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RESUMO

Neste trabalho foi sintetizado o copolimero poli(D,L-lactideo-co-glicolideo),
PLGA, um biomaterial de aplicacdo em sistemas de liberagdo de farmacos. Os
copolimeros foram sintetizados por meio da abertura dos anéis dos dimeros
ciclicos dos monémeros D,L-lactideo e glicolideo. As reacfes foram realizadas
com duracdo de 2 horas e temperatura em torno de 175°C. Empregaram-se
proporcdes diferentes de mondmeros para as sinteses de PLGA: 50/50, 70/30 e
82/18, expressas entre a proporcdo em massa de D,L-lactideo e glicolideo,
respectivamente. Essa Ultima foi escolhida como objeto de estudo por
apresentar maior reprodutibilidade, ser de facil manuseio e por ser uma das
propor¢cdes entre os mondmeros mais aplicada em sistemas de liberacdo de
farmacos. Para a realizacdo do estudo de degradacao in vitro foram produzidos
dispositivos de PLGA 82/18 em forma de bastbes e para o estudo de liberagéao
do farmaco atenolol, além dos bastdes, também foram produzidos dispositivos
na forma de mantas de nanofibras (por eletrofiacdo) de PLGA 82/18. Utilizaram-
se 0s seguintes métodos e técnicas de andlise: termogravimetria (TG),
calorimetria exploratéria diferencial (DSC), espectroscopia de absorcao
molecular na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
reometria, citotoxicidade, espectrofotometria de absor¢cdo molecular na regido do
ultravioleta-visivel (UV-Vis) e microscopia eletrénica de varredura (MEV). As
sinteses dos copolimeros de PLGA foram realizadas com sucesso, sendo
comprovada pelas técnicas de analises realizadas. O estudo do processo de
degradacdo hidrolitica in vitro do PLGA, em forma de bastdo, indicou que ele
sofre uma degradacdo pronunciada com 28 dias, quando em solu¢do tampéao
fosfato salino (PBS). O teste de citotoxicidade, usando a técnica de reducéo do
MTT, mostrou que os copolimeros PLGA’s sintetizados, liofilizados e
processados por eletrofiagdo podem nao ser prejudiciais, pois ndo causaram
danos em células isoladas do corpo. Os testes de liberacdo do atenolol a partir
dos dispositivos de PLGA, em forma de mantas de nanofibra, em solucdo de
PBS, apresentaram liberacéo entre 65 e 72% do farmaco em 24 dias de estudo.
Os dispositivos de PLGA com atenolol, em forma de bastdes, apresentaram uma
liberacdo mais lenta em comparacdo com as mantas, liberando entre 5 e 10%,

aproximadamente, da quantidade inicial apdés 30 dias em solucdo PBS. O



modelo utilizado para estudo do mecanismo de liberagdo do atenolol, a partir
desses dispositivos, ndo foi adequado para descrever a cinética de liberagcdo do
farmaco. Os dois tipos de dispositivos estudados apresentaram perfis de
liberacdo bem diferentes. Ao comparar os dois tipos de dispositivos do PLGA,
antes e apos o estudo de liberacdo, notou-se que eles sofreram o processo de
degradacdo hidrolitica em suas cadeias poliméricas. Os estudos realizados
mostraram que o0 copolimero PLGA sintetizado apresentou potencial para

aplicacao em sistemas de liberacdo modificada de farmacos.



ABSTRACT

In this present work, the copolymer poly (D,L-lactide-co-glycolide), PLGA, a
biomaterial for application in drug delivery systems, was synthesized. The
copolymers were synthesized by opening the rings of the cyclic dimers of
the D,L-lactide and glycolide monomers. The reactions were performed
during 2 hours at 175°C. Different ratios of monomers in the synthesis of
PLGA were used: 50/50, 70/30 and 82/18, expressed as the ratio between
the mass of D,L-lactide and glycolide, respectively. The latter one was
chosen due its greater reproducibility, ease to handle and for being the ratio
of monomers that is most applied in drug delivery systems. For the study of
in vitro degradation of PLGA 82/18 devices were produced in the form of
rod-shaped and the release study of atenolol drug, in addition to rod-
shaped, were also produced devices in the form of nanofiber mats (by
electrospinning) of PLGA 82/18. Thermogravimetry (TG), differential
scanning calorimetry (DSC), Fourier transform infrared spectroscopy
(FTIR), rheometry, cytotoxicity, ultraviolet-visible spectroscopy (UV-Vis) and
scanning electron microscopy (SEM) were used as methods and analysis
techniqgues. The synthesis of PLGA copolymers were performed
successfully, and proven by the analysis techniques. The in vitro hydrolytic
degradation of PLGA, rod-shaped, showed a marked decrease in 28 days,
when in phosphate buffered saline (PBS) solution. The cytotoxicity test,
using the MTT reduction technique, showed that the synthesized copolymer
PLGA's, lyophilized and processed by electrospinning may not be harmful,
because it not caused damage in isolated cells of the body. The atenolol
release tests from the PLGA devices, as nanofiber mats, in PBS solution,
showed release of 72% of the drug within 24 days of study. The PLGA
devices with rod-shaped atenolol showed a slower release in comparison to
the mat shaped ones, releasing 8.0% of the initial amount after 30 days in
PBS solution. The model used to study the mechanism of release of
atenolol from these devices was not adequate to describe the drug release
kinetics. The two types of devices presented very different release profiles.
By comparing two types of PLGA devices before and after the release

study, it was observed that, have undergone the process of hydrolytic

Vi



degradation in its polymer chains. The studies showed that the synthesized
copolymer has potential for application in a modified drug delivery systems.

Vi
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

Desde a descoberta dos polimeros, muitos estudos vém sendo realizados
para ampliar sua capacidade de aplicacdo. A grande maioria desses polimeros
esta no nosso dia a dia e podem ser divididos, de acordo com 0 comportamento
mecanico, em duas grandes classes de materiais: elastobmeros (borracha) e
plasticos. Sacos plasticos feitos de polietileno, panelas com revestimento de
Teflon®, pneus de carro, Isopor®, latex extraido da seringueira, celulose extraida
da madeira e colageno presente em cartilagens e ossos sdo alguns desses
polimeros que estdo no nosso cotidiano.

Muitos tipos de dispositivos cirurgicamente implantaveis, que exercem
funcdo temporaria no organismo, podem ser obtidos a partir de polimeros que,
ao sofrerem degradacdo, geram produtos totalmente metabolizados no meio
fisiolégico (STEVANOVI'C et al., 2009; HOFFMAN, 2008; PARK et al., 2008;
PAMULA e MENASZAK, 2008). Uma grande vantagem desses polimeros, que
sdo utilizados como materiais biorreabsorviveis, é que antes de serem
eliminados cumprem a proposta inicial de recuperacdo do tecido ou 6rgao.
Apesar das primeiras aplicacdes desses polimeros terem sido como materiais de
suturas cirtrgicas, outras aplicacdes como implante para fixacdo de fraturas e
dispositivos de liberacdo de drogas ja fazem parte de procedimentos médicos
(DUARTE et al., 2014; STEVANOVI'C e SHOKOVI'C, 2009; STEVANOVI'C et
al., 2008; LIANGA et al., 2013; MENGA et al., 2011).

Devido suas diversas aplicacdes e funcionalidades, especialmente em
terapias de liberacdo de farmaco, os polimeros estdo dentre 0s excipientes mais
utilizados para a obtencdo de formas farmacéuticas (RIOS, 2005). Durante a
liberacdo de farmaco o polimero é usado como um agente ativo protetor
(MUNDARGI et al., 2008; COHEN-SELA et al., 2009; BAE et al., 2009).

As pesquisas farmacéuticas basicas concentram-se, ha muitos anos, na
busca de novas formulas com acdes terapéuticas mais seletivas, duradouras e
com efeitos colaterais menores e menos intensos. Simultaneamente, com a
investigagcdo de novos farmacos ou de sua melhoria, varios trabalhos tém sido
direcionados na busca de novas formas de administracdo, que também
oferecam beneficios para os pacientes, buscando uma via de administracdo
mais comoda, diminuindo o numero de aplica¢des, em intervalos de tempo cada

vez maiores, e otimizando a atividade terapéutica. Assim, surgiram as formas
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farmacéuticas de liberacéo retardada (em que o farmaco € liberado totalmente,
mas ndo imediatamente apds sua administracdo, e sim apdés um tempo pré-
fixado), de liberacdo prolongada (em que ocorre a liberacdo do principio ativo ao
longo do tempo que assegura niveis plasmaticos terapéuticos durante 6 a 8
horas) e formas de liberacdo sustentada (em que a liberacdo se prolonga
durante um intervalo relativamente longo, que pode ser alguns dias até varios
meses). Atualmente, prefere-se o termo, mais geral, de liberacdo modificada,
onde se incluem todas aquelas que, de uma forma ou outra, promovem
modificacdes nos processos que sao determinantes na liberacdo do farmaco
(AHUJA et al., 1997).

Na década de 70 do século passado surgiu no mercado o primeiro
copolimero (Vicril®) constituido por unidades provenientes do acido latico e do
acido glicolico, o poli(D,L-lactideo-co-glicolideo) - PLGA. O grande interesse
nesse copolimero vem do fato de suas propriedades mecénicas e do tempo de
degradacdo poderem ser modificados por meio da razdo entre os monémeros
(SOARES et al., 2005; Jl et al., 2012; KANG et al., 2008, QI et al., 2014; SUN et
al.,, 2013; ERBETTA et al., 2011; ERBETTA et al., 2012).

Diante do exposto, desenvolveu-se este trabalho que sera descrito pelos
itens a seguir. Item 2, objetivos geral e especificos. Item 3, revisédo bibliogréafica
introduzindo e discutindo alguns conceitos relativos aos polimeros em geral,
polimeros biodegradaveis (em especial o poli(lactideo) - PLA, o poli(glicolideo) -
PGA e o copolimero PLGA), processos de degradacao, sistemas de liberacédo de
farmaco, modelagem de liberacdo, o farmaco atenolol e algumas técnicas de
caracterizacdo. O item seguinte aborda a metodologia e os materiais utilizados
na parte experimental. Os experimentos envolveram a realizacdo da sintese do
PLGA e sua caracterizagdo, o estudo da sua degradacdo e o estudo de
liberagcdo do farmaco atenolol. No item 5 os resultados obtidos na parte
experimental sdo apresentados e discutidos. As conclusdes obtidas no presente
trabalho e as sugestbes para estudos futuros aparecem no item 6. No final do
documento encontram-se os anexos com todos os dados obtidos durante a

execucao deste trabalho.
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2. OBJETIVOS
O presente trabalho teve como objetivos:

2.1. OBJETIVO GERAL
Padronizar a rota de sintese do PLGA, desenvolvida por ERBETTA
(2010), caracteriza-lo utilizando-se varias técnicas, estudar sua degradacao in

vitro e avaliar seu potencial como dispositivo para liberacdo de farmacos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
» Sintetizar o PLGA;
» Caracterizar o PLGA sintetizado pelas técnicas de espectroscopia de
absorcdo molecular na regido do infravermelho com transformada de
Fourier  (FTIR), calorimetria  exploratéria  diferencial  (DSC),
termogravimetria (TG) e reometria;
» Produzir dispositivos de PLGA com e sem o farmaco atenolol
incorporado na forma de bastbes e na forma de mantas de nanofibras,
caracterizando-os por FTIR, DSC, TG e microscopia eletronica de
varredura (MEV);
» Estudar a degradacdo do PLGA em solucdo tampdao fosfato salino
(PBS) por meio das técnicas de FTIR, DSC, TG, MEV e reometria;
» Avaliar a atividade citotéxica do PLGA sintetizado, com e sem o
farmaco atenolol, como inicio do estudo de sua biocompatibilidade e
avaliar sua potencialidade para aplicacédo clinica;
» Investigar a liberacdo do atenolol, a partir dos dispositivos produzidos,
em solucao tampéo fosfato salino por meio de andlise da concentracdo da
solugcédo, utilizando-se a espectrofotometria de absor¢cdo na regido
ultravioleta-visivel;
» Estudar a cinética de liberagdo do atenolol a partir dos dois tipos de
dispositivos: bastdes e mantas de nanofibras de PLGA,
» Caracterizar os dispositivos de PLGA, ap0s os ensaios de liberacao
do farmaco atenolol, por FTIR, DSC e TG.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
Neste topico sdo abordados conceitos importantes para o
desenvolvimento do trabalho, tais como:
v' Polimeros, no que diz respeito a sua estrutura, classificacdo e
mecanismos de polimerizacéo e degradacéo;
v' Classe de polimeros biodegradaveis, em especial os polimeros
lactideo, glicolideo e PLGA;
v' Liberacdo de farmacos, aplicacdo de polimeros em sistemas de
cessao e mecanismos e modelos cinéticos de liberagao;
v’ Caracteristicas do farmaco atenolol;

v/ Técnicas e métodos analiticos utilizados nesta pesquisa.

3.1. POLIMEROS

A palavra polimero tem origem no vocabulo grego polumeres, composto
por polu (que pode ser traduzido como muitas) e meres que significa partes.
Polimeros sdo, portanto, substancias quimicas formadas por muitas partes. A
estrutura molecular de um polimero consiste na repeticdo de pequenas
unidades, ligadas por covaléncia, originando uma molécula muito grande.

De acordo com a IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry), polimero pode ser definido como: “Substancias compostas de
atomos ou grupos de atomos (unidades de repeticdo ou monbémeros)
interligados entre si em quantidades suficientes para desenvolver um conjunto
de propriedades que nao varie significativamente com a adi¢cdo de uma ou mais
unidades de repeticédo” (GEDDE, 1999).

Polimeros sdo macromoléculas caracterizadas por seu tamanho, estrutura
quimica e interacdes intra e intermoleculares. A diferenca entre macromoléculas
e polimero consiste no fato de que nesse a alta massa molar é proveniente de
unidades estruturais simples e, no caso de macromoléculas, € consequéncia da
complexidade molecular, como as macromoléculas presentes nos organismos
vivos. Assim, os polimeros sdo considerados macromoléculas, mas a reciproca
nao é obrigatoriamente verdadeira (AKCELRUD, 2007).

Existem também moléculas de baixa massa molar, conhecidas como

oligdbmeros, que consiste em uma substadncia com poucos meros. Suas
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propriedades fisicas variam com a adi¢cdo ou a remoc¢édo de um ou mais meros
de sua estrutura molecular (SILVA, 2006).

As moléculas que constituem os polimeros geralmente estdo ligadas
umas as outras por meio de ligacées covalentes, enquanto moléculas separadas
ou segmentos de uma mesma molécula sdo atraidos por forgas
intermoleculares, também chamadas de forcas secundarias, tais como ligacdes
de hidrogénio e forcas de Van der Walls. As ligacbes covalentes sao
caracterizadas por sua grande energia (35 a 150Kcal.mol™), pequena distancia
interatbmica e por manter os angulos entre as ligacbes sucessivas relativamente
constantes. As forcas secundéarias sdo mais dificeis de caracterizar, pois atuam
entre as moléculas ou segmentos da mesma molécula. A intensidade desse tipo
de forca, que pode chegar até 10Kcal.mol™?, diminui significativamente com o
aumento da distancia entre as moléculas e pode ser vista como a energia de
equilibrio entre as forcas de atracdo e repulsdo das moléculas (RODRIGUEZ,
1982).

De uma forma geral, as ligacdes covalentes governam a estabilidade
térmica e fotoquimica dos polimeros. Ja as forcas secundarias determinam a
maioria das propriedades fisicas associadas a compostos especificos.
Propriedades como fusdo, dissolucdo, adsorcdo, difusdo, deformacéo, etc.
envolvem a formacédo e/ou o rompimento dessas interacfes secundarias. Nos
polimeros essas forcas também sdo responsaveis pelos movimentos de
segmentos da molécula (RODRIGUEZ, 1982).

Os monbmeros sao moléculas simples que reagem entre si para dar
origem aos polimeros. A reacdo que promove a unido dos monémeros para
formar um polimero é chamada de polimerizacao.

Quando o polimero é formado por apenas um tipo de mondmero ou
unidade repetitiva, usa-se a expressdo homopolimero ou simplesmente
polimero. JA& quando ha mais de um tipo de mondémero na composi¢cdo do
polimero, emprega-se o termo copolimero. Os copolimeros cujas unidades de
repeticio ndo seguem qualquer ordenacdo, dispondo-se ao acaso, Sao
chamados de copolimeros estatisticos ou aleatérios. Quando ha uma perfeita
regularidade de constituicdo, com os mondmeros dispondo-se de modo
alternado, sdo chamados de copolimeros alternados. Quando, ao invés de uma

unidade monomeérica de cada tipo, alternam-se sequéncias de unidades iguais, 0
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produto é denominado copolimero em bloco. No caso particular desses blocos
existirem como ramificagdes poliméricas da cadeia principal da macromolécula,
o copolimero é dito graftizado ou enxertado (MANO, 1991).

