a curva de DSC do copolimero 2 (relacdo LA/EO de 1/1). O
mesmo apresentou temperatura de transi¢éo vitrea em torno de 45 °C, evento endotérmico de
fusdo (Tm) a 148 °C e ndo foi observado evento exotérmico de cristalizacdo (T.). O nédo
aparecimento de cristalizacdo pode ser atribuido ao distarbio da estrutura cristalina do PEG
devido as interacbes com a fracdo de PLLA (BADAMI, 2004).

1 Exo copolimero 2

|:|_
=
S
® -1
o
0]
=
=
=
o

-3

B B o e L L e e B e e B e e e L LA S e o s e e

20 40 B0 80 100 120 140 160 180 200

Temperatura (*C)

Figura 6.5: Curva de DSC para o copolimero 2.



A Figura 6.6 mostra a curva de DSC para o copolimero 3 (relacdo LA/EO de 2/1).
Esse material apresentou somente um pico endotérmico de fusdo em torno de 153 °C,
indicando que os segmentos do PEG podem estar dissolvidos. Também foram observados a
presenca da alteragdo da linha de base em torno de 45 °C (Ty) e um pequeno evento de
cristalizacdo em torno de 90 °C (T.) , semelhantemente ao copolimero 1 (Figura 6.7).

Conforme citado anteriormente por alguns pesquisadores e Gong e colaboradores
(2009) observaram que as temperaturas de transicdo dos eventos endotérmicos e exotérmicos
para os copolimeros de PLLA sdo temperaturas menores em relacdo as temperaturas de
transicdo para seu homopolimero devido a imperfeita cristalinidade da estrutura do

copolimero final.
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Figura 6.6: Curva de DSC para o copolimero 3.



6.1.3 Difracdo de Raios X (XRD)

As Figuras 6.7 e 6.8 apresentam os difratogramas obtidos para os copolimeros 1 e 3,
respectivamente.
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Figura 6.7: Difratograma do copolimero 1.
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Figura 6.8: Difratograma do copolimero 3.



Ambos os copolimeros possuem caracteristicas cristalinas que nos difratogramas se
apresentam sob a forma de picos e foram tomados como referéncia os dois picos de maior
intensidade.

Os valores de 26 (2 Theta) para cada pico de cada copolimero s&o muito préximos:
para o primeiro pico de maior intensidade foi 16,5° (intensidade de 4214 u. a.) para o
copolimero 1 e 16,6° (intensidade de 6758 u. a.) para o copolimero 3. O segundo pico de
maior intensidade os valores de 26 (2 Theta) foram 18,85° (intensidade de 1603 u. a.) para o
copolimero 1 e 18,9° (intensidade de 2000 u. a.) para o copolimero 3.

Tais valores indicam a presenga dos picos de PLLA (fusdo cristalina) que foram
também observados na pesquisa de Inai, Kotaki & Ramakrishna (2005) que foram os valores
de 17° e 19° para os picos de nanofibras de PLLA. A presenca dos picos nos difratogramas

corrobora com os resultados encontrados na calorimetria exploratoria diferencial.



6.1.4- Espectrometria de Absor¢cdo na regido do Infravermelho com
Transformada de Fourier pelo método Refletancia Atenuada Total (FTIR-
ATR)

As Figuras 6.9 a 6.11 apresentam as analises de FTIR-ATR dos copolimeros

sintetizados.
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Figura 6.10: Espectro de FTIR-ATR do copolimero 2.
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Figura 6.11: Espectro de FTIR-ATR do copolimero 3.

Com excecdo para o copolimero 2, Figura 6.10, a banda em torno de 3500 cm™,
responsavel pelo grupamento O-H, praticamente desapareceu, indicando que 0s grupamentos
finais de hidroxil do segmento PEG foram consumidos ao serem sintetizados com o segmento
PLLA.

Beletsi e colaboradores (1999) e Cheng e colaboradores (2006) ao sintetizar o
segmento PEG em segmentos de PLGA e de PHB (poli-3-hidroxibutirato), respectivamente,
também verificaram o desaparecimento da banda em torno de 3500 cm™.

Os picos de absorcdo em torno de 2940 cm™ e 2880 cm™ correspondem ao estiramento
da ligagdo C-H, indicando que o coiniciador PEG foi modificado. O pico de absor¢do em
torno de 1756 cm™ refere-se ao estiramento do grupamento carbonila, C=0, sendo
caracteristico a0 segmento PLLA. As bandas de absorcdo em torno de 1183 cm™ e de 1086
cm™ pertencem, respectivamente, ao estiramento simétrico e assimétrico da ligagdo C-O-C.

A presenca das absorcdes caracteristicas de cada homopolimero em todos os trés
espectros de FTIR-ATR indicou a presenca dos segmentos PEG e PLLA, sugerindo ligacédo
covalente entre eles (DRUMOND, MOTHE & WANG, 2004; MOTHE et al., 2009).



6.1.5- Microscopia Eletrénica de Varredura (SEM)

As Figuras 6.12 e 6.13 apresentam as micrografias do copolimero 1 (relacdo LA/EO
de 2/1 e excesso de catalisador) com ampliacdo de 500 e 1000 vezes, respectivamente.

Figura 6.13: Micrografia do copolimero 1 (ampliacdo de 1000 vezes).



As Figuras 6.14 e 6.15 apresentam as micrografias do copolimero 2 (relacdo LA/EO
de 1/1) com ampliacdo de 500 e 1000 vezes, respectivamente.
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Figura 6.15: Micrografia do copolimero 2 (ampliacdo de 1000 vezes).



As Figuras 6.16 e 6.17 apresentam as micrografias do copolimero 3 (relacdo LA/EO
de 2/1) com ampliacdo de 500 e 1000 vezes, respectivamente.

Figura 6.17: Micrografia do copolimero 3 (ampliacéo de 1000 vezes).



A partir das micrografias foi observado que existem mudancas morfologicas devido a
existéncia de tamanhos diferentes do segmento PLLA, pois a estrutura morfoldgica entres 0s
copolimeros 1 e 3 foi mais homogénea entre si, com a presenca de pequenos poros e
morfologia globular (a observacdo dos glébulos principalmente nas micrografias com
ampliacdo de 1000 vezes) A presenca de morfologia globular também foi observado em
micrografias de blendas de PLGA/PLLA desenvolvidas por Rezende & Duek (2003).

A morfologia do copolimero 2 ¢é diferente, apresentando maior heterogeneidade e
presenca de aglomerados, possivelmente devido a maior quantidade do segmento PEG em sua

composi¢do que nos outros copolimeros desenvolvidos.



6.1.6 Microscopia Optica (OM)

As Figuras 6.18 a 6.20 apresentam as fotografias dpticas, ampliacdo de 50 vezes, dos

trés copolimeros desenvolvidos, respectivamente.
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Figura 6.18: Fotografia optica do copolimero 1.

Figura 6.19: Fotografia 6ptica do copolimero 2.



Figura 6.20: Fotografia optica do copolimero 3.

A estrutura fisica dos copolimeros indica o tipo de polimerizacdo empregado: o de
polimerizacdo por massa. O aspecto quebradico é devido provavelmente as etapas sucessivas
de dissolucdo em cloroférmio e precipitagio em hexano em que 0s copolimeros foram
submetidos no processo de purificagcdo. Ratificando, assim, as observacOes citadas na
microscopia eletrdnica de varredura.

Observa-se maior semelhanca fisica entre os copolimeros 1 e 3, enquanto o
copolimero 2 apresenta uma forma mais aglomerada, reforcando a influéncia dos blocos

PLLA no aspecto fisico do copolimero final.



6.2- Caracterizacao dos Microencapsulados

6.2.1- Analise de Tamanho de Particula (método LALLS)

O tamanho do microencapsulado € uma caracteristica importante por varias razdes
dentre elas por facilitar o acesso da droga a capilares e por reduzir o risco de trombose
(HEALD et al., 2001; ZHOU et al., 2003; MI et al., 2003; LUO et al., 2006; NIU et al.,
2009). As Figuras 6.21 a 6.27 mostram o perfil de distribuicdo do tamanho de particula para

cada microencapsulado desenvolvido.
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Figura 6.21: Perfil de distribuicdo do tamanho de particula para o microencapsulado 1.

10 Ay

Volume (%)
[ I o o

T \_‘_\_'_ﬂ__.,-'—\-\.__\_\_\_\_'_'_’___,-ﬂ"_\
10 100 1000
Tamanho de Particula (pm)

|

= Microencapsulado 2
Figura 6.22: Perfil de distribuicdo do tamanho de particula para o microencapsulado 2.
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Figura 6.23: Perfil de distribuicdo do tamanho de particula para o microencapsulado 3.



Os microencapsulados 4, 5 e 6 (repeticho dos microencapsulados 1, 2 e 3,
respectivamente) apresentaram um perfil de distribuicdo mais uniforme, pois o percentual de
volume para a faixa de dimensdo entre 100 a 200 um foi menor ao comparar com o perfil dos
microencapsulados 1, 2 e 3, respectivamente. Fato este indica que o0s processos de purificacdo

e separacdo diferenciaram o perfil de distribuicéo.
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Figura 6.24: Perfil de distribuicdo do tamanho de particula para o microencapsulado 4.
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Figura 6.25: Perfil de distribuicdo do tamanho de particula para o microencapsulado 5.
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Figura 6.26: Perfil de distribuicdo do tamanho de particula para o microencapsulado 6.



O microencapsulado 7, Figura 6.27, apresentou um diametro maior que os demais
microencapsulados (principalmente em relacdo aos microencapsulados 1 e 4, pois sdo do
mesmo copolimero original) devido o0 mesmo possuir uma fase aquosa maior na formulacao,

observacao esta também percebida nos estudos de Yang, Chung & Ng (2001).

9
s B £
£ 7 INER
w B 4
E s \
s 4 Y
= 3 i
2 S
1 =T T
—_— 1 — el
DD.1 i 10 100 1000
— Microencapsulado 7 Tamanho de Particula (pum)

Figura 6.27: Perfil de distribuicdo do tamanho de particula para o microencapsulado 7.

O perfil de distribuicdo dos microencapsulados foi localizado na faixa de 10-60um
(NA et al., 2006) e apresentou um percentual maior concentrado na faixa menor que 40um
(PARK & KIM, 2004), exceto para 0 microencapsulado 7 que apresentou um percentual
maior concentrado na faixa de 30-50um (BEZEMER et al., 2000; TOMME et al., 2008). Os
valores obtidos dos tamanhos médios (ordem de pm) para os microencapsulados
desenvolvidos foram similares aos observados por Liu e colaboradores (2000), Choi e
colaboradores (2002) e Capan e colaboradores (2003).

A Tabela 6.1 apresenta o didmetro médio (e o desvio padrdo) e volume (%) calculado
pelos graficos do perfil de distribuicdo de tamanho de particula de cada um dos

microencapsulados (Figuras 6.21 a 6.27).

Tabela 6.1: Valores de didmetro médio e desvio padrdo dos microencapsulados.

Microencapsulados Diametro médio + Volume

Desvio padrdo (um) (%)
1 256+1,2 8,0
2 233+1,1 10,2
3 19,8+ 1,0 11,0
4 242+1,1 11,0
S 255+0,9 11,5
6 182+1,0 9,5
7 405+1,2 9,0

) Os valores foram calculados pelo método de analise multimodal do software Mastersizer 2000.



6.2.2- Microscopia Eletronica de Varredura (SEM)

As Figuras 6.28 e 6.29 apresentam as micrografias do microencapsulado 1 derivado do
copolimero 1 (formulacéo de razdo molar LA/EO/Sn(Oct), de 2/1/1) com ampliacdo de 500 e
1500 vezes, respectivamente. As Figuras 6.30 e 6.31 apresentam as micrografias do
microencapsulado 4 (também derivado do copolimero 1) com amplia¢do de 500 e 1500 vezes,
respectivamente.
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Figura 6.29: Micrografia do microencapsulado 1 (ampliago de 1500 vezes).



Figura 6.31: Micrografia do microencapsulado 4 (ampliagdo de 1500 vezes).

Os microencapsulados 1 e 4 apresentaram tamanhos variados de esferas lisas e
rugosas, podendo ser atribuido a presenca dos dominios hidrofébicos (PLLA) e hidrofilicos
(PEG) e sua disposicdo em relagdo aos processos de secagem. Tais observacfes tambem
foram obtidas por pesquisadores em diferentes sistemas copoliméricos e farmacos
encapsulados ou ndo, como: Jeon e colaboradores, 2000 (PLGA/Norfloxacin); Vila e
colaboradores, 2005 (PLA/PEG/proteina TT); Blanco e colaboradores, 2006 (PLGA); Lee &



Yoo, 2007 (PCL/Pluronic); Berchane e colaboradores, 2007 (PLG) e Mao e colaboradores,
2007 (PLGA/ dextrana FD40).