No estado solido, o polimero pode apresentar dois arranjos distintos:
amorfo (também denominado de estado vitreo) e parcialmente cristalino. Esse
ultimo é formado pela estabilizacdo de parte das cadeias poliméricas em uma
estrutura regular e ordenada, semelhante aos metais. Dependendo do grau de
cristalinidade que o polimero apresentar, essa estrutura regular estara inserida
em regides amorfas ou as contera em seu meio. A cristalinidade depende de
alguns requisitos para ocorrer. Quanto mais linear o polimero, maior a
possibilidade de se ter regides cristalinas em sua estrutura. As ramificacdes
impedem a aproximacdo das cadeias poliméricas e, consequentemente, a
formacdo dos arranjos cristalinos. Outro requisito diz respeito as forcas
secundérias, que devem manter as regides dessas estruturas ordenadas e
estaveis. Além disso, a cristalinidade ainda esta relacionada com as
propriedades Oticas dos materiais. Para um polimero puro a cristalinidade é
proporcional a transparéncia do material, isto é, quanto mais cristalino mais
opaco sera o polimero (SILVA, 2006).

A temperatura de transigéo vitrea (Tg) e a temperatura de fusdo cristalina
(Tm) sdo as temperaturas que registram as mudancas de estado fisico do
polimero. A T4 pode ser definida como sendo a temperatura na qual a
mobilidade das cadeias moleculares se restringe devido a interacdo entre as
moléculas com a diminui¢cdo da temperatura. 1Sso ocorre como consequéncia da
rotacdo das ramificacdes em torno das ligacdes primarias e esta relacionada
com a parte amorfa dos polimeros. Abaixo da T4, 0 material torna-se rigido, pois
ndo ha mobilidade e, acima Tg a molécula polimérica tem mais energia,
chegando a ser possivel o movimento de pequeno alcance dos segmentos
moleculares. Nesse estado, os movimentos que podem conduzir o material a
fluir estdo limitados pela reticulacdo ou emaranhamento das cadeias poliméricas,
que conduzem a formacdo de ligacbes secundarias entre as moléculas. Nos
casos de polimeros parcialmente cristalinos, as zonas de cristalinidade podem,
também, restringir o fluxo do material (MANO, 1991). A T, pode ser definida

como sendo a temperatura em que, acima da qual, as cadeias poliméricas tém
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liberdade de movimento para fluirem. Ela separa ou delimita o estado liquido
viscoso (melt) do estado de borracha.

Acima da Ty, o polimero encontra-se no estado liquido viscoso, ou seja,
as moléculas do polimero possuem energia suficiente para vencer as restricoes
impostas pelo emaranhamento de sua cadeia e pelas forcas secundarias,
podendo fluir. Isso sO ocorrera se a temperatura de fusdo for inferior a
temperatura de decomposicdo do material. Reduzindo a temperatura abaixo de
Tm, pode ocorrer a formacé&o de cristais na cadeia até se atingir a temperatura de
transicdo vitrea, Ty, em que, abaixo dela, ndo ha mais a possibilidade de
cristalizacdo. Vale ressaltar que a taxa de cristalizacdo do polimero depende da
taxa de resfriamento do sistema, ou seja, se o resfriamento for rapido a
formacéo de cristais vai ser menor que em um resfriamento lento. Entre Tr, € Ty,
existe o estado chamado de borracha, em que as moléculas se dispdem
aleatoriamente, como resultado da livre rotagdo em torno das ligacdes
covalentes simples da cadeia principal. Varias propriedades mudam de valor
consideravelmente ao se passar do estado de borracha para o estado vitreo,

como consequéncia da variagao na mobilidade molecular (SILVA, 2006).

Quanto a sintese do polimero, a polimerizacao por adicdo € uma reacao
em cadeia, em que unidades monoméricas bifuncionais sdo agrupadas, uma de
cada vez, para formar uma macromolécula. Apresenta trés etapas reacionais:
iniciagdo, propagacao e terminagdo. Na iniciagdo, um centro ativo capaz de
propagacao € formado por meio de uma reagcdo entre uma espécie iniciadora e
uma unidade monomérica. A propagacao envolve o crescimento da molécula a
medida que unidades do monémero séo adicionadas sucessivamente ao centro
ativo formado na fase de iniciagdo, gerando novo centro ativo. A terminacéo
envolve a desativacdo da cadeia que se propaga por meio de reacdes com
espécies quimicas ativas ou inertes, encerrando o crescimento (MANO e
MENDES, 2001; CALLISTER, 2002).

7

A polimerizagdo por condensacdo € uma reagdo em estagios, ha
formacédo de polimeros mediante reacdes quimicas intermoleculares, etapa por
etapa, normalmente envolvendo mais de um tipo de mondémero. Geralmente
existe um subproduto de baixa massa molar, como agua, sendo eliminado.

Nenhum componente reagente possui a férmula quimica da unidade mero que
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se repete e a reacao intermolecular ocorre toda vez que uma unidade de mero
repetida é formada (MANO e MENDES, 2001; CALLISTER, 2002).

3.1.1. POLIMEROS BIODEGRADAVEIS

O crescimento explosivo da industria de polimeros, ap6s a segunda
guerra mundial, levou a descoberta de alguns novos materiais com propriedades
variadas. Inicialmente, a pesquisa de biomateriais poliméricos foi restrita a
polimeros estaveis, tais como o Dacron® e o Teflon®, que eram considerados
“biologicamente inertes” naquela época. Durante a década de 1980 foi
reconhecido que a inatividade nem sempre é a propriedade mais desejada.
Nesse tempo, grandes avancos foram alcancados com o desenvolvimento de

novos polimeros biodegradaveis (PARATO, 2005).

Polimeros biodegradaveis podem ser de origem sintética ou natural. O
uso de polimeros naturais é limitado pela dificuldade na purificacdo e producao
em larga escala. Com o avanc¢o na ciéncia dos polimeros, muito conhecimento
foi adquirido ao longo dos ultimos 30 anos na sintese, manuseio € mecanismo
de degradacdo de muitos polimeros biodegradaveis sintéticos. Hoje, muitos
polimeros biodegradaveis sintéticos estdo sendo empregados com sucesso ha
liberacdo de farmacos. Independente de sua fonte e composicédo quimica, todos
os polimeros biodegradaveis possuem algumas caracteristicas comuns, tais
como: estabilidade e compatibiidade com a molécula do farmaco,
biocompatibilidade e biodegradabilidade, facilidade na producdo em larga
escala, possibilidade de esterilizacdo e flexibilidade para oferecer varios perfis
de liberacdo. Polimeros biodegradaveis podem ser divididos em polimeros
solliveis em agua e polimeros insoluveis em agua. O polimero biodegradavel
solivel em agua pode ser usado como transportador (veiculo) para direcionar
farmacos a locais especificos (XIAOLING e HASKARA, 2006).

A biocompatibilidade e a auséncia de toxicidade do polimero séao
consideracdes importantes no projeto de um sistema de liberacdo de farmacos,
especialmente para aqueles projetados para aplicacdes sistémicas (XIAOLING e
HASKARA, 2006).
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Na Tabela 1 pode-se ver uma lista representativa de polimeros que tém
sido investigados para aplicagbes em liberacdo de farmacos e que podem ser

amplamente classificados em biodegradaveis e ndo-biodegradaveis.

Tabela 1- Lista representativa dos polimeros usados em sistemas de liberacdo
de farmacos (PILLAI e PANCHAGNULA, 2001).

Classificacéo Polimeros

Polimeros naturais

Polimeros a base de
proteinas
Polissacarideos Agarose, alginato, carragenina, acido hialurénico,
dextran, quitosana, ciclodextrinas
Polimeros Sintéticos Biodegradéaveis
Poliéster Poli(acido latico), poli(acido glicdlico)
poli(hidroxibutirato), poli(e-caprolactona)
poli(acido B-malico), poli(dioxanonas)

Colageno, albumina, gelatina

Polianidridos Poli(acido sebécico), poli(acido adipico)
poli(acido terftalico) e varios copolimeros
Poliamidas Poliaminocarbonatos, poliaminoacidos
Polimeros fosforosos Polifosfatos, polifosfonatos, polifosfazenos
Outros Policiano acrilatos, poliuretanos, éster poliorto,

polidihidropirans
Polimeros Sintéticos Nao-Biodegradaveis
Carboximetil celulose, etilcelulose,
celulose acetato,
celulose acetato propionato, hidroxipropil,
metilcelulose

Derivados da celulose

Silicones Poli(dimetilsiloxano), silica coloidal
Polimeros acrilicos Polimetracrilatos, poli(metilmetacrilato),
Poli(hidroetilmetacrilato)
Outros Poli(vinilpirrolidona), etilvinilacetato,

polioxameros, polioxaminas

Os poliésteres poli(lactideo) — PLA - e poli(glicolideo) - PGA, foram os
primeiros materiais a serem usados com sucesso como suturas ao longo das
tltimas quatro décadas e seus produtos de degradacdo s&do conhecidos por
serem ndo toxicos, sendo seu processo de eliminacdo bem estabelecido
(XIAOLING e HASKARA, 2006). Eles sé@o polimeros de grande utilizacdo na area
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farmacéutica. Fazem parte do grupo de polimeros que possuem grupos
hidrolishveis em suas cadeias (CHERA e RUSTGI, 1998), os quais sado
susceptiveis a biodegradacdo (ANGELOVA e HUNKELER, 1999).

A biodegradacdo € um processo natural pelo qual produtos quimicos
organicos no ambiente sao convertidos a componentes simples, mineralizados e
redistribuidos por meio dos ciclos elementares como os do carbono, nitrogénio e
enxofre (CHERA e RUSTGI, 1998).

Com respeito aos polimeros biodegradaveis, € essencial reconhecer que
a degradacdo € um processo quimico e a erosdo € um fendmeno fisico
dependente dos processos de difusao e dissolugéo (PILLAIL e PANCHAGNULA,
2001). A biodegradabilidade pode ser manipulada pela incorporacdo de uma
variedade de grupos instaveis como éster, ortoéster, anidrido, carbonato, amida,
ureia e uretano na cadeia principal (MANO et al., 2004). Essas vias de
degradacédo podem ocorrer separadamente ou de forma simultanea e sao muitas
vezes influenciadas pelos seguintes fatores: estrutura e composi¢cao quimica do
polimero, fatores fisico-quimicos (carga iénica, forca ibnica e pH), fatores fisicos
(forma, tamanho, defeitos na cadeia), morfologia (amorfo, semi-cristalino,
microestrutura, estresse residual), mecanismo de degradacdo (enzimatico,
hidrolitico, microbiano), distribuicdo de massa molar, rota de administracdo e

sitio de acdo (PILLAIL e PANCHAGNULA, 2001).

Inimeros polimeros biodegradaveis sintéticos estdo disponiveis e ainda
em desenvolvimento para aplicagbes em liberacdo modificada e direcionada de
farmacos. Existem muitos trabalhos na literatura que descrevem varios meios de
alterar o desempenho desses polimeros em sistemas de liberacéo.
Desenvolvimento e otimizacao de tais sistemas de liberacdo de farmacos podem
oferecer conforto e condescendéncia ao paciente. Esses sistemas, em muitos
casos, reduzem a dose de ingestdo e, portanto, a toxicidade indesejada, bem
como oferece uma melhor eficacia terapéutica devida a continua disponibilidade
do farmaco em doses terapéuticas por um longo periodo de tempo. Sistemas de
microesferas e implantes tém assumido a lideranca nos sistemas de liberacéo de
farmacos usando polimeros biodegradaveis. No entanto, questdes relacionadas
com inflamacéo no local da injecao, reprodutibilidade na liberacdo do farmaco e

transferéncia da escala de laboratério para lotes industriais viaveis, precisam ser
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abordadas para estender os beneficios do sistema biodegradavel de liberagédo
para um maior grupo de farmacos e condi¢cdes terapéuticas (XIAOLING e
HASKARA, 2006).

3.1.2. POLIMERO PLA

PLA € um poliéster relativamente hidrofébico, instavel em condicbes
Umidas e biodegradavel a subprodutos atoxicos (acido latico, CO, e H,0),
presentes no metabolismo de animais e microrganismos. Portanto, apresenta
potencial para aplicacdes nas areas meédicas e farmacéuticas, principalmente
como dispositivos temporariamente implantaveis (suturas, grampos, nano-

reservatérios para drogas, etc.).

O A&cido latico possui um carbono beta assimétrico que permite a
obtencdo de polimeros nas formas levégira (L-PLA), dextrogira (D-PLA) ou
racémica (D,L.-PLA), sendo que as formas levogira e dextrogira s&o
semicristalinas, devido a elevada regularidade da cadeia polimérica, e a forma
racémica é amorfa, por apresentar irregularidades na estrutura da cadeia do
polimero (MERKLI et al., 1998).

O polimero semicristalino L-PLA € um material que exibe alta resisténcia a
tracdo e baixa elasticidade e, consequentemente, tem alto médulo de tenséo,
algo que o torna mais apto para aplicacbes de suporte de carga como em
fixacdo ortopédica e suturas. O poli(D,L-lactideo) (D,L-PLA) é um polimero amorfo
exibindo uma distribuicdo aleatéria de ambas as formas isémeras do acido latico,
portanto, ndo é capaz de organizar-se em uma estrutura cristalina. Esse material
tem menor resisténcia a tracdo, maior alongamento e um menor tempo de
degradacéao, tornando-o mais atrativo para aplicacdes em sistema de liberagcéo
de farmacos. O L-PLA tem cerca de 37% de cristalinidade, com ponto de fuséo
entre 175 e 178°C e temperatura de transicdo vitrea de 60 a 65°C. O tempo de
degradacéo do L-PLA é muito maior que o do D,L-PLA, necessitando de mais de
2 anos para ser completamente decomposto. Copolimeros de L-PLA e D,L-PLA
tém sido preparados para alterar a cristalinidade do L-PLA e acelerar seu
processo de degradagéo (MIDDLETON e TIPTON, 1998).

11
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PLA apresenta o perfil geral de degradacdo tipico dos poliésteres
semicristalinos alifaticos biorreabsorviveis, sofrendo clivagem das cadeias por
cisdo hidrolitica das ligacbes éster. A cisdo ocorre de forma randdémica, néo
enzimatica, com o processo de biorreabsor¢cdo ocorrendo em duas fases,
hidrolise e metabolizacdo (DESOGUS et al., 2005).

Quando o PLA é obtido diretamente a partir da policondensacédo do &cido
latico, usando esse como monémero, ele é chamado poli(acido latico), e quando
€ obtido a partir do dimero, por abertura do anel do lactideo, chama-se
poli(lactideo). O poli(acido latico) e o poli(lactideo) apresentam a mesma formula
estrutural, sendo a diferenga de nomenclatura utilizada apenas para diferenciar o
processo de sintese, por meio da identificacdo do mondmero de partida
(DESOGUS et al., 2005). A equacédo de sintese do PLA a partir do lactideo é

apresentada na Figura 1.

o

HC K CHz; O CH; O
0 Iniciador + calor | ” | ”
" 0—CH—C—0—CH—C—
CH, 1

0

Figura 1 - Equacéo de sintese do poli(lactideo).

3.1.3. POLIMERO PGA

PGA é o mais simples poliéster alifatico linear e foi utilizado para
desenvolver a primeira sutura sintética totalmente absorvivel, comercializada
como Dexon® a partir de 1960. O monémero glicolideo é sintetizado a partir da
dimerizacdo do &acido glicolico. A polimerizacdo via abertura do anel gera
materiais de alta massa molar, com cerca de 1 a 3% de mondémeros residuais
presentes. A equacado de sintese do PGA a partir do glicolideo é mostrada na
Figura 2. PGA apresenta cristalinidade em torno de 45 a 55%, com ponto de
fusdo entre 220 e 225°C e temperatura de transi¢cdo vitrea na faixa de 35 a
40°C. Devido ao seu grau de cristalinidade, ele ndo é solavel na maioria dos
solventes organicos; as excec¢des sao solventes altamente fluorados, tal como o
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hexafluorisopropanol. Fibras de PGA apresentam alta resisténcia e médulo de
tensdo e sdo demasiadamente rigidas para serem utilizadas como suturas,
exceto sob forma de material trancado. Suturas de PGA perdem cerca de 50%
de sua resisténcia apés 2 semanas, 100% em 4 semanas e sdo completamente
degradadas entre 4 e 6 meses. Glicolideo tem sido copolimerizado com outros
mondmeros para reduzir a rigidez das fibras (MIDDLETON e TIPTON, 1998).

o Iniciador + calor O O
H O—CH;—C O—CH;—C—
O\I

O

Figura 2 - Equacdao de sintese do poli(glicolideo).