A Figura 6.32 mostra a morfologia do microencapsulado 7 e foi observado estrutura
mais regular, diametros maiores (corroborando com os valores apresentados na Tabela 6.1 da
secdo 6.2.1) e superficie menos rugosa que os anteriores formulados em fase aquosa menor
(JEYANTHI et al., 1997; McGEE et al., 1997; YANG, CHUNG & NG,2001).

Figura 6.32: Micrografia do microencapsulado 7 (ampliacdo 500 vezes).



As Figuras 6.33 e 6.34 mostram as micrografias do microencapsulado 2 com
ampliacdo de 500 e 1500 vezes. As Figuras 6.35 e 6.36 apresentam as micrografias do
microencapsulado 5 com ampliacdo de 500 e 1500 vezes. Ambos microencapsulados

derivados do copolimero 2, formulacdo de razdo molar LA/EO/Sn(Oct), de 1/1/0,05.
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Figura 6.34: Micrografia do microencapsulado 2 (ampliacdo de 1500 vezes).
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Figura 6.36: Micrografia do microencapsulado 5 (ampliacdo de 1500 vezes).

As micrografias dos microencapsulados 2 e 5 mostram que ha colapso da estrutura do
hidrogel com interior oco e estrutura superficial porosa (similares observacdes estudadas em
microesferas de PLGA por PUAPERMPOONSIRI, SPENCER & WALLACE, 2009),
podendo ser atribuida a relagdo molar igual para os segmentos hidrofilicos e hidrofobicos de

PLLA e PEG, respectivamente.



As Figuras 6.37 e 6.38 apresentam as micrografias do microencapsulado 3 com
ampliacdo de 500 e 1500 vezes, respectivamente. As Figuras 6.39 e 6.40 mostram as
micrografias do microencapsulado 6 com ampliacdo de 500 e 1500 vezes, respectivamente.
Ambos microencapsulados sdo derivados do copolimero 3, formulacdo de razdo molar
LA/EO/Sn(Oct), de 2/1/0,05).
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Figura 6.38: Micrografia do microencapsulado 3 (ampliagdo de 1500 vezes).
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Figura 6.40: Micrografia do microencapsulado 6 (ampliacdo de 1500 vezes).

As Figuras 6.39 e 6.40 apresentaram uma morfologia de formato esférico e com
superficie mais lisa, porém com a formacdo de agregados, similares observacfes também
foram citados nos estudos com microesferas de PLA/PEG/eritromicina (PARK & KIM,
2004), de PLA/heparina (YILDIZ et al., 2005) e PLGA/psoralen (GOMES et al., 2008).

Em relacdo as micrografias apresentadas, notou-se que as variagdes de morfologia dos
microencapsulados estavam intimamente relacionadas as variagdes de razdo molar de seus

copolimeros originais.



Experimentalmente, durante a analise no microscopio eletronico, algumas amostras
apresentaram colapso. Por isso, todos os microencapsulados foram submetidos a analise no
microscopio optico a fim de verificar se a voltagem utilizada no microscopio eletrénico, por

exemplo, foi alta (usada foi de 15 kV) para propiciar a ruptura dos microencapsulados.

6.2.3- Microscopia Optica (OM)

A Figura 6.41 mostra a fotografia Optica da tetraciclina, o material apresenta coloragédo

amarelada e na forma de agregados.

Figura 6.41: Fotografia Optica da tetraciclina.

As Figuras 6.42 a 6.44 apresentam as fotografias dpticas dos microencapsulados 1, 4 e
7 desenvolvidos a partir do copolimero 1. Nao se observa a presenca de colapso (ruptura) dos
microencapsulados e o ultimo desenvolvido apresenta formas esferoidais maiores,
corroborando com os dados apresentados na tabela 6.1, em que maior fase aquosa na

formulacéo das microesferas, maior tornam-se os diametros das mesmas.



Figura 6.43: Fotografia Optica do microencapsulado 4.



Figura 6.44: Fotografia 6ptica do microencapsulado 7.

Nas fotografias Opticas apresentadas geralmente existem duas formas de microesferas
em relacdo a disposicdo/localizagdo do encapsulado, ora esta concentrado na cada interna do
copolimero, ora concentrado na camada externa do mesmo, (obtendo esferas de aspecto ora
com superficie transparente ora superficie macica).

Tal caracteristica também foi observado por Mallardé e colaboradores (2003) ao
estudar fotografias dpticas de microesferas compostas de PLGA/PEG e a droga tevelerix
(2003) e por Matsumoto e colaboradores (2005) ao estudar microfotografias Opticas de
microesferas compostas de PLA/PLGA e a droga cisplatina encapsulada no referido

copolimero.



As Figuras 6.45 e 6.46 apresentam as fotografias Opticas dos microencapsulados 2 e 5
desenvolvidos a partir do copolimero 2. Também nédo aparece o fendmeno de colapso dos
microencapsulados, indicando que a voltagem utilizada no microscopio eletronico (15 kV) foi
alta para a analise morfolégica dos microencapsulados preparados a partir de I,I-lactideo e

glicol etilénico.

Figura 6.46: Fotografia 6ptica do microencapsulado 5.



As Figuras 6.47 e 6.48 apresentam as fotografias Opticas dos microencapsulados 3 e 6
desenvolvidos a partir do copolimero 3. Nota-se a ndo presenca de estrutura quebradica

(colapso dos microencapsulados) e que a microesfera 6 apresentou tamanhos menores.

Figura 6.48: Fotografia 6ptica do microencapsulado 6.



6.2.4- Analise Térmica
6.2.4.1- Termogravimetria (TG) / Termogravimetria Derivada (DTG) e

Analise Termica Diferencial (DTA)

A Figura 6.49 apresenta as curvas de TG/DTG e DTA da tetraciclina. A curva de TG
apresentou dois estagios de decomposicédo significativos: o primeiro com T; = 200 °C e T¢=
225 °C com perda de massa de 25% e o segundo com T; = 250 °C e T¢= 500 °C, perda de
massa de 30% e o residuo final de 45%. A curva DTG mostra que trés estagios de
decomposicdo com velocidade méxima de decomposicdo na temperatura de 225 °C.
Compostos organicos nitrogenados policiclicos submetem-se frequentemente a decomposicéao
com formacéo de carvao organico sob atmosfera inerte a alta temperatura (SHARMA et al.,
2003). A curva de DTA revelou evento de decomposicdo entre 200 °C a 240 °C, que €
superposta por evento exotérmico devido a desidratacdo e a decomposicdo, como relatado em
outra parte pelos pesquisadores Moreno-Cerezo e colaboradores (2001).
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Figura 6.49: Curvas de TG/DTG e DTA da tetraciclina.

As Figuras 6.50 e 6.51 apresentam as curvas de TG e DTA da tetraciclina em outro

analisador termogravimétrico da marca Mettler-Toledo, modelo 851E.
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Figura 6.50: Curva de TG da tetraciclina.

A curva de TG, Figura 6.50, apresentou trés estagios de decomposi¢do significativos:
0 primeiro com T; = 205 °C e T¢= 235 °C com perda de massa de 20%, o segundo com T; =
240 °C e T¢= 340 °C, perda de massa de 10% e o terceiro estagio de decomposicdo de T;=
360 °C e Tf = 700 °C, perda de massa de 42%. O residuo final da tetraciclina foi de

aproximadamente de 27% em 700°C, residuo menor comparado com a Figura 6.49.
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Figura 6.51: Curva de DTA da tetraciclina.

A curva de DTA, Figura 6.51, apresentou um Gnico e expressivo evento exotérmico
em 240°C, possivelmente relacionado a evento de oxidacao da tetraciclina apds o inicio de sua
decomposicdo em 205°C. Posterior a 260°C, observou-se a ndo uniformidade da curva de

DTA ocasionado por sucessivos eventos de decomposicao até a temperatura final de 700°C.



As Figuras 6.52 a 6.58 apresentam as curvas de TG/DTG e DTA dos

microencapsulados 1 a 7, respectivamente.
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Figura 6.52: Curvas de TG/DTG e DTA do microencapsulado 1.

Em relacdo a avaliacdo térmica do microencapsulado 1, Figura 6.52, sua curva TG
apresentou dois estagios de decomposicdo, o primeiro a T;= 190 °C e T¢= 310 °C com perda
de massa de 83%. O segundo estéagio iniciou a Tj= 320 °C e T¢= 450 °C com perda de massa
de 13% e 4% de residuo, aproximadamente em 800 °C. A curva DTG confirmou os dois
estagios de degradacdo com velocidade méxima de decomposic¢do na temperatura de 295 °C.
A curva DTA mostrou dois eventos endotérmicos nas temperaturas de 155 °C e 295 °C,
sugerindo como evento de fusdo para a temperatura de 155 °C (Tr,) e evento de decomposi¢éo

na temperatura de 295 °C, confirmado nas curvas de TG e DTG.
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Figura 6.53: Curvas de TG/DTG e DTA do microencapsulado 2.

Em relacdo a avaliagdo térmica do microencapsulado 2, Figura 6.53, sua curva TG
apresentou dois estagios de decomposicao, o primeiro a T; = 180 °C e T¢= 310 °C com perda
de massa de 80%. O segundo estagio iniciou a Tij= 325 °C e T¢= 410 °C com perda de massa
de 10% e 5% de residuo aproximadamente em 800°C. A curva DTG confirmou os dois
estagios de degradacdo com velocidade méxima de decomposi¢cdo na temperatura de 255 °C.
A curva DTA mostrou dois eventos endotérmicos: o primeiro na temperatura de 160 °C
sugerindo evento de fusdo (T.,) € 0 segundo evento na temperatura de 255 °C supondo o

evento de decomposicao.
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Figura 6.54: Curvas de TG/DTG e DTA do microencapsulado 3.

Semelhantemente, a Figura 6.54 apresenta a avaliacdo térmica do microencapsulado 3.
Sua curva de TG apresentou dois estagios de decomposicao, o primeiro a Tj= 190 °C e Ts =
320°C e T¢= 430°C

com perda de massa de 13% e 2% de residuo em 800 °C. A curva DTG confirmou os dois

300 °C com perda de massa de 85%. O segundo estagio iniciou a T;

estagios de degradacdo com velocidade maxima de decomposi¢do na temperatura de 260°C. A
curva DTA mostrou dois eventos endotérmicos nas temperaturas de 160°C (sugerindo evento

de fusdo, Tr) e 260°C (sugerindo o evento de decomposi¢do confirmado nas curvas de TG e

DTG).

[ ———— ] Deriv. Mass a (% /min)
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Figura 6.55: Curvas de TG/DTG e DTA do microencapsulado 4.

Em relacdo a avaliagdo térmica do microencapsulado 4, Figura 6.55, sua curva TG
apresentou dois estagios de decomposicdo, o primeiro a T;j= 180°C e T;= 320°C com perda de
massa de 82%. O segundo estégio iniciou a T; = 350 °C e T¢= 405 °C com perda de massa de
10% e 4% de residuo em 800 °C. A curva DTG confirmou os dois estagios de degradacéo
com velocidade maxima de decomposicdo na temperatura de 295 °C. A curva DTA mostrou
dois eventos endotérmicos nas temperaturas de 160°C e 295°C, sugerindo a classificacdo de

evento de fusdo e de decomposicdo, respectivamente.
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Figura 6.56: Curvas de TG/DTG e DTA do microencapsulado 5.

Semelhantemente, a Figura 6.56 apresenta a avaliacdo térmica do microencapsulado 5.
Sua curva de TG apresentou dois estagios de decomposicao, o primeiro a Tj= 190 °C e Ts =
300 °C com perda de massa de 84%. O segundo estagio iniciou a T; = 350 °C e Tf= 425 °C
com perda de massa de 11% e 5% de residuo em 600 °C. A curva DTG confirmou os dois
estagios de degradacdo com velocidade maxima de decomposi¢cdo na temperatura de 265 °C.
A curva DTA mostrou eventos endotérmicos nas temperaturas de 150°C e 265°C, sugerindo

serem eventos de fuséo e de decomposicdo, respectivamente.
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Figura 6.57: Curvas de TG/DTG e DTA do microencapsulado 6.

Semelhantemente, a Figura 6.57 apresenta a avaliacdo térmica do microencapsulado 6.
Sua curva de TG apresentou dois estagios de decomposicédo, o primeiro a Tj= 200 °C e T¢=
345 °C com perda de massa de 95%. O segundo estagio iniciou a T; = 350 °C e T¢= 405 °C
com perda de massa de 5% e nenhum residuo foi observado em 800 °C. A curva DTG
confirmou os dois estagios de degradacdo com velocidade méaxima de decomposi¢do na
temperatura de 330 °C. A curva DTA mostrou dois eventos endotérmicos nas temperaturas de

160 °C e 330 °C, sugerindo serem eventos de fusdo e de decomposicao, respectivamente.
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Figura 6.58: Curvas de TG/DTG e DTA do microencapsulado 7.