O interesse sobre o PGA, como um polimero biodegradavel de aplicacéao
meédica, reside no fato de que o produto de degradacdo do acido glicolico € um
metabolito natural. Numerosos estudos tém estabelecido um mecanismo simples
de degradacédo via erosdao homogénea. O processo de degradacdo ocorre em
duas fases, a primeira envolve a difusdo de agua para as regides amorfas da
matriz com a simples cisdo hidrolitica da cadeia dos grupos ésteres. A segunda
etapa da degradacdo envolve amplamente as regides cristalinas do polimero, as
quais se tornam predominantes quando a maioria das regides amorfas sao
erodidas (GUNATILLAKE e ADHIKARI, 2003).

3.1.4. COPOLIMERO PLGA

Os copolimeros de acido latico e acido glicélico sdo poliésteres cuja
principal caracteristica € a ligacdo éster presente entre os meros (Figura 3).
Esses copolimeros podem apresentar cadeias lineares e ramificadas, taxa
constante de biodegradacédo, cristalinidade, geometria regular de cadeias
individuais e comportamento termoplastico. Eles possuem um centro
assimétrico, apresentado pelo acido latico (PLA) em uma mistura racémica (D,L-

PLA) ou por uma das suas formas levogira (L-PLA) ou dextrégira (D-PLA), ligada
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de forma alternada ao polimero &acido glicélico (PGA) (JAIN, 2000; HANS e
LOWMAN, 2002; CAl et al., 2003; MERKLI et al., 1998; KHARE et al., 2014). A
equacao de copolimerizacdo do PLGA e as estruturas quimicas dos dimeros e
do PLGA sdo apresentadas na Figura 3 (KIREMITCI — GUMUSDERELIOGLU e
DENIZ, 1999).

0
CH; 0 /J\ 0 0 )
m 0 —..A(j éHo C- CHz—o-c-CH:.w)—
;,— CH; \ h
Poli(lactideo) Poli(glicolideo)
Lactideo Glicolideo PLA PGA |
PLGA

Figura 3 - Estruturas quimicas dos dimeros e do polimero PLGA e equacao de

copolimerizagcédo do PLGA.

Até 1960, polimeros hidroliticamente instaveis eram considerados uma
descoberta desastrosa. Entretanto, com o avanco das pesquisas, esses
materiais passaram a despertar o interesse nas areas médica e farmacéutica,
especialmente devido a possibilidade de serem utilizados em implantes
temporarios (suturas, grampos, nanorreservatérios para farmacos, etc.).
Semelhante ao PLA, o PLGA é também um poliéster relativamente hidrofobico,
instavel em condi¢cdes Umidas e biodegradavel a subprodutos atoxicos (acido
latico, acido glicélico, diéxido de carbono e agua). Os polimeros derivados dos
acidos latico e glicdlico tém recebido muita atengéo nas pesquisas de polimeros
biodegradaveis alternativos, existindo diversos estudos demonstrando sua baixa
toxicidade, inclusive com aprovacao pelo Food and Drug Administration (FDA)
para a utilizacdo como sistemas de liberagdo de farmacos (SOARES et al., 2005;
STEVANOVI'C et al, 2009; STEVANOVI'C e SKOKOVI'C, 2009).

O lactideo € mais hidrofébico que o glicolideo, portanto copolimeros de
PLGA ricos em &cido latico sdo menos hidrofilicos, absorvem menos agua e
degradam mais lentamente (JAIN, 2000). E importante salientar que a relagéo
entre a razao entre acido glicolico e acido latico, com as propriedades fisico-

quimicas do correspondente copolimero, ndo € linear. Embora o PGA seja
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altamente cristalino, a cristalinidade é rapidamente perdida em copolimeros de
acido latico e acido glicdlico. Essas mudancas morfolégicas levam a um
incremento nas taxas de hidratacéo e hidrolise (RATNER e HOFFMAN, 1996).

O glicolideo é muito mais reativo que o D,L-lactideo. Isso leva a formagéo
de copolimeros com sequéncia de blocos ao longo da cadeia (BENDIX, 1998).
Inclusdo de glicolideo na cadeia do poli(lactideo) altera a cristalinidade,
solubilidade, taxa de biodegradacdo e absor¢do de agua pelo polimero
(XIAOLING e HASKARA, 2006). Segundo GILDING e REED (1979), o glicolideo
tem uma reatividade maior que o lactideo e € sempre encontrado no polimero
final em uma maior proporgédo que aquela em que foi adicionado na mistura de
mondmeros antes da reacdo ter inicio. Essa maior reatividade por parte do
glicolideo, durante a polimerizacdo, pode ser comprovada pela técnica de
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) (ERBETTA et al,
2012).

A hidrofilicidade e a lipofilicidade dos polimeros de PLGA séo
determinadas pela proporcéo de acidos latico e glicolico na sua constituicdo. O
acido latico possui maior hidrofobicidade devido a presenga do grupo metila na
sua estrutura e 0 PGA é bastante susceptivel a hidrélise (FIALHO et al., 2003).

Alguns dados referentes ao comportamento dos diferentes copolimeros
de PLGA, do PLA e PGA séao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2- Propriedades dos polimeros PLA e PGA e de copolimeros de PLGA.

Polimeros ou Temperatura de Temperatura Tempo de degradacédo

copolimeros  transicdo vitrea (°C) de fusdo (°C) aproximado (meses)*

PLGA 50:50 45 a 50 Amorfo 2
PLGA 75:25 60 Amorfo 2a4
PLGA 85:15 45 Amorfo 5
D,L-PLA 57 a59 Amorfo 12a16
L-PLA 60 a 67 172 a 174 18a24
PGA 36 230 2a4

* O tempo de degradacao pode variar de acordo com a superficie, porosidade e massa molar do sistema.
Fonte: Lewis, (1990)
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O polimero PLGA na proporcédo 75:25 (PLGA 75/25), constituido por 75%
de D,L-PLA e 25% de PGA apresenta temperatura de transicao vitrea em torno
de 60°C (Tabela 2), estado amorfo e degradacdo em um periodo de dois a
quatro meses. Diferentes valores nas transicdes vitreas e degradabilidade
podem ser observados, uma vez que dependem da forma de processamento
dos materiais e do tamanho da cadeia polimérica. Por exemplo, um estudo
desenvolvido por FIALHO e colaboradores (2003) mostrou que a temperatura de
transicao vitrea para o PLGA 75/25 foi de, aproximadamente, 50°C e o tempo de

degradacédo desse copolimero foi de dois meses.

A principal vantagem do PLGA sobre outros polimeros biorreabsorviveis é
que esse copolimero requer um menor tempo para sua completa degradacéo,
implicando menor probabilidade de reacdes adversas, as quais decorrem, muitas
das vezes, de fragmentos cristalinos liberados por polimeros cujo tempo de
degradacdo seja excessivamente longo. Por sua cadeia polimérica possuir o
mero proveniente do acido glicdlico, que possui menor impedimento ao ataque
das moléculas de agua quando comparado ao acido lactico, a estrutura quimica
do PLGA é mais suscetivel a reacao de hidrolise quando se compara ao PLLA,
cuja cadeia polimérica é formada apenas por meros oriundos do &cido lactico
(ASTETE e SABLIOV, 2006; HOUCHIN e TOPP, 2008; TRACY et al., 1999;
TSUKADAA et al., 2009; XIAO et al., 2014)

Muitos pesquisadores tém investigado e documentado a biodegradacgéo e
biocompatibilidade do PLA e PLGA. Os primeiros trabalhos sobre liberacéo
controlada de farmacos utilizando o PLA foram relatados por Boswell, Yolles,
Sinclair, Wise e Beck (JAIN, 2000, WU, 1995; LEWIS, 1990, VERT, 1996).
Desde entdo, um numero expressivo de literatura a respeito de liberacdo
controlada usando PLA e, especialmente PLGA, tem sido publicado. Varios
dispositivos poliméricos como microesferas, microcapsulas, nanoparticulas,
pellets, implantes e filmes tém sido fabricados usando esses polimeros para

liberagcédo de uma variedade de classes de farmacos.

Os primeiros trabalhos sobre a sintese de polimeros de baixa massa
molar do lactideo e glicolideo foram realizados ha algumas décadas. Durante o

final dos anos 1960 e inicio dos anos 1970, varios pesquisadores publicaram
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trabalhos pioneiros sobre a utilizagdo desses polimeros como suturas e fibras.
Lowe foi o primeiro a reportar os métodos para sintese desses polimeros com
alta massa molar (TICE e TABIBI, 1991; WU, 1995; LEWIS, 1990; KITCHELL E
WISE, 1985).

A copolimerizagdo do PLGA pode ser realizada basicamente por dois
caminhos: 1) reacdo de policondensacdo direta do acido latico e do acido
glicdlico, obtendo-se copolimero de baixa massa molar (LUNT, 1998); 2)
polimerizacdo via abertura dos dimeros ciclicos do acido latico (lactideo) e do
acido glicdlico (glicolideo), resultando em copolimeros de alta massa molar e,
consequentemente, propriedades mecanicas distintas (BENDIX, 1998).

O estado fisico do &cido latico (D,L.-PLA) é amorfo por apresentar
irregularidades na estrutura da cadeia do polimero (MERKLI et al., 1998). Logo,
prefere-se a utilizagdo do PLGA nesse estado, uma vez que é possivel uma
dispersdo mais homogénea do farmaco na matriz polimérica (ATHANASIOU et
al., 1996).

Na producao de polimeros para aplicacbes médicas, dois sais de estanho,
cloreto de estanho(ll) e 2-etilexanoato de estanho(ll), abreviado como octanoato
de estanho [Sn(Oct),], ttm sido usados como iniciadores (BENDIX, 1998).

O Sn(Oct), é frequentemente escolhido como iniciador da reacao de
polimerizacdo, via abertura dos anéis dos dimeros ciclicos, em virtude de
apresentar alta taxa de reacgdo, baixo grau de racemizagcdo (mesmo em altas
temperaturas) e também pelo fato de ser aprovado pelo FDA. Além disso, esse
composto é comercialmente disponivel, facil de manusear e solivel em
solventes organicos comuns e monomeros de éster ciclicos (KORHONEN et al.,
2001). O uso do octanoato de estanho é permitido como aditivo alimentar em
muitos paises, 0 que significa que a sua toxicidade € extremamente baixa
guando comparada a outros sais de metais pesados (KRICHELDORF et al.,
1995). Iniciadores baseados em Sn (ll) sdo utilizados industrialmente por
empresas como Cargil® e Dow® (KOWALSKI et al., 2000).

O mecanismo de reacdo do Sn(Oct), ainda nao foi totalmente elucidado,
apesar dos recentes progressos nesse sentido. Varios mecanismos tém sido

propostos para polimerizacao induzida pelo Sn(Oct), (SCHWACH et al., 1997;
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ZHANG et al.,, 1994; DUDA et al., 2000). De acordo com a maioria dos
resultados (KOWALSKI et al.,, 2000; DUDA et al.,, 2000), o Sn(Oct), reage
primeiramente com compostos contendo grupos hidroxilas para formar um
alcoxido de estanho, o qual atua como iniciador na polimerizacdo, sendo esse
mais reativo que o Sn(Oct),. Com isso, 0 uso de alcool, como co-iniciador, tende
a aumentar a taxa da reacdo de polimerizagdo. A propagacéo é interrompida por
meio de uma transferéncia de cadeia com outra molécula de alcool que gera
polimeros com terminacgéo hidroxila, de massa molar dependente da razao entre
mondmero/co-iniciador. A estrutura do polimero depende do &lcool usado como
co-iniciador. Alcoois mono e bifuncionais geram polimeros lineares, enquanto
gue alcool com numero de hidroxilas maior que 2 gera polimeros ramificados
(KORHONEN et al., 2001). O iniciador octanoato de estanho é bastante ativo na

bY

promocdo de reacdo de gelificacdo, porém € muito sensivel com relacdo a

[N

estabilidade hidrolitica. Na presenca de agua ou umidade, o estanho
facilmente oxidado (VILAR, 2004).

A polimerizacédo geralmente ocorre por um periodo de duas a seis horas,
sob temperatura em torno de 175°C, utilizando como iniciador, principalmente, o
Sn(Oct),. Durante o processo pode ser adicionado alcool laurilico para tentar
controlar a massa molar (CHASIN e LANGER, 1990).

3.2 DEGRADACAO

A degradacdo de polimeros € um nome genérico dado para varios
processos que provocam mudancas nas propriedades fisicas e quimicas devido
as interagbes dos polimeros com agentes ambientais (SCHNABEL, 1981).
Diversos tipos de degradagdo podem ocorrer simultaneamente quando o0s
polimeros séo expostos ao ambiente de trabalho ou durante o seu
processamento (CLOUGH, 1988).

O PLGA tem sido amplamente utilizado em diversas areas, tais como
sistemas de liberacdo de farmacos e engenharia de tecidos, entre outras. E
muito importante conhecer o comportamento de degradacdo do PLGA, em
especial, no caso de aplicacéo farmacéutica para liberacdo de farmacos.
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Sabe-se que dispositivos biodegradaveis, uma vez implantados no corpo,
devem manter suas propriedades mecéanicas pelo tempo necessario, até serem
degradados, reabsorvidos e eliminados sem deixar tracos. Tanto a degradacéao
in vivo como a in vitro dos copolimeros de PLGA ocorre num ambiente aquoso
por meio da quebra das ligacdes ésteres presentes na cadeia do polimero
(JALIL e NIXON, 1990). E como essas degradacdes in vivo e in vitro ocorrem
praticamente em uma mesma taxa, pode-se dizer que nao existe uma
contribuicéo significativa das enzimas do organismo no processo de degradacao
do copolimero de PLGA (MOTTA, 2002).

A biodegradacéo do poliéster PLGA ocorre por erosao bulk, liberando os
acidos latico e glicélico. Esses acidos, por serem metabdlitos naturais do
organismo, sao eliminados pelo ciclo de Kreb’s na forma de gas carbénico (CO,)
e agua (H20), como mostrado na Figura 4 (ATHANASION et al., 1996, LAO et
al., 2011; Ll et al., 2005).

R O R’

| Il H,0 | Ciclo de Krebs
O-CH-C —> HO-CH-COOH ————— CO,+H,0
il

R =H (acido glicdlico) ou R = CH; (acido latico) )
* Os produtos de degradacéao: (1) Acido latico (caso o polimero seja PLA), (2) Acido glicolico
(polimero de origem PGA), (3) Ambos (polimero de origem PLGA).

Figura 4- Equacédo de degradacdo do PGA / PLA / PLGA [MERKLI et al. (1998)].

Pelo fato da taxa de hidrélise da cadeia do polimero ser dependente
somente de variacbes significativas na temperatura, pH ou presenca de

7

catalisadores, pouca diferenca € observada na taxa de degradacdo em
diferentes locais do corpo, com poucas excecdes. Essa € sem davida uma
vantagem no que diz respeito a formulagbes de liberacdo de farmacos (LEWIS,

1990).

A eroséo refere-se a dissolucdo e/ou degradacéo de fragmentos sollveis
do polimero e perda de massa progressiva da matriz. O perfeito entendimento

7

do mecanismo de erosdo € essencial para modulacdo das caracteristicas de
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liberac@o. Biodegradacao, entretanto, refere-se a clivagem e encurtamento da
cadeia polimérica que € causada pela reacao hidrolitica ou enzimatica ou ainda
por ambas. Desse modo, para a maioria dos sistemas biodegradaveis, a
biodegradacdo dos polimeros precede a erosdo da matriz. Erosdo pode ser
classificada como erosdo matricial (bulk) ou superficial com base nas

caracteristicas do polimero

Os polimeros que sofrem eroséo superficial perdem materiais apenas na
superficie, tornando-se menores e com formato semelhante ao inicial. J& nos
polimeros que sofrem erosdo de forma matricial (bulk), o tamanho da cadeia do
polimero permanece constante em um periodo de tempo prolongado, sem
apresentar perda de massa. A vantagem da erosdo de superficie estd na
possibilidade de prever o comportamento de desintegracdo, previsdo que fica
dificil de ser feita para os polimeros que sofrem erosdo matricial (SALIBA, 2007).
Por exemplo, poliésteres sofrem erosdo bulk. Na absorcdo de agua, a cisdo
aleatéria da cadeia do polimero gera oligdbmeros e monémeros de baixa massa
molar. Como eles alcancam baixas massas molares, eles tornam-se solUveis em
agua e ocorre a erosao da matriz. Em geral, a absorcdo de agua é mais rapida
do que a cisdo da cadeia do polimero. O pH também desenvolve um papel
importante no processo de erosdo bulk. Os produtos de degradacdo dos
poliésteres sdo acidos por natureza, baixando o pH do microambiente da matriz
polimérica ou dispositivo. Essa reducdo do pH pode causar degradacéo
autocatalitica do polimero, a qual € mais rapida na erosdo bulk do que na
superficial ( XIAOLING e HASKARA, 2006).