A Figura 6.58 apresenta a avaliacdo térmica do microencapsulado 7. Sua curva de TG
apresentou também dois estagios de decomposicdo, o primeiro a T; = 240 °C e Tf = 310°C
com perda de massa de 91%. O segundo estagio iniciou a T;j = 350 °C e T = 405 °C com
perda de massa de 8% e 1% de residuo em 800 °C. A curva DTG confirmou os dois estagios
de degradacdo com velocidade méxima de decomposicdo na temperatura de 300 °C. A curva
DTA mostrou eventos endotérmicos nas temperaturas de 160 °C e 300 °C, sugerindo a
classificacdo como eventos de fusdo e de decomposicao, respectivamente.

As curvas de TG/DTG e DTA das microesferas, independente da formulagéo,
mostram que o microencapsulamento pode ser compreendido por dois estagios de
decomposi¢do com comportamento térmico similar aos copolimeros de origem. O primeiro
estagio é caracterizado pela despolimerizacdo do ciclo PLLA e o segundo, a cisdo térmica do
segmento PEG, enfatizados nos picos endotérmicos observados nas curvas de DTA.

As perdas massicas e as temperaturas de degradacdo menores estdo relacionadas a
composicdo e as interacbes dos segmentos PLLA e PEG na matriz copolimérica
(DRUMOND, MOTHE & WANG, 2006), devido & contribuicio entropica para a energia
livre da mistura (ELLIS, 1995). As Tabelas 6.2 e 6.3 apresentam os dados termogravimetricos

das curvas de TG/DTG e DTA, respectivamente das amostras desenvolvidas.



Tabela 6.2: Dados termogravimétricos obtidos nas curvas TG/DTG referentes a tetraciclina, copolimeros e

microencapsulados.

Materiais 1° evento de decomposicao 2° evento de decomposicdo  Pico de
DTG"
Ti Ty Perda de Ti Ty Perda de (°C)
(°C) (°C) massa (%) (°C) (°C)  massa (%)
Tetraciclina 200 225 25 250 500 30 225
Copolimero 1 200 290 77 345 410 20 250
Microencapsulado 1 190 310 83 320 450 13 295
Microencapsulado 4 180 320 82 350 405 10 295
Microencapsulado 7 240 310 91 350 405 8 300
Copolimero 2 190 310 60 345 415 38 290
Microencapsulado 2 180 310 80 325 410 10 255
Microencapsulado 5 190 300 84 350 425 11 265
Copolimero 3 215 320 84 355 415 16 300
Microencapsulado 3 190 300 85 320 430 13 260
Microencapsulado 6 200 345 95 350 405 5 330

(*) Temperatura em que a velocidade de decomposi¢do é méaxima (obtida na curva de DTG).

Tabela 6.3: Dados térmicos obtidos na curva DTA referentes a tetraciclina, copolimeros e microencapsulados.

Materiais (*)

Evento de Fusdo

Evento de Decomposicao

Tm (°C) T4 (°C)
Copolimero 1 165 250
Microencapsulado 1 155 295
Microencapsulado 4 160 295
Microencapsulado 7 160 300
Copolimero 2 165 290
Microencapsulado 2 160 255
Microencapsulado 5 150 265
Copolimero 3 171 300
Microencapsulado 3 160 260
Microencapsulado 6 160 330

(*) Na tetraciclina os eventos endotérmicos estdo compreendidos na faixa de 200°C a 240 °C.



Diante das curvas TG/DTG e DTA notou-se que houve encapsulamento da tetraciclina
no sistema copolimérico, pois as temperaturas iniciais de decomposicdo e as temperaturas
referentes aos eventos endotérmicos foram diferentes em relagdo ao sistema copolimérico
original. Uma contribuicao relevante da encapsulagem da droga parece ser a preservacao até a
fusdo, assim nenhuma transicdo exotérmica era perceptivel nessa temperatura para as

microesferas, inclusive no ciclo inteiro de aquecimento (até 800°C).

6.2.4.2- Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

A curva de DSC da tetraciclina, Figura 6.59, mostra que ndo houve indicios, até a

faixa de temperatura avaliada (200°C), de nenhum evento endotérmico ou exotérmico para a

amostra.
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Figura 6.59: Curva de DSC da tetraciclina.



A Figura 6.60 apresenta as curvas de DSC para os microencapsulados formulados a
partir do copolimero 1. As trés amostras apresentaram um unico pico endotérmico de fuséo a
160°C, permitindo a confirmacdo da fusdo cristalina (Ty,) dos segmentos de PLLA. Esta
temperatura de fusdo é maior do que a temperatura de fusdo do copolimero original (este
possuiu dois eventos endotérmicos a 143°C e 150°C, conforme Figura 6.4).

A temperatura de transicéo vitrea (Ty) para o copolimero 1 foi em torno de 45°C
(Figura 6.4), enquanto que para os microencapsulados, tal transicdo ocorreu em temperatura
similar, em torno de 45 e 50°C, para os microencapsulados 1 e 4, e em torno de 60°C para a
microencapsulado 7 (Figura 6.60). O aumento da temperatura de transi¢do vitrea do sistema
pode ter sido influenciado pelo aumento da fase aquosa da formulacdo do ultimo
microencapsulado. N&o foi observado nenhum pico exotérmico na Figura 6.51 (T. -

cristalizacdo do PLLA), como no copolimero de origem (Figura 6.4).
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Figura 6.60: Sobreposicao das curvas de DSC dos microencapsulados 1, 4 e 7 (a partir do copolimero 1).



A Figura 6.61 apresenta 0 comportamento térmico dos microencapsulados 2 e 5 que
foram formulados a partir do copolimero 2 (Figura 6.5). As curvas de DSC mostraram a
transicdo vitrea (Ty) dos microencapsulados em torno de 50 °C, a presenca de evento
exotérmico em torno de 75 °C (indicando a possivel cristalizacdo do segmento PLLA) e o
evento endotérmico a 160 °C, este ultimo podendo ser atribuido a fusdo cristalina (T,) dos

segmentos de PLLA.
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Figura 6.61: Sobreposicao das curvas de DSC dos microencapsulados 2 e 5 (a partir do copolimero 2).



A Figura 6.62 apresenta as curvas de DSC para os microencapsulados 3 e 6 obtidos a
partir do copolimero 3 (Figura 6.6). As curvas de DSC mostraram a transi¢éo vitrea (Tg) dos
microencapsulados em torno de 45°C, a presenca de evento exotérmico em torno de 70°C,
similar ao comportamento dos microencapsulados 2 e 5, indicando a possivel cristalizacdo do

segmento PLLA e a possivel fusdo cristalina dos segmentos de PLLA observada na

temperatura de 160°C.
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Figura 6.62: Sobreposicao das curvas de DSC dos microencapsulados 3 e 6 (a partir do copolimero 3).