Polimeros biodegradaveis geralmente sofrem trés tipos de degradacéo.
Na degradacéo tipo |, a degradacéo ocorre na cadeia principal do polimero. A
clivagem das ligagbes entre os meros resulta na dissolugédo do polimero. Muitos
dos polimeros biodegradaveis lineares pertencem a essa categoria. Se 0
polimero insolavel em 4gua se torna soluvel, inicialmente pela quebra da ligagéo
covalente por hidrélise, tal degradagdo se refere a degradacdo tipo Il. A
degradacéao tipo Il envolve a degradacdo da cadeia lateral do polimero. Um
polimero hidrofébico ou insolivel em agua pode tornar-se solivel em agua por
hidrélise, ionizacdo ou protonacdo da cadeia lateral. Os polimeros tornam-se
sollveis em agua quando a cadeia lateral do grupo carboxilico é ionizada. Em
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geral, a degradacdo dos polimeros € influenciada por varios fatores, os quais
incluem (XIAOLING e HASKARA, 2006):

» Estrutura quimica e composicao;
Massa molar;

Concentragéo do polimero;
Hidrofilicidade/hidrofobicidade;

Propriedades morfologicas do dispositivo tal como tamanho, forma,

porosidade e cristalinidade;

Aditivos ao sistema (acidos, bases, monémeros, farmacos);
Condic¢des do microambiente tal como pH;

Local do implante;

Método de preparacéo;

YV V VYV VY V¥V

Esterilizacéo.

A degradacao da matriz de PLGA ocorre por meio da quebra de ligacbes
a uma taxa uniforme. A maior parte da literatura indica que a biodegradacao do
PLGA nao envolve nenhuma atividade enzimatica, sendo puramente por meio de
hidrélise (GIUNCHEDI e CONTE, 1995; JAIN, 2000).

A taxa de degradacdo do PLGA depende de uma série de parametros,
incluindo a razdo entre os mondmeros, massa molar, forma e estrutura da
matriz. A grande utilizacdo desses copolimeros biocompativeis pode ser
atribuida, em parte, a aprovacéo pelo FDA para uso em seres humanos, a uma
boa processabilidade que permite a fabricacdo de uma variedade de estruturas e
formas, a taxas controlaveis de degradagdo e ao sucesso como suturas
biodegradaveis, em comparacdo com suturas de outros materiais. Portanto, tem
ocorrido uma investigacdo intensa da utilizacdo do PLGA para aplicacdes
meédicas, tais como, liberacdo modificada de farmacos e engenharia de
recuperacéo de tecidos, entre outras (LAKSHMI e LAURENCIN, 2007).

No PLGA, quanto maior a proporcao de lactideo maior a hidrofobicidade
do copolimero, ja que absorve menos agua e, consequentemente, menor sera a

velocidade de degradacao. Aléem disso, a massa molar e o grau de cristalinidade
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podem influenciar nas propriedades mecanicas, na capacidade de hidrolise e na
velocidade de degradacdo desses polimeros (BLANCO-PRIETO et al., 1998;
LEWIS, 1990). Outros fatores responsaveis por alteracbes no periodo de
degradacéo dos polimeros biodegradaveis sao: distribuicdo da massa molar dos
polimeros, presenca de mondmeros e oligdbmeros, tamanho e forma da
superficie do sistema, morfologia dos componentes do sistema (amorfo,
semicristalino, cristalino) e local de implantacéo (FIALHO et al., 2003).

Alguns dos PLGA’s comerciais e suas respectivas aplicacbes para o caso
de implantes sdo mostrados na Tabela 3. Para todos os PLGA’s apresentados

nessa Tabela, o processo de degradacgéo ocorre por erosao matricial.

Tabela 3- Algumas caracteristicas dos copolimeros disponiveis no mercado
(adaptado de MOTTA, 2002).

Tempo para
perdas de Area de Produtos
Polimero massa e . aprovados para
. aplicacao
propriedades uso
mecanicas
Ancoras de
PLGA suturas SurgicalDynamics®
4-12 meses Pinos e placas
82/18 * . ®
para reparos Biomet
craniomaxilofacial
Muito usado em
PLGA reconstrucéo na ®
2-12 o - L
70/30 * meses regido do cranio actosorb
e maxilofacial
PLGA Materiais de ®
50/50 * 2 meses sutLras Purasorb
Vicryl
PLGA Suturas suture®
1-2 meses . -
10/90 * periodontal Vicryl
Mesh®

*Razéo entre as unidades do lactideo/glicolideo, respectivamente.

A taxa de degradacdo do polimero e a capacidade do local do implante
em eliminar os produtos &cidos originarios da degradacdo sdo de suma

importancia para se evitar algum tipo de reacgéo inflamatoria ou mesmo outro tipo
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de resposta toxica por parte do tecido circunjacente ao implante (SUGANUMA e
ALEXANDER, 1993).

3.3 SISTEMAS DE LIBERACAO DE FARMACOS

Sistemas de liberagdo de farmacos, com base em materiais poliméricos
(descobertos por volta de 1960), tém sido utilizados para uso clinico, incluindo
reservatérios de liberacdo de esteroides para contraceptivos (Norplant® e
Progestasert®), dispositivo de liberacéo de pilocarpina para terapia do glaucoma
(Ocusert®), entre outros (LAWRENCE et al., 1997).

Um grande desafio para qualquer pais, é tornar seus produtos mais
competitivos. Entre as tecnologias com grande potencial nesse sentido
encontram-se os sistemas de liberagdo de farmacos, que envolvem processos
complexos que permitem incorporar, a um principio ativo, novas propriedades

funcionais e inteligentes, tornando o produto final mais eficaz (RE, 2000).

Sistemas de liberacdo de farmacos podem ser obtidos a partir da
combinacdo de um polimero, natural ou sintético, com um ou mais farmacos.
Esses sistemas podem apresentar uma liberacdo constante ou ciclica (por um
periodo de tempo pré-determinado), ativada pelo ambiente ou outro fator externo
(TORCHILIN, 2001; HUSMANN et al., 2002). Portanto, pode-se dizer que esses
sistemas buscam manter a concentracdo do farmaco constante no nivel

sanguineo, entre 0 maximo e o minimo desejado da concentracdo terapéutica.

Os polimeros usados como biomateriais sdo comumente chamados de
biopolimeros. Uma variedade grande desse tipo de material vem sendo usada
em aplicacbes biomédicas gragas as suas caracteristicas fisico-quimicas e a sua
versatilidade estrutural, que permitem adequa-los em termos de propriedades a
cada aplicacdo especifica. A possibilidade de alterar um ou outro grupamento
quimico pertencente a arquitetura macromolecular das cadeias pode viabilizar,
por exemplo, o estabelecimento de interagbes especificas entre o polimero e o
tecido hospedeiro. Dentre os polimeros mais usados, esses podem ter origem
natural ou sintética e podem ser biodegradaveis ou estaveis quando expostos ao
ambiente corporeo (OREFICE et al., 2006).
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Um polimero ideal para o uso como biomaterial deve apresentar as

seguintes caracteristicas (adaptado de MOTTA, 2002):

» Nao provocar respostas toxicas e/ou inflamatorias no tecido no qual foi

implantado;

» Ser metabolizado pelo organismo apds ter cumprido sua proposta de

recuperacéo, sem deixar tracos;
» Ser facilmente esterilizavel.

» Ter maior eficacia terapéutica, com liberacdo progressiva e sustentada do

farmaco, a partir da degradacao da matriz;

» Ter direcionamento a alvos especificos, sem imobilizacéo significativa das

espécies bioativas;
» Poder incorporar tanto substancias hidrofilicas quanto hidrofobicas;
» Apresentar melhor aceitagcédo do tratamento pelo paciente.

Além dessas caracteristicas, como critérios na selecdo de um polimero
para uso como biomaterial, outros dois fatores sdo importantes: as propriedades
mecanicas e o tempo de degradacdo em funcao das necessidades da aplicacdo
(MIDDLETON e TRIPTON, 2000).

Entre as mais diversas areas de aplicacdo, a industria farmacéutica tem
experimentado um grande avanco no desenvolvimento de sistemas de
administracdo de farmacos. Entre as principais, em relacdo a administracéao
convencional (administracdo oral), destacam-se a possibilidade do agente ativo
estar disponivel especificamente para o sitio de acéo, taxas de liberacdo e
duracdo adequadas para produzir o efeito desejado, diminuicdo do numero de
doses diarias, diminuicdo de efeitos colaterais e protecdo do farmaco de

eventual degradac&o nos fluidos bioldgicos (CERCENA, 2008).

Em geral, os sistemas de liberacdo de farmacos procuram ter um perfil de
liberag&o que minimize os efeitos toxicos, promovendo o efeito terapéutico desse
por meio do alcance de quantidades adequadas e permanéncia no sitio de acéo
desejado. Os perfis farmacocinéticos associados com a administracao
convencional (A) e a de sistemas de liberacdo modificada (B) sdo comparados

na Figura 5. Na situacdo A, apos a ingestédo ou injecado de formas de dosagem
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padrdo, com a administracdo do farmaco véarias vezes ao dia, o nivel de
concentragdo de farmaco no sangue aumenta, vai até um maximo e entdo decai
gquando o farmaco € excretado e/ou metabolizado, requerendo novamente a
administracdo de outra dose (DASH e CUDWORTH, 1998; LANGER, 1990). Ja
que tais farmacos tém uma faixa terapéutica acima da qual € téxico e abaixo da
qual é ineficaz, as oscilagbes dos niveis de concentracdo do farmaco podem
causar periodos alternantes de toxicidade e ineficiéncia, respectivamente
(LANGER, 1990). Por essa razdo, o desenvolvimento de dispositivos de
liberac@o que podem manter um nivel desejado de concentragdo do farmaco no
plasma, por certo periodo de tempo, sem alcancar o nivel toxico ou ir aquém do
nivel efetivo minimo, € de grande interesse (situacdo B) (ANSEL et al., 2005).
Dependendo da formulacdo e da aplicacdo, esse tempo pode ser de 24 horas,
como, por exemplo, para a Procardia XL®, ou de 1 més, no caso do Lupron
Depot®, ou ainda de 5 anos, no caso do Norplant® (PEPPAS, 2014).

Toxica

Faixa
terapéutica

Concentracdo sanguinea

Sub-
terapéutica

Tempo
Figura 5- Representacdo esquematica do perfil da curva farmacocinética para:

(A) terapia convencional e (B) liberacdo modificada (adaptado de SOUSA, 2009).

Além dessa vantagem, esses sistemas podem: direcionar a liberacdo do
farmaco a um ponto especifico do organismo, evitando reacfes paralelas;
proteger o agente ativo de condi¢cdes severas do organismo, como as existentes
no trato gastrointestinal e sob a acdo de enzimas; e permitir a diminuicdo da
guantidade de medicamento ingerida pelo paciente, uma vez que havera uma
reducd@o no tempo de tratamento. Isso ocorre porque a concentracdo do farmaco

permanece constante dentro da faixa terapéutica, melhorando a eficacia do
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tratamento e propiciando um maior conforto ao paciente (LANGER e PEPPAS,
2003).

Alguns dos polimeros mais utilizados comercialmente em sistemas de
liberacdo de farmaco s&o: poli(2-hidroxi-etil-metacrilato) (PHEMA), poli(N-
vinilpirrolidona) (PVP), poli(metacrilato de metila) (PMMA), poli(acrilamida) (PA),
poli(lactideo) (PLA), poli(glicolideo) (PGA), poli(lactideo-co-glicolideo) (PLGA),
polianidridos, entre outros (RATNER e HOFFMAN, 1996).

Além da clara vantagem terapéutica dos produtos de liberacéo
modificada, existem também razdes financeiras convincentes para desenvolver
tais dispositivos. Devido a regulamentacdo cada vez mais rigorosa do FDA, o
alto custo para introduzir uma nova droga e ndo é incomum que O
desenvolvimento requeira mais que 10 anos de pesquisa. Entdo, essa é uma
das razfes para as industrias farmacéuticas tentarem maximizar seu retorno
financeiro para cada farmaco pesquisado, tendo em vista uma extenséo na vida
atil da patente do farmaco. Um meio de fazer isto é desenvolver uma formulacao
patenteada de liberacdo modificada. Entretanto, a viabilidade comercial de tal
estratégia € baseada na demonstracao de que a formulacao de liberacao seja de
fato superior a tradicional e, 0 mais importante, que o custo da formulag¢édo de
liberacdo modificada seja baixo o suficiente para garantir uma razoavel
penetracdo no mercado (RATNER e HOFFMAN, 1996).

Na Tabela 4 séo listados alguns sistemas de liberacdo modificada
(lipossomas, nanocapsulas, nanoesferas, microcapsulas, microesferas, patches
e bioadesivos) que podem ser administrados pelas trés vias principais de

administracao (oral, transdérmica e intravenosa) (COSTA, 2003).

Nas ultimas trés décadas, materiais como as poliamidas, os poliuretanos
e as poliacrilamidas tém sido utilizados na obteng&o desses dispositivos (JAIN,
2000). Além desses, os poliésteres alifaticos PLA, PGA e, especialmente, 0
copolimero PLGA, tém despertado um enorme interesse para esse tipo de
aplicacdo, devido as suas caracteristicas de biocompatibilidade e
biodegradabilidade (JALIL e NIXON, 1990).
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Tabela 4- Tipos de sistemas de liberagao controlada (COSTA, 2003).

Sistemas de liberacao

modificada/sustentada Descricao

Vesiculas formadas por camadas
Lipossomas lipidicas com um nulcleo aquoso
(KALLINTERI et al., 2002).

Apresentam uma fina camada polimérica
com uma cavidade interna oca ou
oleosa de 1 a 1000nm (SOPPIMATH et
al., 2001; HANS e LOWMAN, 2002).

Particulas esféricas constituidas por
Nanoesferas uma rede polimérica de 1 a 1.000nm
(POHLMANN, 2002).

Carreadores com fina camada
Microcapsulas polimérica do tipo reservatério de 1 a
1.000um (SINGH et al., 2001).

Matriz polimérica densa onde o farmaco

Nanocapsulas

Microesferas encontra-se distribuido de 1 a 1.000um
(BERKLAND et al., 2001).

Dispositivos poliméricos néo

biodegradaveis de administracéo

Patches ou bioadesivos continua do farmaco, atravessando as

barreiras da pele até o sistema
circulatorio (QVIST et al., 2002).

Nos sistemas poliméricos para liberacdo de farmacos, construidos de
PLGA, podem-se observar, basicamente, trés etapas de liberacédo (LEE et al.,
2010):

1. Burst: ocorre liberagcéo elevada do farmaco a partir da superficie do
implante por um curto periodo;

2. Difusdo e quebra das cadeias: ocorre liberacdo do farmaco por
difusdo, que é controlada pela solubilidade inerente do farmaco no meio
de incubacdo. Ocorre a quebra aleatéria do polimero por clivagem
hidrolitica, 0 que aumenta a porosidade e a area de superficie para a
difusédo do farmaco;

3. Biodegradacdo e perda de massa: nessa etapa a liberagdo do
farmaco é associada com a biodegradacao da matriz polimérica, a perda

de massa do implante e a um burst final em alguns sistemas de liberacéo.

27



REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.4 MODELOS CINETICOS DE LIBERACAO

A modelagem matematica de sistemas de liberacdo e previsibilidade de
disponibilizacdo de farmacos é um campo muito importante, tanto académica
qguanto industrialmente, apresentando um enorme potencial de aplicacdo no
futuro. Estes modelos visam elucidar o comportamento do material e fornecer

mecanismos de previsao da cinética de liberacao (LAO et al., 2011).

O processo de liberacdo de farmacos pode ser dividido em quatro etapas,

consecutivas ou nao:
1) permeacgédo do meio de liberagéo para dentro do dispositivo;
2) dissolucéo do farmaco;

3) difusdo do farmaco através da matriz devido ao gradiente de

concentracao;

4) transferéncia convectiva do farmaco para dentro do meio de
liberacao.

Umas ou mais dessas etapas podem controlar o processo de liberacdo do
farmaco (LI et al.,, 2004). Entretanto, para a maior parte dos sistemas de
liberacdo modificada de farmacos descritos na literatura, o mecanismo de
liberacdo do farmaco pode ser modelado baseado nas solu¢cbes das equacdes
de Fick para difusdo ou nas expressfes simplificadas de Higuchi (HIGUCHI,
1963).