Conforme Figuras 6.59 a 6.62, sugere-se que houve microencapsulamento da
tetraciclina no sistema copolimérico, pois o perfil das curvas de DSC dos mesmos foi

diferente em relacdo aos seus copolimeros originais, aparecendo possiveis eventos de

cristalizacéo.



A Tabela 6.4 apresenta a temperatura de transicdo vitrea (Ty) e as temperaturas
relacionadas aos eventos endotérmicos (Tn) e exotérmicos (T.) dos materiais sintetizados na

presente tese.

Tabela 6.4: Temperaturas de transi¢ao vitrea, de cristalizacdo e de fusdo observadas nas curvas de DSC dos
materiais sintetizados.

Materiais T, (°C) T. (°C) T (°C)
Tetraciclina - ---
Copolimero 1 45 90 144 e 152
Microencapsulado 1 50 --- 160
Microencapsulado 4 50 --- 160
Microencapsulado 7 60 --- 160
Copolimero 2 45 - 148
Microencapsulado 2 50 75 160
Microencapsulado 5 50 75 160
Copolimero 3 45 90 153
Microencapsulado 3 45 70 160

Microencapsulado 6 45 70 160




6.2.5- Difragdo de Raios X (XRD)

A Figura 6.63 apresenta o difratograma do microencapsulado 3.
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Figura 6.63: Difratograma do microencapsulado 3.

O microencapsulado apresenta praticamente o mesmo perfil do copolimero original,
portanto, possui caracteristica cristalina que no difratograma se apresenta sob a forma de
picos e que também foram tomados como referéncia os dois picos de maior intensidade.

Os dois valores de 26 (2 Theta) que correspondem aos dois picos de maior
intensidade sdo 16,65° (intensidade de 4729 u. a.) e 19° (intensidade de 1468 u. a.),
respectivamente. Tais valores de 26 (2 Theta) sdo muito proximos ao seu copolimero, porém
com valores de intensidade bem inferior aos apresentados pelo copolimero 3, indicando uma
diminuicdo da fase cristalina do microencapsulado final.

A presenca dos picos nos difratogramas corrobora com os resultados encontrados na

calorimetria exploratoria diferencial.



6.2.6 Espectrometria de Absorcdo na regido do Infravermelho com
Transformada de Fourier pelo método Refletancia Atenuada Total (FTIR-
ATR)

A Figura 6.64 apresenta os picos de absorcdo caracteristicos da tetraciclina, 0s
estiramentos da ligagdo C-H (bandas: 2744 cm™ e 2987 cm™), da ligacdo N-H (banda em
3297 cm™) e da ligagdo O-H (banda em 3354 cm™) que estdo unidas ao esqueleto
octadronaftaceno da mesma (Figura 4.13).

As bandas em torno de 1700 cm™ (1612 e 1579 cm'l) referem-se estiramento C=0,
enquanto que a banda em torno de 1450 cm™ indica a deformacéo angular O-H. As bandas
que corresponde & faixa de 1200 a 600 cm™ referem-se & regido de impresséo digital para a
tetraciclina, pois apresenta os estiramentos C-N e C-O, juntamente com a presenca dos

aromaticos que estdo presentes na estrutura da mesma.
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Figura 6.64: Espectro de FTIR-ATR da tetraciclina.

As Figuras 6.65 a 6.71 apresentam os espectros dos microencapsulados. Os picos de
absorcéo em torno de 3440 cm™ (microencapsulado 2) e 3490 cm™ (microencapsulado 3)
possuem a presenca da contribuicdo do estiramento O-H proveniente do grupamento final do
PEG. Porém ndo houve a presenca de tais picos nas suas respectivas repeticdes

(microencapsulados 5 e 6, Figuras 6.69 e 6.70), indicando que o processo de formulacdo dos



microencapsulados foi uma variavel importante que deve ser levada em

presenca de impurezas na caracterizacdo final do material.
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Figura 6.65: Espectro de FTIR-ATR do microencapsulado 1.
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Figura 6.67: Espectro de FTIR-ATR do microencapsulado 3.

Os picos de absorcdo nas faixas de 2997 cm™, 2940 cm'l e 2880 cm™ (que foram
observados nos espectros de seus respectivos copolimeros e ndo foi observado no espectro da
tetraciclina) sdo atribuidos ao estiramento C-H, indicando que o coiniciador PEG
homopolimero foi modificado. Interessante que as repeticdes dos microencapsulados 1, 2 e 3
(que s&o os microencapsulados 4, 5 e 6) ndo apresentaram o pico de absorcdo em torno de
2880 cm™.

O pico de absorcdo em torno de 1755 cm™, atribuido ao estiramento C=0, foi
caracteristico ao bloco PLLA e foi observado em todos os microencapsulados. Os picos
referentes aos valores em torno de 1455 cm™ e 1360 cm™ indicaram a deformag&o angular C-
H e O-H tambem presentes nos espectros dos copolimeros correspondentes e nas repeticoes
das formulacdes, poréem ndo foram observados no espectro da tetraciclina (microencapsulados
4,5 e 6).

Os picos observados em torno de 1180 cm™ e de 1086-1090 cm™ referem-se aos
estiramentos simeétricos e assimétricos do grupo C-O-C, respectivamente e também foram

observados nos espectros dos copolimeros e ndo no espectro da tetraciclina.
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Figura 6.71: Espectro de FTIR-ATR do microencapsulado 7.

A presenca das absorcOes caracteristicas em cada microencapsulado indicou a
presenca dos blocos PEG e PLLA, sugerindo que a ligagdo covalente entre eles se manteve,
mesmo apds as etapas fisicas de formulacdo dos microencapsulados com a tetraciclina. Os
espectros dos microencapsulados indicam que a tetraciclina pode ndo estar na superficie dos

copolimeros e sim encapsulada nos mesmos, pois ndo ocorreu nenhuma interacdo quimica



entre 0os mesmos. Para confirmacdo de tal fato, foi adicionado cloroféormio no
microencapsulado 3, observou-se duas fases: solUvel e insolivel, sendo esta ultima
provavelmente a tetraciclina encapsulada. Os espectros das fases sollvel e insolivel estdo
apresentados nas Figuras 6.72 e 6.73, respectivamente. Observa-se que a fase soltvel possui

picos de absor¢do semelhantes do copolimero (Figuras 6.11 e 6.67); enquanto a fase
insolvel, da tetraciclina (Figura 6.64).