O modelo de Higuchi é fundamentado na segunda lei de Fick e a cinética
de liberacdo pode ser descrita pela Equagao 1, onde se espera obter uma reta

para a quantidade liberada em funcé&o da raiz quadrada do tempo,
M = kt'/? (Equacéo 1)

em gque M é a quantidade total de farmaco liberada, k é a constante de liberacdo
e t € o tempo. A constante k agrupa caracteristicas estruturais e geometricas do
sistema de liberagdo. Esse modelo segue o0s seguintes postulados: (a) a
concentracdo inicial do farmaco no sistema deve ser maior que a sua
solubilidade no meio; b) a analise matematica é baseada em difusdo

unidimensional; c) a dissolucdo do sistema de liberacdo é desprezivel; d) o
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coeficiente de difusdo do farmaco é constante; e) é valido somente para 0s
primeiros 60% de liberagdo do farmaco (SOUSA, 2009).

Existe outro modelo (RITGER e PEPPAS, 1987) que utiliza uma equacéo
mais generalizada para a cinética de liberacdo de drogas. Nesse modelo, a
equacao empirica (Equacao 2) é usada para relacionar a liberacéo fracional do

farmaco com o tempo,
— = kt" (Equacéo 2)

em que M; € a quantidade cumulativa de farmaco liberada no tempo t, M. € a
quantidade cumulativa de farmaco liberada no tempo infinito, k£ € a constante de
proporcionalidade que incorpora caracteristicas da rede macromolecular e da
droga e o expoente n é usado para obter informacdes sobre o mecanismo de
liberacao difusional (SOUSA, 2009).

Para sistemas que obedecem a lei de Fick (quando a taxa de difusédo é
muito lenta em relacdo ao tempo de relaxacdo da cadeia polimérica), um valor
de n igual a 0,5 é obtido. Um valor de n entre 0,5 e 1,0 descreve a difuséo
anbmala (quando os tempos de difusdo e de relaxacdo das cadeias séo
comparaveis). O limite superior, ou seja, n = 1,0, corresponde ao Caso lI,
quando a difusdo é muito mais rapida em comparacdo com 0 processo de

relaxacao das cadeias, 0s quais ocorrem simultaneamente.

Segundo RITGER e PEPPAS (1987), a analise do expoente de difusao
para verificar o mecanismo de transferéncia de massa no sistema
polimero—soluto, na liberagdo do soluto para o meio, s6 é valida, com uma boa
aproximacéo, para os primeiros 60% de massa de soluto liberada a partir da
matriz polimérica com formato plano e liberacdo unidimensional (premissa igual
ao do modelo de Higuchi). Apesar de alguns pesquisadores usarem a analise do
coeficiente de difusdo para outras geometrias (por exemplo, cilindrica e
esférica), ela permite uma boa aproximagédo somente para 15% a 20% da massa
inicial liberada. No entanto, podem-se prever novos limites inferiores para o
expoente de difusdo para geometrias cilindricas e esféricas para os primeiros
60% da massa liberada. Esses novos limites séo diferentes de 0,5 para a difuséo
Fickiana e possuem valores de n = 0,451 para cilindros e n = 0,432 para esferas.
O limite superior para n = 1,0 ainda é valido para qualquer geometria, ou seja, 0
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soluto pode ser liberado a uma taxa constante (ordem zero) em qualquer
geometria (RITGER e PEPPAS, 1987).

O modelo de RITGER e PEPPAS é genericamente utilizado para analisar
a liberacdo de formas farmacéuticas poliméricas, quando o mecanismo de
liberacdo ndo é bem conhecido ou quando mais de um tipo de mecanismo de
liberacdo esta envolvido (MANADAS et al., 2002).

3.5 ATENOLOL

O atenolol €& descrito quimicamente como (R)-4-[hidroxi-3-
isopropilaminopropoxi] fenilacetamida. Constitui-se de um farmaco beta-
bloqueador hidrofilico, de férmula molecular C.4H22N,O3; € massa molar
266,34g.mol™ (SOUSA, 2009; REYNOLDS, 1996).

Farmacos beta-bloqueadores sdo considerados como medicamentos de
primeira linha para o tratamento da hipertensdo. Dentre esses, o atenolol é um
dos beta-bloqueadores mais utilizados clinicamente, sendo frequentemente
usado como farmaco de referéncia em tentativas controladas randomizadas de
pacientes que sofrem de hipertensdo. Os beta-bloqueadores s&o utilizados,
principalmente, em doencas cardiovasculares (COSTA, 2010; WADWORTH et
al., 1991).

O atenolol apresenta-se como um pé branco ou quase branco e € um
composto relativamente polar, sendo moderadamente solivel em agua
(26,5mg.mL™ a 37°C), solivel em alcool desidratado e pouco solivel em
diclorometano. Tem sido empregado como droga modelo em varios trabalhos
relatados na literatura. (SOUSA et al., 2014; SOUSA et al., 2010; COSTA, 2010;
CHO & SHIN, 2004; GOLDMAN & AUSIELLO, 2005; KATZUNG, 2006). Por
meio de modelamento molecular, empregando o software HyperChem

Professional™

8.0.3, na configuracéo de menor energia, SOUSA (2009) estimou
o tamanho da molécula de atenolol, o qual ficou em torno de 0,6 a 1,4nm,
conforme mostrado na Figura 6. A formula molecular desse farmaco também é
apresentada nessa figura. Essas dimensfes indicam que as moléculas de

atenolol podem entrar nos poros de material mesoporoso.
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Figura 6- Representacdo da férmula estrutural e da molécula de atenolol

(indicacdo dos atomos na molécula: esfera azul - nitrogénio, esfera cinza clara -
hidrogénio, esfera cinza escura - carbono e esfera vermelha — oxigénio)
(adaptado de SOUSA, 2009).

Introduzido em 1976, o atenolol foi desenvolvido como um substituto para
o propranolol no tratamento da hipertensdo. A hipertensdo € uma condi¢éo
clinica na qual a pressdo sanguinea em repouso excede constantemente
140/90mmHg, conforme definido pela Organizacdo Mundial de Saude. Essa

patologia é considerada um fator de risco para ataques cardiacos, infarto e
sérios danos renais (COSTA, 2010; LEITE et al., 2006).

Nesse trabalho, a selecdo do atenolol foi feita de acordo com sua
atividade farmacologica, estrutura, solubilidade em agua, baixo custo e por ter o
procedimento de caracterizacdo analitica bem conhecido e difundido na

literatura.

3.6 TECNICAS E METODOS ANALITICOS

As caracteristicas fisicas e quimicas do PLGA, tais como: massa molar,
temperaturas de transicdo vitrea, estabilidade térmica, citotoxicidade, entre
outras, sdo de suma importancia para o0 estudo do comportamento

biodegradavel em sistemas de liberacdo de farmacos.
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Para determinacdo dessas caracteristicas, utilizaram-se as seguintes
técnicas e meétodos analiticos: termogravimetria, calorimetria exploratoria
diferencial, espectroscopia de absorcdo molecular na regido do infravermelho
com transformada de Fourier, reometria, microscopia eletrénica de varredura,
espectrofotometria de absorcédo na regido do ultravioleta-visivel, citotoxicidade e
eletrofiagéo.

3.6.1 TERMOGRAVIMETRIA
Termogravimetria (TG) é uma técnica que mede a variagdo de massa de
uma substancia como uma func¢do da temperatura ou do tempo (WEST, 1984).

As areas de aplicacdo de TG incluem a determinacdo de pureza, de
teores de umidade, de volateis e de residuos, da composi¢cdo de blendas e
copolimeros, da estabilidade térmica do material, da eficiéncia de retardantes de

chama e antioxidantes, da cinética de reacdes e muitas outras.

Sua aplicacédo na analise de polimeros se deu em funcao da necessidade
do conhecimento de fatores como estabilidade térmica e oxidativa de polimeros,
tdo importantes e determinantes das condicbes de processamento do material
(OHLWEILER, 1978).

3.6.2 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC) é usada para investigar as
propriedades térmicas de materiais organicos e inorganicos. Ela fornece
informacdes quantitativas sobre essas mudancas térmicas, incluindo a taxa de
transferéncia de calor (WEST, 1984).

A técnica de DSC pode ser usada para investigar propriedades térmicas
de uma variedade de materiais e € particularmente empregada para caracterizar
materiais organicos, inorganicos, biolégicos e poliméricos. Dentre as aplicacdes
podem ser citadas a determinacdo qualitativa e quantitativa de transicbes de
fases tais como ponto de fusdo, temperatura de transicdo vitrea, cristalizacéo,
estudo de cinética de polimerizacdo, de decomposicdo, de cura e testes de

estabilidade oxidativa, entre outras.
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3.6.3 ESPECTROSCOPIA DE ABSORQAO MOLECULAR NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER

A espectroscopia de absorcdo molecular na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) € aplicada para analises qualitativas e
quantitativas de compostos organicos e inorganicos. A técnica de FTIR pode ser
usada para caracterizar e identificar materiais, para monitorar rea¢cdes quimicas
e para determinar a auséncia ou presenca de grupos quimicos especificos
(SILVERSTEIN et al., 2007).

Uma molécula emite sinal na espectroscopia de infravermelho se houver
uma mudanca no momento de dipolo durante uma vibragdo, o que significa que
as moléculas que tém ligacBes assimétricas sdo ativadas por radiacao
infravermelho. Moléculas simples tém somente um tipo de ligacdo, a qual pode
estirar. Moléculas mais complexas tém mais ligacdes, as quais podem vibrar de
varias formas diferentes, como estiramento (stretching) simétrico e assimétrico,
tesoura (scissoring), balanco (rocking), abano (wagging) e torgao (twisting)
(SILVERSTEIN et al., 2007).

3.6.4 REOMETRIA

A reologia é a ciéncia que estuda o escoamento e a deformacdo da
matéria. Ela analisa as respostas (deformacdes ou tensdes) de um material
provocadas pela aplicacdo de uma tensédo ou deformacao. Polimeros fundidos e
solucdes poliméricas apresentam um comportamento reoldgico diferenciado em

relacdo aos fluidos mais comuns.

As propriedades de fluxo de fluidos viscoelasticos sdo dependentes da
temperatura, da taxa de deformacdo e do tempo de observacédo. Dentre as
propriedades reoldgicas, a viscosidade € um dos parametros mais utilizados no
estudo do comportamento dos materiais poliméricos durante o processamento,
uma vez que a maioria dos processos de transformagédo ocorre em fluxos
cisalhantes. Medidas dos mdédulos elastico (G’) e viscoso (G”) em cisalhamento,
que estao relacionados com a energia armazenada e energia dissipada durante
um ciclo, respectivamente, também s&o muito utilizadas no estudo de

processamento de polimeros. O mddulo eléstico € dependente da rigidez das
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macromoléculas e do seu emaranhamento, enquanto que o médulo viscoso é
dependente das ligagbes que controlam as mudancas conformacionais dos
segmentos das cadeias e do deslocamento de uma cadeia com relacdo a outra.
Os comportamentos elastico e viscoso desses materiais podem ser alterados
pela taxa de aplicacéo de tenséo ou deformacédo e pela temperatura do ensaio
(OSSWALD e MENGES, 1995; FERRY, 1970).

Na caracterizacdo reolégica de polimeros, os testes realizados a baixas
deformacbes, de maneira a garantir que a relacdo entre tensdo e
deformacéo seja linear (regido de viscoelasticidade linear), sdao de grande
importancia, pois os parametros determinados nessas condicbes ndo dependem
do valor de deformacédo aplicada, podendo ser relacionados diretamente com a
estrutura molecular do polimero (FARIAS, 2009). Com base nos resultados do
ensaio de frequency sweep e em modelos que descrevem a relacdo entre
propriedades reoldgicas e tempos de relaxacdo, a massa molar média de
polimeros pode ser estimada por reometria (MAIER, 1998 et al; THIMM et al,
1999).

3.6.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A técnica de microscopia eletrénica de varredura (MEV) mostra as
alteracdes na superficie da amostra. Ela mostra a mudanca na morfologia e
topografia, a rugosidade, fissuras ou outra heterogeneidade na superficie. A
superficie da amostra € explorada com um feixe de elétrons. Os elétrons
secundarios e retro-espalhados produzidos sédo detectados e usados para gerar

uma imagem da amostra (AMIN et al., 2007).

O microscopio eletrénico de varredura é capaz de produzir imagens de
alta ampliacdo (até 300.000 vezes) e resolucdo. As imagens fornecidas pelo
MEV possuem um carater virtual, pois o que € visualizado no monitor do
aparelho é a transcodificacdo da energia emitida pelos elétrons da superficie da

amostra.

Outra caracteristica importante do MEV é a aparéncia tridimensional da
imagem das amostras, resultado direto da grande profundidade de campo. O

MEV permite, também, o exame em peguenos aumentos e com grande
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profundidade de foco, o que é extremamente Util, pois a imagem eletrénica

complementa a informacéo dada pela imagem oOptica (DEDAVID et al., 2007).

3.6.6 ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO MOLECULAR NA REGIAO
DO ULTRAVIOLETA-VISIVEL

Na espectrofotometria de absorcdo molecular na regido do ultravioleta-
visivel (UV-Vis) sdo usados instrumentos destinados a medida da energia
radiante emitida ou absorvida por dada substancia pesquisada. A amostra
analisada absorve certa fracdo da luz incidente e transmite a restante. A luz
transmitida é captada por um detector, que a transforma em um sinal elétrico, o
qual é intensificado por um amplificador. Por meio desse sinal elétrico é
expresso um valor de absorbancia que pode ser correlacionado com a
concentracdo da substancia pesquisada (WILLARD et al., 1979; SKOOG et al.,
2002).

3.6.7 CITOTOXICIDADE
A citotoxicidade € um fenbmeno complexo in vivo, o qual pode resultar em
um amplo espectro de efeitos, desde morte celular até aberrac6es metabdlicas,

onde ocorrem alteracdes funcionais ou em alguma via especifica.

Testar a citotoxicidade é a primeira etapa para assegurar a
biocompatibilidade e a avaliacdo da potencialidade de aplicacdo clinica de um
novo material, os quais sdo de extrema importancia durante o desenvolvimento
de produtos (quimicos, farmacéuticos, alimenticios, biolégicos e fisicos)

destinados ao uso humano ou em animais.

Uma técnica amplamente utilizada para determinacdo da viabilidade
celular & a de reducédo do sal de tetrazolina [MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-
difenil brometo de tetrazolina] pelo complexo enzimatico piruvato desidrogenase
presente na matriz de mitocdndrias. Esse complexo enziméatico transforma o sal
de tetrazolina em produtos finais de metabolizagdo, chamados de cristais de
formazan, de cor azul, que ao serem dissolvidos absorvem na regido do visivel,
podendo, dessa forma, ser quantificados por espectrofotometria de absorcao

molecular na regido do UV-Vis (MOSMAN, 1983). Esse ensaio deve ser usado
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especificamente para a funcionalidade mitocondrial. A mitocondria é uma das
organelas celulares mais importantes, uma vez que € responsavel pela
respiracdo celular. Portanto, a quantificacdo de sua viabilidade leva

indiretamente a viabilidade da célula.

Os valores de viabilidade celular correspondentes a cada condicdo sao
expressos em porcentagem relativamente a absorbancia determinada nas

células controle.

3.6.8 ELETROFIACAO

Eletrofiacdo € o processo que utiliza forcas eletrostaticas para formar
fibras sintéticas. Essa metodologia é conhecida ha mais de 100 anos e possui
seus fundamentos baseados em estudos anteriores. A evolucdo do uso de
corrente elétrica para a obtencdo de fibras iniciou-se em 1745, quando Bose
descreveu a formacdo de aerossol por meio da aplicacdo de uma corrente
elétrica alta em solucbes. O primeiro equipamento que utilizou corrente elétrica
para a obtencéo de um jato liquido foi patenteado por Cooley e Morton em 1902.
Porém, somente em 1934 Anton Formhals patenteou o primeiro equipamento no
qual fibra polimérica, a base de celulose e solvente acetona/alcool, péde ser
obtida, demonstrando a viabilidade do processo de eletrofiacdo (SILL e RECUM,

2008; GREINER et al., 2007).

Utilizando-se campos elétricos, a técnica de eletrofiacdo produz fibras de
polimeros com didmetros nanométricos. Essa técnica atraiu maior atencao
devido ao seu uso em uma ampla variedade de aplicacGes: biomédicas,
vestuarios de protecdo, scaffolds para engenharia de tecido, biotecnologia,
compositos, equipamentos eletrdnicos, defesa e seguranca, engenharia
ambiental, entre outras. Motivada por esse leque de aplicacbes, a comunidade
cientifica tem revelado especial interesse na fabricagdo de nanofibras
poliméricas nos ultimos anos (SONG et al, 2008; HUANG et al., 2003;
CHRONAKIS, 2005; BHARDWAJ e KUNDU, 2010; KULKARNI et al., 2010;
BOWLIN, 2011).

s

O principio operacional do processo de eletrofiacdo € relativamente

simples, o que o torna bastante vantajoso quando comparado aos outros
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métodos de fabricacdo de nanofibras. Além disso, o controle dimensional das
nanofibras geradas, a reprodutibilidade de resultados e o grande potencial para
aplicacdes industriais em larga escala fizeram com que o0 processo de
eletrofiacdo se tornasse bastante difundido nos ultimos anos (RAMAKRISHNA et
al., 2005; JUNIOR, 2010).

A técnica de eletrofiacdo envolve a aplicacdo de um forte campo elétrico
entre 0 polimero e um coletor metéalico, conforme ilustrado na Figura 7.
Geralmente, o polimero, fundido ou em solucéo, esta contido em um reservatério
com um tubo capilar. Tipicamente, utiliza-se uma seringa hipodérmica para
armazenar o polimero, que é forcado a escoar através de uma agulha por acao
da gravidade ou pelo auxilio de uma bomba de infusdo. Embora seja possivel
utilizar fontes de alta tenséo de corrente alternada, o mais comum é o uso de
fontes de corrente continua com tensdes entre 10 e 40kV (NORRIS et al., 2000;
ANDRADY, 2008; JUNIOR, 2010).

‘ bomba de
infusao

seringa contendo o
cone de polimero em solugao
Taylor
regiao *
e |

Vv

regiao
instavel

coletor de TR

nanofibras

\

Figura 7 - llustracdo esquematica da montagem de um sistema de eletrofiagcao.
(Adaptado de: JUNIOR, 2010)

fonte de
alta tensao

<—><—>‘

i

Quando se aplica uma alta tensdo elétrica no tubo capilar (agulha da
seringa), que esta localizado a uma certa distancia de um coletor (plano e
estacionario ou cilindrico e rotativo), ocorre uma polarizacdo nas moléculas do
polimero. Quando a diferenca de potencial elétrico entre o tubo capilar e o
coletor ultrapassa um valor critico, a for¢a eletrostatica atuando no polimero
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passa a ser maior do que a tenséo interfacial da solugdo na ponta da agulha,
formando o chamado cone de Taylor e acarretando na formagéao de um jato que
€ atraido em direcdo ao coletor. Nesse ponto, o campo elétrico é responsavel
por alongar o jato, tornando-o cada vez mais fino, dando origem as fibras de
diametros micro ou nanomeétricos (DOSHI e RENEKER, 1995, JUNIOR, 2010).

Embora o principio de funcionamento da eletrofiagdo seja simples,
existem diversos parametros de processamento que podem influenciar o
formato, o diametro e as dimensdes das fibras (SILL e RECUM, 2008). Dessa
forma, fica evidente que as propriedades da solugéo (viscosidade, tensédo
interfacial, condutividade elétrica, massa molar do polimero e o efeito dielétrico
do solvente) irdo desempenhar um papel importante no processo de geracao
das nanofibras. Outros fatores de grande influéncia na eletrofiagdo estdo
relacionados aos parametros de operacdo do processo propriamente dito.
Dentre esses fatores, pode-se citar a diferenca de potencial utilizada para se
gerar o campo elétrico, a vazado da solucdo, a temperatura, o tipo de coletor
utilizado, o diametro do orificio da seringa e a distancia entre a seringa e o
coletor. Fatores ambientais, tais como a umidade relativa do ar, a presséo e a
composicdo da atmosfera (utilizacdo de gases diferentes) também podem
influenciar nos resultados obtidos pelo processo de eletrofiagédo
(RAMAKRISHNA et al., 2005; RENEKER e YARIN, 2008; JUNIOR, 2010).
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4. MATERIAIS E METODOS

Nesse item sdo apresentados os materiais utilizados e a metodologia

empregada na sintese do PLGA, nas técnicas de caracterizacdo desses

copolimeros, na producdo e caracterizacdo dos dispositivos de PLGA, nos

ensaios de

degradacdo in vitro, de liberagdo do farmaco atenolol e de

citotoxicidade.

4.1. MATERIAIS

Foram utilizados os seguintes materiais e equipamentos nos ensaios

experimentais:

Acetonitrila da marca Sigma-Aldrich;

Acido acético da marca Sigma-Aldrich;

Acido cloridrico da marca Sigma-Aldrich;

Acido férmico da marca Sigma-Aldrich;

Agitador magnético da marca Quimis, modelo Q261-12
Alcool metilico anidro P.A. (metanol) da marca Vetec;
Aparelho de eletrofiagao;

Atenolol da marca Sigma-Aldrich;

Analisador termogravimétrico da marca Shimadzu, modelo TGA-50
WS;

Anfotericina-b da marca Gibco BRL, NY , EUA;

Balanca analitica da marca Shimadzu, modelo AEL-405M;
Banho metabdlico da Marca SOLAB, modelo SL 157;

Bomba a vacuo da marca Vulkan Lokaring, modelo VP- 340D;

Calorimetro exploratério diferencial, marca Shimadzu, modelo
DSC-60;

Dessecador da marca J. Prolab;
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X/
°

X/
°

X/
°

X/
*

K/
L X4

X/
L X4

Diclorometano (cloreto de metileno P.A. anidro) da marca Vetec;
Dodecan-1-ol (&lcool laurilico) da marca Sigma-Aldrich;

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) da marca Sigma-
Aldrich;

Duodecil sulfato de so6dio da marca Sigma-Aldrich;
Eppendorf de polipropileno;
Espectrofotdmetro UV-Vis da marca VARIAN, modelo Cary 50;

Espectrofotdbmetro UV-Vis da marca Thermo Scientific, modelo

Varioskan Reader;

Espectroscépio FTIR da marca Thermo Fisher SCIENTIFIC,
modelo Nicolet 6700;

Estanho(ll) 2-etilexanoato (octanoato de estanho) da marca Sigma-
Aldrich;

Estufa da marca Vacuoterm, modelo 6030A;

Geladeira da marca Electrolux;

Liofilizador da marca Liotop, modelo k105;

Micropipetas automaticas da marca Eppendorf Research;

Microscopio eletrénico de varredura da marca Hitachi, modelo
TM3000 Tabletop Microscope;

Mondmero glicolideo (1,4-dioxano-2,5-diona) da marca Sigma-
Aldrich;

Mondmero lactideo (3,6-dimetil-1,4-dioxano-2,5-diona) da marca
Sigma-Aldrich;

Moinho analitico da marca IKA, modelo Al11 basic S1;

MTT [3-(4,5-dimetyl-2-thiazolyl-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium
bromide)] da marca Sigma-Aldrich

Nitrogénio liquido;

Oleo de silicone da marca Vetec:
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X/
°

Peagamentro da marca Denver Instrument, modelo 220;

X/
°

Penicilina G sddica da marca Sigma-Aldrich;

% Placa de aguecimento com agitador magnético da marca Fisatom,
modelo 752A,

X/
°e

Rebmetro rotacional da marca TA Instruments, modelo AR-G2;

X/
°

Solugéo tampéo fosfato salino;

% Soro fetal bovino da marca Gibco BRL, NY, EUA;
% Sulfato de estreptomicina da marca Sigma-Aldrich;
% Tabuleiro de Teflon®;

% Termdmetros;

% Triton X 100 (1%) da marca Sigma-Aldrich;

4.2. SINTESE DO COPOLIMERO PLGA

Os copolimeros de PLGA foram sintetizados via polimerizacdo em massa,
por meio da abertura dos anéis dos diésteres ciclicos de seus monémeros (D,L-
lactideo e glicolideo). Varidveis como proporgéo (em massa) de iniciador (0,02%
sobre a massa total de mondémeros) e coiniciador (0,01% sobre a massa total de
mondmeros) foram escolhidas com base em um estudo realizado por ERBETTA
(2010). Para as outras variaveis do processo, tais como, tempo de reacédo (2h) e
temperatura (175°C), utilizaram-se como referéncias os estudos de BENDIX
(1998), ERBETTA e colaboradores (2011, 2012).

Foi utilizado como iniciador da reacdo de copolimerizagdo de PLGA o
octanoato de estanho, por ser bastante reativo, de grande aplicacdo nas areas
alimenticia e farmacéutica e com reconhecimento pelo FDA para tais fins. O co-
iniciador, alcool laurilico, foi empregado a fim de se obter o copolimero com alta

massa molar.

Os monémeros D,L-lactideo e glicolideo, o iniciador octanoato de estanho
e 0s demais reagentes: alcool laurilico, 6leo de silicone, metanol p.a. anidro e

cloreto de metileno p.a. anidro foram usados como adquiridos. Os monémeros
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foram acondicionados em geladeira e os demais armazenados em condi¢cdo

ambiente.

Toda vidraria usada foi previamente lavada, secada e mantida em
dessecador por, no minimo, 24h antes do uso, a fim de minimizar a presenca de

umidade durante o processo.

Foram realizadas sinteses nas razfes entre os mon6meros de D,L-
lactideo e glicolideo de 50/50, 70/30 e 82/18 (em massa), respectivamente. Por
se tratar de uma sintese com maior reprodutibilidade, de facil manuseio e por ser
a proporcdo entre os mondmeros mais aplicada em sistemas de liberagdo de
farmacos, escolheu-se a proporgcdo 82/18 para o PLGA a ser pesquisado nesse
trabalho com o intuito de seu uso como dispositivos de liberacdo de

medicamentos, teste de citotoxicidade e ensaios de degradagéo in vitro.

O procedimento para as sinteses dos PLGA’s 50/50, 70/30 e 82/18 foi
basicamente o0 mesmo, mudando somente as quantidades dos mondmeros em
relacdo as proporcdes utilizadas. Foram realizadas 25 sinteses, sendo 8
sinteses do PLGA na proporcéo 70/30, 2 sinteses do PLGA na proporcdo 50/50
e 15 sinteses do PLGA proporc¢éo 82/18.

As quantidades dos monémeros e dos solventes utilizadas nas sinteses
do PLGA com proporcdo 82/18 sdo mostradas na Tabela 5. Tabelas
semelhantes para os PLGA’s 70/30 e 50/50 encontram-se no Anexo | (vide

pagina 124).

Inicialmente, pesaram-se os mondémeros em uma balanga analitica
(Shimadzu, modelo AEL-40SM), transferindo-os para um frasco ampola de vidro.
Destaca-se aqui que os monémeros utilizados nas sinteses 14 e 15 do PLGA
82/18 foram retirados de frascos que se encontravam inicialmente lacrados,

portanto sem a possibilidade de presenca de umidade.

Posteriormente, foram medidos o0s respectivos volumes do iniciador
(octanoato de estanho) 0,02% (sobre a massa total de monémeros) e do co-
iniciador (alcool laurilico) 0,01% (sobre a massa total de monémeros) por meio
de micropipetas automaticas (marca Eppendorf Research). Esses foram

adicionados sobre as massas de mondmeros no frasco reacional. Também foi
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introduzida uma barra magnética e, em seguida, o frasco ampola foi vedado com

uma rolha de borracha.

Logo apds essa etapa, com o auxilio de uma seringa com agulha na
ponta, adaptada a linha de succdo de uma bomba de vacuo (Vulkan, modelo

VP340D), foi feito vacuo no frasco reator.

Tabela 5 - Quantidades dos mondmeros e solventes usadas nas sinteses do
PLGA 82/18.

. MassadeD,L- Massade Volume de Volume de
Sintese | ctideo (g) glicolideo (g) "¢ 9€ 1 etanol (mL)
9 9 g metileno (mL)

PLGA 1 13,94 3,06 80 240
PLGA 2 13,94 3,06 80 240
PLGA 3 13,94 3,06 100 310
PLGA 4 14,76 3,24 120 560
PLGA 5 14,76 3,24 120 420
PLGA 6 14,76 3,24 80 400
PLGA 7 14,76 3,24 160 400
PLGA 8 13,94 3,06 80 240
PLGA9 13,95 3,06 100 260
PLGA 10 13,95 3,06 120 640
PLGA 11 13,94 3,06 80 400
PLGA 12 13,95 3,07 120 480
PLGA 13 13,94 3,06 60 340
PLGA 14 13,94 3,06 140 400
PLGA 15 13,94 3,06 120 400

O frasco reacional foi introduzido em banho de 6leo de silicone sobre uma
placa aquecedora (com agitador magnético, marca Quimis, modelo Q261-12), a
temperatura de 175°C. A agitacdo magnética foi ligada e mantida até que o
aumento de viscosidade ndo permitisse mais a movimentacédo da barra metélica.
O tempo de permanéncia do frasco reacional no banho de silicone foi de 2h. O
procedimento das sinteses dos copolimeros de PLGA foi feito de acordo com os
trabalhos de ERBETTA e coautores (2010, 2011 e 2012).

Para controle da temperatura foi utilizado um termdémetro imerso no 6leo

de silicone. Todas as sinteses foram realizadas a temperatura de 175+2°C.
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Ao final de cada reacédo, o frasco com o copolimero PLGA formado foi
retirado do banho de 6leo e deixado ao ambiente durante, aproximadamente,
24h.

Foi adicionado cloreto de metileno anidro nos frascos dos copolimeros
PLGA e mantido por 24h. Para algumas sinteses foi necessério usar agitacao
magnética para facilitar o processo de dissolugdo. Em seguida, os copolimeros
PLGA foram precipitados em metanol anidro, em excesso. Para garantir que
toda massa de copolimero fosse precipitada, a quantidade de metanol utilizada

foi sempre maior que o dobro de cloreto de metileno gasto.

Posteriormente ao processo de dissolugdo e precipitacdo, o material
precipitado foi separado da parte liquida e colocado em um tabuleiro de Teflon®
para secagem em estufa (Vacuoterm, modelo 6030A), entre 60 e 70°C, sob
vacuo (-60cmHg) por, aproximadamente, 24h. O processo de secagem foi

utilizado com a intengao de se remover solventes residuais.

O rendimento de cada sintese foi calculado comparando a massa do
copolimero obtida apdés o processo de secagem com a massa total dos

mondmeros utilizada na copolimerizacao.

Os polimeros PLGA'’s foram submetidos & moagem, utilizando um moinho
analitico (Marca: IKA, Modelo: A1l basic S1). O PLGA moido, na forma de po,

foi acondicionado em frasco plastico e armazenado na geladeira.

4.3. CARACTERIZACAO DO PLGA

Nesse subitem sdo descritos os procedimentos experimentais das

técnicas e métodos de analises utilizados para caracterizagdo do PLGA.

4.3.1. CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL
O equipamento de DSC utilizado, um Shimadzu modelo DSC-60, foi

programado para aquecimento das amostras em duas corridas distintas. A
primeira corrida foi da temperatura ambiente (=20°C) até 150°C, a uma razao de

aquecimento de 20°C.min™, com o propdsito de se apagar a histéria térmica do
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material. A segunda corrida foi de -50°C (resfriada com N liquido) até 200°C, a
uma razdo de 20°C.min™. O porta amostra utilizado foi de aluminio, selado com
um furo na tampa. Utilizou-se N, como gas de arraste, a uma vazado de
50mL.min?. A massa das amostras analisadas foi de 10mg, com variagéo
méxima de xlmg. Por DSC, determinaram-se as temperaturas de transicao
vitrea (Tg).

4.3.2. TERMOGRAVIMETRIA

A andlise foi realizada a uma razdo de aquecimento de 10°C.min™, da
temperatura ambiente (=20°C) até 400°C, em porta amostra de platina nao
selado e atmosfera de nitrogénio, a uma vazdo de 50mL.min*. O equipamento
empregado foi um Shimadzu modelo TGA-50WS. A massa das amostras
analisadas foi de (5,00+1,00)mg. Por meio dessa técnica, foi possivel determinar
a temperatura de inicio da degradacao térmica e a variacdo da massa em funcéo
do aumento da temperatura. Foi feita a derivada da curva TG (termogravimetria
derivada) para identificar a temperatura em que a taxa de degradacdo € maxima.

4.3.3. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO MOLECULAR NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho para as amostras,
na faixa de 4000 a 650cm™, foram obtidos em espectrofotdmetro FTIR modelo
Nicolet 6700 da ThermoFisher SCIENTIFIC, no modo ATR, com 64 varreduras e
resolucdo de 4cm™. Os espectros foram obtidos & temperatura ambiente (=20°C)
com adigcdo direta da amostra (em forma de pd) no aparelho, sem tratamento
prévio. Esse ensaio foi realizado com o objetivo de identificar os grupos quimicos

presentes no copolimero PLGA sintetizado e no farmaco atenolol.