1030
m e v, — o —ie .
- — -~ s |
" J \ i"l \". p
w0 | | :[ f
2 ) | . |
20
[ i
{
— T J 1 ||
£ o i
2 @ f
g 5 | II 1
< @
-
E =
2« f
g
[im &
= | |
23 | |
20 | |
1 cloroférmio - 'I
12
. ;Jl
11w = - - - . - - - - ]
LLiili] ) 20 oLl 2400 = 1) L 1400) 1200 1008} =0 &g
. -1
Comprimento de Onda {cm’)
Figura 6.72: Espectro de FTIR-ATR da fase soltvel e do cloroférmio.
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6.2.7- Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear (NMR)
6.2.7.1- Nucleo de Hidrogénio (*H-NMR)

A Figura 6.74 apresenta o espectro de ressonancia do nucleo de hidrogénio para a
tetraciclina em agua deuterada. Observaram-se 0s seguintes deslocamentos (8) em ppm: em
torno de 7,54 a 6,91 ppm referentes aos hidrogénios do anel benzénico; em torno de 4,80 a
4,09 ppm referentes aos grupos OH ligados aos anéis ciclicos condensados da estrutura do
farmaco; os sinais de 3,13 a 3,06, 2,89 a 2,82 e 2,30 a 2,24 ppm referentes aos grupamentos
CH3 ligados ao Nitrogénio da estrutura ciclica; os sinais de 1,92 a 1,79 ppm referem-se ao
grupamento CHg ligado ao Carbono do segundo anel ciclico condensado e o sinal em torno de

1,59 ppm refere-se ao grupamento NH,.
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Figura 6.74: Espectro de "H-NMR da tetraciclina em 4gua deuterada.

As Figuras 6.75 e 6.76 apresentam o0s espectros de ressonancia do nucleo de
hidrogénio para os microencapsulados 4 e 6 (originados dos copolimeros 1 e 3,

respectivamente) em cloroférmio deuterado.



Nota-se que tais espectros sdo similares aos espectros tipicos de copolimeros do
formato ABA reportados por He e colaboradores (2007), indicando que n&o ocorreu nenhuma
interacdo quimica entre copolimero e a tetraciclina.

Os deslocamentos quimicos (8) em ppm para o microencapsulado 4 foram: 5,30 a 5,14
ppm e 1,60 a 1,48 ppm referentes aos grupamentos CH e CHjz; do segmento PLLA,
respectivamente; 3,64 ppm referente ao grupamento CH, do segmento PEG. Tais valores de
deslocamento quimico em ppm para os grupamentos CH, CH3 e CH, foram observados em
trabalhos de Drumond, Wang & Mothé (2004) ao avaliar espectros de NMR de
homopolimeros e copolimeros de PLLA-PEG-PLLA, de Chen e colaboradores (2006) ao
verificar valor de deslocamento quimico de 3,72 ppm para 0 PEG em copolimeros de PHB-
PEG-PHB. Os deslocamentos quimicos para o microencapsulado 6, Figura 6.76, foram
similares aos da Figura 6.75.
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Figura 6.75: Espectro de "H-NMR do microencapsulado 4 em cloroférmio deuterado.
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Figura 6.76: Espectro de "H-NMR do microencapsulado 6 em cloroférmio deuterado.



6.2.7.2- Nucleo de Carbono 13 (*C-NMR)

A Figura 6.77 apresenta o espectro de ressonancia do nucleo carbono 13 para a
tetraciclina em &gua deuterada e os deslocamentos quimicos (&) em ppm observados foram: os
sinais de 193,33 a 186,42 ppm referentes aos grupamentos CO ligados aos anéis ciclicos
condensados da estrutura quimica do farmaco e os sinais de 172,31 a 172,21 ao grupamento
CO ligado ao grupamento NH,; os estiramentos de 161,02 a 114,17 referem-se as ligacoes
C=C pertencentes ao esqueleto octaidronaftaceno da estrutura quimica da tetraciclina; os
sinais de 73,49 a 69,49 ppm referem-se a ligacdo C-N da estrutura do farmaco e os

deslocamentos de 41,44 a 21,25 ppm referem-se as estruturas CHs.
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Figura 6.77: Espectro de "*C-NMR da tetraciclina em agua deuterada.

As Figuras 6.78 e 6.79 apresentam os espectros de ressonancia do nucleo de carbono
13 para os microencapsulados 4 e 6 (originados dos copolimeros 1 e 3, respectivamente).
Nota-se que tais espectros sdo similares aos espectros tipicos de copolimeros PLLA e PEG
encontrados na literatura, indicando que ndo ocorre nenhuma interacdo quimica entre
copolimero e a tetraciclina (BREITENBACH et al., 2000; MOTTA & DUEK, 2006; CHEN
et al., 2006).



Os deslocamentos quimicos (8) em ppm para 0 microencapsulado 4 mostram trés
sinais que caracterizam o PLLA: 16,64 ppm referente ao grupamento CHjs, outro sinal a
77,02 a 77,28 ppm referente ao grupo CH e por fim um sinal a 169,62 referente ao
grupamento C=0. O sinal a 76,77 se refere ao solvente CDCls. Os deslocamentos que
caracterizam o segmento PEG s&o de 70,56 a 69,02 ppm em que os grupamentos finais OH do
PEG foram consumidos na reacdo de sintese dos copolimeros. Valores similares para o

microencapsulado 6 séo observados na Figura 7.79.
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Figura 6.78: Espectro de *C-NMR do microencapsulado 4 em cloroférmio deuterado.
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Figura 6.79: Espectro de "*C-NMR do microencapsulado 6 em cloroférmio deuterado.

O estudo de NMR de copolimeros no formato de triblocos e em microencapsulados
torna-se Util na possivel confirmacdo de interacdo quimica ou ndo entre 0s segmentos
formadores dos copolimeros e em sistemas microencapsulados. (HRKACH et al., 1997;
WALDERHAUG & SODERMAN, 2009).

Nos materiais desenvolvidos (microencapsulados 4 e 6) ndo foi possivel verificar o
microencapsulado da tetraciclina nos copolimeros devido a reduzida solubilidade da
tetraciclina no cloroférmio. Ao preparar as amostras para as analises de NMR duas fases
foram observadas: o copolimero soltvel em cloroférmio deuterado e a tetraciclina insolGvel

no referido solvente.