4.3.4. ANALISE POR REOMETRIA

Os ensaios reologicos foram realizados em um redmetro rotacional
modelo AR-G2 (TA Instruments), utilizando geometria placa-placa de 8mm, com

aquecimento pela camara de teste ambiental (ETC) do préprio equipamento.
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Para determinar o valor de deformagdo a ser aplicada nos ensaios
reolégicos (regido de viscoelasticidade linear) foram tracadas as curvas dos
modulos elastico (G’) e viscoso (G”) em fungdo de uma ampla faixa de
deformacéo (0,01 a 100%), por meio do ensaio de varredura de deformacéo
(strain sweep), mantendo-se constante a frequéncia em 1Hz. O ensaio de
varredura de frequéncia (frequency sweep) foi realizado para determinar a
massa molar média das amostras. A faixa adotada para a frequéncia foi de 0,8 a
400rad.s™ (0,1 a 64Hz), com deformacao de 5%, que se encontra dentro da faixa
de viscoelasticidade linear. Os ensaios foram realizados na temperatura de
80°C.

4.3.5. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

As microscopias foram realizadas utilizando um microscopio eletrénico de
varredura (Marca: Hitachi, Modelo: TM3000 TABLETOP MICROSCOPE) na
voltagem de 5,0kV e uma distancia de trabalho entre 3 e 10mm. As imagens
obtidas foram processadas utilizando o software TM3000. Todas as amostras
foram analisadas a temperatura ambiente de =20°C. Esse microscépio opera

sob baixo vacuo.

4.3.6. CITOTOXICIDADE

Para o estudo de toxicidade, os materiais foram submetidos a uma
avaliacdo de citotoxicidade in vitro. Os ensaios foram realizados de acordo com
a norma ISO 10993-5:1999 (Biological evaluation of medical devices; Part 5:

tests for in vitro cytotoxicity).

O teste de citotoxicidade foi utilizado com cultura de células de sarcoma
humano de linhagem (SAQOS), oriundas do Departamento de Bioquimica e
Imunologia do Instituto de Ciéncias Bioloégicas da UFMG. As células foram
cultivadas em Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) com 10% de soro
fetal bovino - SFB - (Marca: Gibco BRL, NY, EUA), penicilina G sddica
(10un.mL™), sulfato de estreptomicina (10mg.mL™?) e 0,25mg.mL* de

anfotericina-b (Marca: Gibco BRL, NY, EUA). Essas células ficaram em estufa
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(Quimis, modelo Q819V2) com atmosfera de CO, a 5% e a temperatura 37°C,

por 4h.

No ensaio de reducéo do sal de tetrazolina (MTT), as células SAOS foram
plaqueadas (1x10* células/poco) em placa de 24 pocos. Foram utilizadas as
seguintes amostras: (i) PLGA 82/18 (sintese 15) com atenolol em forma de
manta de nanofibra, denominada nesse ensaio de PLGA 15-M; (ii) PLGA 82/18
(sintese 15), denominada de PLGA 15; e (iii) PLGA 82/18 (sintese 15) com
atenolol apds o processo de liofilizagdo, denominada de PLGA 15-At. Todas
essas amostras foram preparadas na concentracdo de 0,0032mg.mL™. As
amostras foram esterilizadas com radiagdo UV por 60min. Foram utilizados
como controle de referéncia o meio DMEM com 10% de SFB, como controle
positivo o reagente Triton X 100 (1%) (da marca Sigma) e, como controle
negativo, lascas estéreis de Eppendorf de polipropileno (lmg de lascas para
cada mL da solucao controle de referéncia). Apés 72h, todo o meio foi aspirado
e foram colocados 210uL de meio de cultura com soro em cada pogo. Foram
acrescentados 170uL de MTT (5mg.mL™; SIGMA-ALDRICH, USA) em cada
poco e incubadas por 4h em estufa (Quimis, modelo Q819V2) a 37°C e com 5%
de CO,. Em seguida foram colocados 100uL de solu¢do de SDS (duodecil
sulfato de so6dio)/4%HCI, em cada poco, permanecendo por 16h ao ambiente
para dissolver os cristais de formazan produzidos na etapa anterior. Depois
foram retirados 100uL de cada poco e transferidos para uma placa plana com 96
pocos para quantificacdo da absorbancia, que foi obtida em espectrofotometro
Varioskan Reader (Thermo Scientific) com comprimento de onda de 595nm. Os
valores obtidos foram expressos em percentual de células viaveis de acordo com
a Equacéo 3:

__ AbsA

Ve = AbsC

* 100 (Equacéo 3)

Sendo:
VC = Viabilidade celular (%);
AbsA = Absorbancia das células em contato com as amostras;

AbsC = absorbancia do controle.
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Consideraram-se os valores controle (pogos com células e sem

amostras) como 100% de viabilidade celular.

4.3.7. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO MOLECULAR NA REGIAO
DO ULTRAVIOLETA-VISIVEL

Preparou-se uma solucdo tampdao fosfato salino (pH = 7,4) com 5mg de
atenolol em baldo volumétrico de 100mL. Essa solucao foi nomeada de “solucéo

mae”, tendo uma concentracéo final de 50ug.mL™.

Para construcdo da curva de calibracao, inicialmente foi realizada uma
varredura com solucdo de concentracdo de 10ug.mL™ (obtida pela diluicdo da
“solucdo mae”), em que foi determinado o comprimento de absorbancia maxima
do atenolol (A=225nm), utilizando-se um espectrofotdmetro UV-Vis (marca
VARIAN, modelo Cary 50), na faixa entre 200 e 400nm.

Construiu-se a curva de calibracdo analitica com dez solucbes de
atenolol, de diferentes concentragfes, utilizando-se o comprimento de onda de
absorcdo maxima do atenolol. A partir dessa curva, determinaram-se sua

equacéo e seu coeficiente de correlacdo (R?).

As solucdes com diferentes concentracées de atenolol foram obtidas por
meio de diluicdo da “solugédo mée”. O volume dos balbes utilizados para diluicéo
foi de 10mL. O detalhamento dos valores utilizados na construgdo da curva de

calibracdo é apresentado na Tabela 6.

Tabela 6- Dados utilizados na construcao da curva de calibragéo.

Aliquotas da

Solucgéao “solucado mae” Cpncentragéo

(mL) final (ug/mL)
1 0,1 0,5
2 0,2 1
3 0,4 2
4 1,0 5
5 1,6 8
6 2,0 10
7 2,4 12
8 3,0 15
9 4,0 20
10 5,0 25
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4.4. ESTUDO DA DEGRADA(;AO HIDROLITICA IN VITRO

Inicialmente, 1200mg do PLGA 82/18, sintese 15, foram solubilizados em
10mL de acetonitrila. Em seguida a solucdo foi transferida para tubo Falcon,
congelada em nitrogénio liquido e liofilizada por 48h a temperatura de 80°C
(Liotop, modelo k105).

ApGs a liofilizagdo, a massa de PLGA foi moldada em forma de bastdes,
utilizando-se espatula e uma superficie antiaderente sobre uma chapa de

aguecimento (Quimis, modelo Q261-12) a temperatura de =80°C.

Os bastdes de PLGA 82/18, sintese 15, foram imersos em tubos de
ensaio contendo solugéo tampéao de fosfato salino (pH = 7,4). Os tubos foram

fechados e inseridos em banho metabdlico (Marca SOLAB, modelo: SL 157).

Em periodos determinados de tempo: 0, 6, 12, 19, 28, 40 e 55 dias, 0s
bastdes foram retirados, lavados em agua destilada (80mL) e secados em estufa
a vacuo (60°C), por 48h. Os bastbes foram caracterizados por DSC, TG, FTIR,
reometria e MEV. As condi¢Bes experimentais dessas analises foram iguais as

descritas nos itens 4.3.1, 4.3.2, 4.3.3, 4.3.4 e 4.3.5, respectivamente.

ApOs a retirada dos bastdes de PLGA 82/18, sintese 15, dos tubos, o pH
das solucdes foi medido em um peagamentro da marca Denver Instrument,
modelo 220.

As amostras dos bastdes de PLGA 82/18 foram identificadas de acordo
com o tempo de degradacdo em solucdo PBS, conforme pode-se ver na Tabela
7. O estudo de degradacao hidrolitica foi realizado em triplicata.

Tabela 7- Identificacdo das amostras dos bastfes de PLGA 82/18, sintese 15,

estudadas em fungéo do tempo de degradagéo in vitro.

Identificacao Tempo de degradacéo (dias)

PLGA 0
PLGA Amostra 1 6
PLGA Amostra 2 12
PLGA Amostra 3 19
PLGA Amostra 4 28
PLGA Amostra 5 40
PLGA Amostra 6 55
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4.5. ESTUDO DE LIBERA(;AO IN VITRO

Para esse estudo, foram produzidos dispositivos na forma de bastbes e
mantas de nanofibras de PLGA (sintese 15), ambos contendo 20% (em massa)
do farmaco atenolol. Foi escolhida essa porcentagem com o objetivo de que os
dispositivos tivessem, pelo menos, a quantidade minima desse farmaco presente

em comparacao com medicamentos convencionais existentes no mercado.

O processo de obtencéo dos dispositivos de PLGA contendo atenolol e o

ensaio de liberacédo sdo descritos a seguir.

4.5.1 PRODUQAO DE BASTOES DE PLGA CONTENDO O FARMACO
ATENOLOL
Os bastdes contendo atenolol foram preparados baseado no método

desenvolvido por Fialho e Silva-Cunha (2005).

Inicialmente, 240mg de atenolol foram solubilizados em 10mL de agua
destilada e 1200mg de PLGA 15 em 15mL de acetonitrila. Essa quantidade foi
escolhida com o objetivo de se obter uma mistura (PLGA e atenolol) suficiente
para producdo dos bastdes. Em seguida, a solucao de atenolol foi incorporada a
solucdo de PLGA, adicionando-se mais acetonitrila (~40mL) até obtencédo de

uma solucéo limpida.

A solucéo final foi transferida para tubo Falcon, congelada em nitrogénio

liquido e liofilizada por 48h (Liotop, modelo k105).

Obteve-se uma massa homogénea constituida pelo copolimero PLGA e o
farmaco atenolol. Essa massa foi moldada em forma de bastbes, com o auxilio
de uma espatula e uma superficie antiaderente sobre uma chapa de

aguecimento (Quimis, modelo Q261-12) a temperatura de =80°C.

O estudo de liberagédo do farmaco atenolol, a partir do PLGA na forma de
bastbes, foi realizado em triplicata, sendo as amostras dos bastdes de PLGA
82/18 com atenolol denominados de B1, B2 e B3.
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4.5.2 PRODUCAO DE MANTAS DE NANOFIBRAS DE PLGA CONTENDO O
FARMACO ATENOLOL

Foram realizados varios testes, até se encontrar a concentracdo da
solucéo polimérica para a producdo das nanofibras. A solugdo que apresentou
melhores resultados foi a seguinte: 500mg de PLGA 15 e 100mg de atenolol
dissolvidos em 0,63mL de &cido acético e 0,54mL de &cido formico. Essa
solucdo foi colocada sob agitacdo magnética (Quimis, modelo Q221M), a

temperatura ambiente (=25°C), até completa dissolucao.

A solucao polimérica contendo o farmaco foi transferida para uma seringa
de vidro de 5mL, com agulha metalica de 0,7mm de didmetro. A seringa foi

adaptada no aparelho de eletrofiagdo, mostrado na Figura 8.

O processo de producdo das mantas de nanofibras de PLGA com
atenolol, por eletrofiacéo, foi realizado com os seguinte parametros: velocidade
de ejecdo de 3,6mm.H™ (medida pelo deslocamento do émbolo da seringa),
distancia da agulha até o coletor de 10cm, voltagem de 25kV e frequéncia de
rotacdo do disco coletor de 40rpm. Pardametros ambientais: temperatura de

25,0°C, aproximadamente, e umidade relativa em torno de 51%.
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Figura 8 — Fotografia do aparelho de eletrofiacéo.
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O estudo de liberagcéo do farmaco atenolol, a partir do PLGA na forma de
mantas de nanofibras, também foi realizado em triplicata, recebendo as
amostras das mantas de PLGA 82/18 com atenolol a seguinte identificacdo: M1,
M2 e M3.

4.5.3 ENSAIO DE LIBERA(;AO IN VITRO

Os dispositivos de PLGA com e sem atenolol, na forma de bastdes e
mantas de nanofibras, foram imersos em béqueres contendo 50mL de solugéo
tampéo fosfato salino (selados com plastico Parafilm) e colocados em banho
metabdlico (Marca SOLAB, modelo: SL 157), sob agitacdo de 30rpm e
temperatura de 37°C. Essa temperatura foi utilizada com o propésito de simular

a temperatura do corpo humano.

Em intervalos determinados de tempo a solucéo foi retirada dos béqueres
e analisada no espectrofotdmetro UV-Vis (VARIAN, modelo Cary 50) com
comprimento de absorbancia (1) igual a 225nm. Uma nova solu¢do de PBS
(50mL) foi introduzida nos béqueres com os dispositivos para continuidade dos
ensaios de liberacdo do farmaco. Esse procedimento foi repetido durante um
periodo de 30 dias para os dispositivos em forma de bastdes e 24 dias para as
mantas de nanofiboras. Com a absorbancia das solugbes, medida pelo
espectrofotometro, determinaram-se as concentracbes de atenolol nessas

solugdes por meio da curva de calibracéo construida antes desses ensaios.

O copolimero PLGA, ap6s um certo estagio de degradacdo, comeca a
liberar subprodutos, como &cido lactico e acido glicélico, capazes de serem
detectados por espectrofotometria de absorcdo molecular UV-Vis, no
comprimento de onda estudado (A=225nm). Com o0 objetivo de detectar o inicio
de liberacdo desses subprodutos, foram colocados dispositivos de PLGA sem
atenolol na forma de manta de nanofibras e bastdo no banho metabdlico, sob as
mesmas condi¢cdes dos dispositivos contendo o farmaco atenolol. Verificou-se
gue o dispositivo em forma de manta de nanofibras sem o atenolol comecou a
apresentar leitura no espectrofotometro no mesmo comprimento de onda
determinado para o atenolol, a partir do 25° dia. Assim, foram considerados o0s

valores de absorbancia do atenolol nas mantas de nanofibras com o farmaco até
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0 24° dia ap6s o inicio da liberacdo. Para o dispositivo na forma de bastdo sem o
atenolol, observou-se que esse mesmo fato ocorreu a partir do 31° dia. Portanto,
o estudo de liberacdo do atenolol na forma de bastdes foi considerado até o 30°
dia. ApoOs esses periodos de estudo, os dispositivos foram retirados do meio,
colocados em estufa a vacuo (Vacuoterm, modelo-6030A) a temperatura de
40°C, por 48h, sendo, em seguida, caracterizados por TG, DSC e FTIR.

Para efeito dos calculos do estudo de liberacdo, considerou-se que todo o
atenolol utilizado foi incorporado nos dispositivos. Portanto, como os dispositivos
foram produzidos contendo 20% de atenolol em massa, o valor maximo de

massa de atenolol nos bastdes foi de 21,6+0,3mg e nas mantas de 21,4+0,1mg.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
A seqguir serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos a partir

das sinteses e das caracterizacGes dos copolimeros de PLGA 82/18.

Também serdo mostrados os resultados do estudo de degradacao
hidrolitica in vitro do copolimero PLGA 82/18 (dispositivos em forma de bastdes),
do estudo de liberacéo in vitro do farmaco atenolol (a partir dos dispositivos de
PLGA 82/18 em forma de bastdes e mantas de nanofibras), da caracterizacao

desses dispositivos, bem como a discusséo pertinente a eles.

No inicio deste estudo, com o objetivo de tentar padronizar a rota de
sintese desenvolvida por ERBETTA (2010), os PLGA’s 50/50 e 70/30 foram
sintetizados e caracterizados por FTIR, TG e DSC. Foram realizadas 2 sinteses
do PLGA 50/50 e 8 do PLGA 70/30. Devido a dificuldade de manuseio,
copolimero extremamente viscoso, foi descartado o estudo com o PLGA 50/50 e,
em funcao de ndo se conseguir a reprodutibilidade desejada na sintese do PLGA
70/30, optou-se pela sintese do PLGA 82/18 que nao apresentou nenhum
desses problemas. Portanto, ao longo deste item, serdo apresentados e
discutidos os resultados relativos ao copolimero PLGA 82/18. Os resultados
referentes as sinteses dos PLGA’s 50/50 e 70/30, bem como as caracterizagdes
realizadas desses copolimeros, serdo apresentados em anexos com a simples

intencao de informé-los, sem nenhuma discusséo sobre eles.