CAPITULO 7
CONCLUSOES



v" Copolimeros de PLLA-PEG-PLLA foram obtidos a partir do sistema reacional PEG
(coiniciador), 2-etil-hexanoato de estanho (catalisador) e lactideo (mondémero). O
microencapsulamento da tetraciclina nos copolimeros sintetizados foi realizado pelo
método de dupla emulsdo por evaporacdo do solvente diclorometano. Todos o0s
materiais desenvolvidos apresentaram-se na forma sélida (em p0), sendo adequados
para a preparagdo de micelas em meio aquoso, portanto vidveis para o uso como DDS;

v Nao foi evidenciado crescimento de colnias nos copolimeros sintetizados, contagem
total de mesdfilos aerdbios < 10 UFC/g, indicando que os copolimeros nao causam

riscos microbioldgicos a satde do consumidor;

v" SEM mostrou que existiram mudancgas morfoldgicas devido a existéncia de tamanhos
diferentes do segmento PLLA, pois a estrutura morfoldgica entres os copolimeros 1 e
3 foi mais homogénea entre si, com a presenca de pequenos poros € morfologia
globular, enquanto que a morfologia do copolimero 2 é diferente, apresentando maior
heterogeneidade e presenca de aglomerados, possivelmente devido a maior
quantidade do segmento PEG em sua composicdo que nos outros copolimeros
desenvolvidos. SEM e OM confirmaram a formacdo de particulas esferoidais e de
tamanho na faixa micrométrica das micelas obtidas, forma e tamanho estes de

interesse para uso como DDS;

v" A técnica LALLS verificou que o perfil de distribuicdo dos microencapsulados ficou
localizado na faixa de 10-60um com um percentual maior concentrado na faixa menor
que 40um, exceto para o microencapsulado 7 com percentual concentrado na faixa de
30-50um (tal microencapsulado foi formulado com maior concentracao de fase aquosa

na dupla emulséo).

v A TG/DTG mostrou que os copolimeros possuem dois estadgios de decomposicao
distintos e com temperaturas iniciais de decomposicdo menores que Seus
homopolimeros (PLLA e PEG). O copolimero 3 apresentou estabilidade térmica maior
em relacdo aos outros copolimeros, pois sua temperatura inicial de decomposicao foi

de 215°C, comparado com 200°C e 190°C para os copolimeros 1 e 2, respectivamente.



Os microencapsulados mantiveram o perfil de decomposicdo térmica similar aos
copolimeros de origem. O primeiro estagio é caracterizado pela despolimerizacédo do
ciclo PLLA e o segundo, a cisdo térmica do segmento PEG, enfatizados nos picos
endotérmicos observados nas curvas de DTA. As perdas massicas e as temperaturas de
degradacdo menores estdo relacionadas a composicao e as interaces dos segmentos
PLLA e PEG na matriz copolimérica, devido a contribui¢do entrdpica para a energia
livre da mistura, mesmo com perfil térmico de decomposicéo diferente para o farmaco

analisado (tetraciclina) com residuo final em torno de 27% de massa a 700°C;

DSC indicou a presenca de eventos exotérmicos de cristalizacdo nos copolimeros 1 e 3
(T em torno de 90°C para ambos) e de eventos endotérmicos de fusdo com valores de
Tm de 144/152°C, 148°C e 153°C para os copolimeros 1, 2 e 3, respectivamente. As
curvas de DSC dos microencapsulados apresentaram um perfil térmico diferente em
relacdo aos seus copolimeros originais, pois 0s microencapsulados originados do
copolimero 1 ndo apresentaram evento exotérmico de cristalizacdo, enquanto 0s
microencapsulados originados do copolimero 2 apresentaram evento de cristalizacdo
com T, em torno de 75°C e os microencapsulados originados do copolimero 3 manteve
a presenca de evento de cristalizacdo, porém em temperatura menor em relacdo ao seu

copolimero de origem com T, em torno de 70°C.

A técnica de XRD confirmou a existéncia de propriedades cristalinas para 0s
copolimeros 1 e 3 com valores de 26 (dos picos de maior intensidade) de 16,5° e
18,85° para o copolimero 1 e de 16,6° e 18,9° para o copolimero 3. O
microencapsulado 3 apresentou perfil similar do difratograma de seu copolimero de

origem, com valores de 26 (dos picos de maior intensidade) de 16,65° e 19°.

FTIR-ATR indicou que a ligagdo entre os segmentos de PLLA e PEG tem grande
possibilidade de ser covalente, pois: a banda de 3500 cm™ (grupamento O-H)
praticamente desapareceu (exceto para o copolimero 2): os picos de 2940 cm™ e 2880
cm™ (estiramento C-H) indicam que o segmento PEG foi modificado; pico de
absorcéo de 1756 cm™ (estiramento C=0) é caracteristico ao segmento PLLA e as
bandas de absorcdo de 1183 cm™ e de 1086 cm™ pertencem, respectivamente, ao

estiramento simétrico e assimeétrico da ligacgdo C-O-C. Nos microencapsulados foi



evidenciado a presenca das absor¢fes caracteristicas citadas anteriormente, indicando
que a ligacdo covalente entre os blocos PEG e PLLA se manteve, mesmo ap0s as
etapas fisicas de formulacdo dos microencapsulados com a tetraciclina. Os espectros
dos microencapsulados indicam que a tetraciclina pode ndo estar na superficie dos
copolimeros e sim encapsulada nos mesmos, pois ndo ocorreu nenhuma interacéo

guimica entre 0s mesmos.

Os deslocamentos quimicos (8) em ppm observados por *H-NMR e *C-NMR nos
espectros dos microencapsulados 4 e 6 (originados dos copolimeros 1 e 3,
respectivamente) sdo similares aos espectros tipicos de copolimeros PLLA e PEG
encontrados na literatura e diferentes dos espectros da tetraciclina. Ndo foi possivel
observar o microencapsulamento da tetraciclina nos copolimeros devido a reduzida

solubilidade da mesma no cloroférmio deuterado.

Os microencapsulados desenvolvidos sdo sugeridos a serem utilizados como sistema

de protecdo para o farmaco tetraciclina, surgindo, assim, um interessante DDS.



CAPITULO 8
SUGESTOES



v Determinar a eficiéncia percentual de encapsulacdo da tetraciclina nos sistemas

microencapsulados desenvolvidos;

v' Estudar o perfil de liberagdo do farmaco em diferentes pH’s (por exemplo: pH 1,2 e
6,8) proposto pela método da Farmacopéia Americana, correlacionando o mecanismo
envolvido na liberacdo deste farmaco a diferentes modelos matematicos aplicados

(exemplos: ordem zero, primeira ordem e Higuchi);

v" Utilizacdo de outros farmacos (hidrofobicos e hidrofilicos), polissacarideos ou outros

materiais de interesse cientifico e tecnologico nos copolimeros sintetizados.
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