5.1. SINTESE DO COPOLIMERO PLGA

Os resultados dos volumes dos reagentes gastos na dissolugdo e
precipitacdo do copolimero (cloreto de metileno e metanol, respectivamente),
tempo de agitacdo e rendimento obtidos nas sinteses dos PLGA 82/18 sé&o
mostrados na Tabela 8. Resultados similares referentes as sinteses dos PLGA’s
70/30 e 50/50 séao apresentados no Anexo Il (vide pagina 125).

Quando a solucéo reacional foi submetida a aquecimento sob agitacéo,
pbde-se notar que, na maioria das sinteses, ndo era possivel manter a agitacéo
no sistema reacional por muito tempo, devido a solucéo se tornar cada vez mais
viscosa. O aumento da viscosidade do meio reacional € um indicio de que a

polimerizacao esta ocorrendo.
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O rendimento de todas as sinteses foi bem satisfatério (acima de 67%),
tendo algumas delas rendimentos excelentes, préximos ou superiores a 90%,
exceto para as sinteses 5 e 9, que apresentaram um menor rendimento (47 e

48%, respectivamente).

Tabela 8- Volumes de solventes, tempo de agitacdo e rendimento das sinteses
do PLGA 82/18.

i Volume de cloreto Volume de Tempo de . 0
Sintese de metileno (mL)  metanol (mL) agitacao (min.) Rendimento (%)
1 80 240 24 75
2 80 240 41 80
3 100 310 38 73
4 120 560 62 80
5 120 420 120 47
6 80 400 24 89
7 160 400 11 89
8 80 240 45 67
9 100 260 120 48
10 120 640 70 88
11 80 400 85 71
12 120 480 28 88
13 60 340 80 69
14 140 400 20 94
15 120 400 35 91

Nas sinteses 5 e 9 verificou-se que, com o passar do tempo, a agitacao
foi ficando mais lenta, mas se manteve até o final. Uma explicacdo para esse
fato poderia ser a possivel presenca de umidade nos mondémeros utilizados para
a realizacdo dessas sinteses. A presenca de umidade dificulta a polimerizacéo
do PLGA.

Quando os mondémeros foram retiradas dos frascos abertos pela primeira
vez, observou-se um maior rendimento e um menor tempo de agitacdo para as
sinteses do PLGA. Além disso, as temperaturas de transicdo vitrea desses
copolimeros estdo entre as mais altas (sinteses 14 e 15), conforme sera
apresentado no subitem 5.2.3. Os frascos foram fornecidos pelo fabricante

selados a vacuo e foram mantidos no refrigerador apos abertos.

Para que a realizacdo da polimerizagdo do copolimero PLGA seja bem
sucedida, é necessario um meio com auséncia de umidade juntamente com

atmosfera inerte (ERBETTA, 2010). Nesse sentido, foi feito vacuo no meio
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reacional para evitar ou diminuir, a0 maximo, a presenca de umidade, algo que

talvez ndo tenha ocorrido de forma eficiente nas sinteses 5 e 9.

5.2. CARACTERIZACAO DOS COPOLIMEROS PLGA

A caracterizacdo dos copolimeros sintetizados neste trabalho, bem como

a discussédo dessa caracterizacdo sdo apresentados a seguir.

5.2.1 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO
O espectro FTIR para o PLGA 82/18, sintese 15, esta apresentado na

Figura 9 e os espectros FTIR referentes a todos os copolimeros de PLGA 82/18
sintetizados neste trabalho (sinteses 1 a 15) sdo mostrados na Figura 10. Os
espectros FTIR de cada um dos copolimeros de PLGA’s 70/30, 50/50 e 82/18
podem ser observados com mais detalhes nos Anexos Ill, IV e V,

respectivamente (vide paginas 126, 129 e 130).
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Figura 9 - Espectro FTIR do copolimero PLGA - sintese 15.
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Figura 10 - Espectros FTIR dos copolimeros de PLGA - sinteses 1 a 15.

As bandas de absor¢éo caracteristicas dos grupos funcionais presentes
no copolimero PLGA (observadas nos espectros das Figuras 9 e 10) e suas
respectivas atribuicbes sdo apresentadas na Tabela 9. Todas essas bandas
aparecem em todos os espectros FTIR dos copolimeros PLGA 82/18, exceto a
banda de absorcéo referente ao grupo hidroxila (OH) que ndo esta nitida nos
espectros FTIR dos PLGA’s 82/18 das sinteses 3, 9, 10, 12, 14 e 15, conforme
pode ser visto mais claramente nos espectros FTIR apresentados no Anexo V

(vide pagina 130).

Tabela 9- Bandas de absorcéo referente ao PLGA e suas atribuicdes.

Banda de absorcédo (cm™) Atribuicao
3.700 — 3.100 OH (estiramento)
3000 — 2700 CH, CH3; e CH, (estiramento assimétrico)
1760 - 1750 C=0 (estiramento)
1500 — 1250 CH3 e CH; (deformacao angular simétrica)
1350 — 1150 CH, e CH (deformacao angular assimétrica)
1300 — 1150 C-O (estiramento)

N&o se percebe nenhuma relagéo entre a presenca ou ndo da banda de

absorcédo do grupo OH, nos espectros FTIR dos copolimeros PLGA 82/18, com
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os rendimentos alcangcados nas sinteses desses copolimeros. Por exemplo, o
PLGA 82/18 nas sinteses 9 e 15 ndo apresenta em seus espectros FTIR a
banda caracteristica da hidroxila e os rendimentos foram de 48 e 91%,
respectivamente. Ao contrario, os espectros FTIR das sinteses 5, 6 e 7
apresentaram a banda de absorcdo do grupo OH e seus rendimentos foram,
respectivamente, 47, 89 e 89%. Ou seja, em sintese, tem-se espectros FTIR
com bandas de absorcdo da hidroxila com rendimentos altos e baixos, bem
como o contrario, espectros FTIR sem essa banda, também com rendimentos
altos e baixos. Portanto, ndo se pode fazer uma correlagcdo entre os resultados
de FTIR com os rendimentos obtidos nas sinteses dos PLGA’s 82/18.

A presenca da banda de absorcéo do grupo hidroxila em alguns espectros
FTIR (PLGA 82/18 - sinteses 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 11 e 13) talvez seja devido a

presenca de umidade no ambiente onde foram realizadas essas analises.

Os espectros FTIR mostrados na Figura 10 sdo praticamente idénticos,
com excecdo para a banda de absorcdo da hidroxila que nao aparece

nitidamente em alguns desses espectros.

Comparando os espectros FTIR obtidos para os copolimeros PLGA
sintetizados neste trabalho com alguns da literatura (HUMMEL, 2001; ERBETTA
et al., 2012; MOTTA e DUEK, 2006) observa-se grande semelhanca entre eles,
0 que pode ser considerado como um indicio de que a sintese do PLGA ocorreu

conforme previsto e de forma plena.

5.2.2 TERMOGRAVIMETRIA

As curvas termogravimétricas (TG ou TGA) para as amostras do PLGA -
sinteses 1 a 15 sao apresentadas na Figura 11. As curvas TG e suas derivadas
(curvas DrTG ou DrTGA), para cada uma das sinteses do PLGA 70/30, 50/50 e
82/18, sdo mostradas nos Anexos VI, VIl e VIIl, respectivamente (vide paginas
136, 139 e 140). Os resultados obtidos a partir das curvas TG e DrTG, dos
copolimeros de PLGA 82/18, encontram-se resumidos na Tabela 10. Nessa
Tabela sdo apresentados os valores de percentual de perdas de massa (1° e 2°

eventos térmicos), T; (temperatura de inicio de evento térmico) € Tgegmax.
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(temperatura em que a taxa de degradacao de evento térmico na curva TG é

maxima, obtida na curva DrTG).

%
100.00

50.00

-0.00

TGA

PLGA 15
PLGA 14
PLGA 13
PLGA 12
PLGA 11
PLGA 10
PLGA9
PLGAS8
PLGA7
PLGAG6
PLGAS
PLGA4
PLGA3
PLGA 2
PLGA1

-0.00

100.00 200.00 300.00 400.00
Teperatura (°C)

Figura 11 - Curvas TG do PLGA 82/18 — sinteses 1 a 15.

Tabela 10 - Propriedades térmicas dos copolimeros de PLGA 82/18 por TG.

Amostra

Perda de massa(%)

1° evento 2° evento Ty Tgegmax (°C)
115 a 240°C 240 a 380°C

© 00 N OO 0o~ W N P

[T T T = S S
o M W N R O

4,47 94,01 144 295
6,31 92,38 126 309
6,35 91,16 145 345
3,52 93,96 180 351
9,26 88,38 115 316
5,34 92,71 160 345
1,39 95,66 206 353
12,46 84,73 124 342
7,03 91,17 144 323
6,56 90,83 120 327
2,39 94,59 161 315
4,88 92,6 180 336
2,74 93,27 170 312
4,24 93,53 180 293
2,76 95,40 178 325

59



RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao observar individualmente as curvas TG da Figura 11, mostradas no
Anexo VIII (vide pagina 126), percebe-se duas perdas de massa, uma pequena
perda de massa entre 115 e 240°C, aproximadamente, e outra, bem significativa,
compreendida na faixa de temperatura que vai de 240 até 380°C. Essa Ultima
perda de massa estéd relacionada com a degradacdo completa das cadeias
poliméricas do PLGA. Acima de 380°C as amostras de PLGA 82/18 encontram-
se praticamente todas degradadas, pois o percentual de perda de massa foi de

97,6+0,6%, restando apenas cinzas.

Na Tabela 10 pode-se notar que as sinteses 5 e 8 do PLGA 82/18
apresentaram os maiores valores de perda de massa para o0 1° evento térmico,
9,3 e 12,5, respectivamente. Todas as outras sinteses tiveram perdas de massa,

para esse evento térmico, menores ou igual a 7,0%.

Ao se analisar as curvas DrTG para todos os PLGA’s 82/18, apresentadas
no Anexo VI, percebe-se somente um pico referente a perda de massa
relacionada a degradacdo dos copolimeros. Nessas curvas ndo se vé nenhum
outro pico relacionado a variacdo de massa, indicando que a perda de massa
antes do evento da degradacdo completa das cadeias poliméricas € pequena
(5,3%£2,8%).

Em funcéo dos resultados apresentados pela espectroscopia na regidao do
infravermelho e pela secagem a que as amostras foram submetidas antes das
analises por termogravimetria, acredita-se que elas ndo continham agua nem de
solvente residual. Essa observacdo também é corroborada pelas curvas DSC
obtidas na primeira corrida térmica, que nao indicaram nenhum evento térmico,
além da Ty, na faixa de temperatura relacionada com a primeira perda de massa,

conforme ser& apresentado no subitem 5.2.3.

Um explicacdo para essa pequena perda de massa pode ser devido a
degradacédo de cadeias poliméricas em regibes do PLGA de menor densidade
de entrelagcamento. Durante a sintese do copolimero, existe a possibilidade de
terem sido formadas cadeias poliméricas de PLGA de tamanhos diferentes,
implicando em uma larga faixa de distribuicdo de massa molar, aléem de cadeias

ramificadas. Os resultados da analise por reometria (subitem 5.2.4), indicaram
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que as massas molares dos PLGA’s 82/18 variaram entre 2,4x10° e
3,1x10°g.mol™. Portanto, as cadeias poliméricas de diferentes tamanhos, com e
sem ramificacbes, podem se emaranhar promovendo densidades de
entrelacamentos distintas em diferentes regifes do copolimero. As regides que
apresentarem menor densidade de entrelacamento podem dissipar a energia
térmica de forma mais eficiente, favorecendo o inicio da degradacao das cadeias
poliméricas, nessas regides, em temperaturas menores, comparadas as cadeias
poliméricas que se encontrem em regides de maiores densidades de

entrelacamento.

Os resultados de termogravimetria apresentados indicam que oS
copolimeros sintetizados iniciam a perda de massa a partir de 115°C (PLGA 5).
Portanto, em relacdo a esse fendbmeno, pode-se considerar que os PLGA’s
sintetizados sdo termicamente estaveis até essa temperatura. Essa temperatura
€ mais do que suficiente para utilizacdo desses copolimeros em sistemas de
liberacdo de farmacos, tendo-se em vista que a temperatura corporal humana
esta na faixa entre 36,5 e 37,0°C, néo ultrapassando 42,0°C quando em estado

febril severo.

A variagdo observada na Tgegmax. para os copolimeros PLGA, entre 293 e
353°C, determinada a partir das curvas DrTG, também pode ser devida ao fato
dos copolimeros PLGA 82/18 apresentarem regifes com distintas densidades de
entrelacamento, formadas a partir do emaranhamento e/ou conformacgdes de

cadeias poliméricas (massas molares) de diferentes tamanhos.

5.2.3 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

As curvas DSC (referentes a segunda corrida) para os copolimeros PLGA
82/18, sinteses de 1 a 15, sdo apresentadas na Figura 12. As curvas DSC e
DrDSC para cada um dos PLGA’s 70/30, 50/50 e 82/18 sdo mostradas nos
Anexos IX, X e Xl, respectivamente (vide paginas 148, 151 e 152). As curvas
DSC para todos os PLGA 82/18 obtidas durante a primeira corrida térmica

também sdo mostradas no Anexo Xl (vide pagina 152).
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Para determinacdo da temperatura de transicdo vitrea (Tg) utilizou-se
como referéncia a curva DSC da segunda corrida.

DSC
mwW
10.00F———— —— e PLGA 1
. 2 -
——— - PLGA3
\\\ PLGA4
,,,,,,,,,,,, _ PLGAS
0000
| — — - - PLGA 6
o l PLGA7
°
c PLGA 8
L
[ — PLGA9
— PlGAT0 o
-10.00- oeean
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,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, PLGAT3
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PLGA 15
-20.00-
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Temperatura (°C)

Figura 12- Curvas DSC para os PLGA'’s 82/18, sinteses de 1 a 15, 22 corrida.

Na Figura 12 pode-se observar a transicdo térmica relacionada com a
transicdo vitrea (mudanca de inclinacdo da linha de base na curva DSC).
Percebe-se também, a auséncia de evento de transicdo de fase (fusdo). Com
isso, pode-se inferir que todos os copolimeros PLGA analisados tratam-se de
copolimeros amorfos, o que estd de acordo com a literatura. PLGA’s contendo
menos que 85% de glicolideo sdo amorfos (KUMAR e BANKER, 1993;
ERBETTA, 2010). Também nao se verifica a presenca de mondémeros residuais
nos copolimeros, uma vez que nas curvas DSC nao foram detectados picos

endotérmicos relativos a fusdo do D,L-lactideo (125°C) ou do glicolideo (81°C).

Os resultados de temperatura de transi¢éo vitrea dos copolimeros PLGA
82/18 encontram-se resumidos na Tabela 11. As T4's indicadas na Tabela 11

referem-se as temperaturas dos picos nas curvas DrDSC, que foram obtidas a
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partir da derivada das curvas DSC para cada PLGA. Essas curvas séao
apresentadas no Anexo Xl (vide pagina 1152).

Tabela 11 - Temperaturas de transi¢ao vitrea dos copolimeros PLGA 82/18.

Amostra T4 (°C)
PLGA1 42
PLGA 2 28
PLGA 3 28
PLGA 4 48
PLGAS 29
PLGA 6 41
PLGA 7 48
PLGA 8 27
PLGA9 32
PLGA 10 32
PLGA 11 39
PLGA 12 44
PLGA 13 38
PLGA 14 43
PLGA 15 45

JAMSHIDI e colaboradores (1988) relataram que a Ty dos PLGA'’s diminui

com a diminuicdo da massa molar.

Segundo ASTETE e SABLIOV (2006), o PLGA apresenta temperatura de

transicao vitrea entre 40 e 60°C.

Percebe-se pela Tabela 11 que varios copolimeros PLGA apresentaram
Ty4's abaixo dessa faixa (PLGA’s: 2, 3, 5, 8, 9, 10, 11 e 13 ). Ao analisar os
resultados obtidos por reometria no subitem 5.2.4, nota-se que as massas
molares desses copolimeros foram as menores encontradas (em torno de
10°g.mol™), exceto para os PLGA’s 2 e 3, cujas massas molares ndo foram
determinadas. Portanto, essa menor massa molar pode ter influenciado no

menor valor para Tg.

Os PLGA’s (4, 6, 7, 12, 14 e 15) apresentaram Tg4's entre 41 e 48°C e
massas molares maiores (10° a 10’g.mol™), resultado esse em concordancia

com o que é descrito na literatura (JAMSHIDI et al., 1988).
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Os resultados de TG e DSC corroboram os resultados de FTIR no sentido
de que o copolimero PLGA 82/18 foi realmente sintetizado com sucesso.

5.2.4 ANALISE POR REOMETRIA

Utilizando-se a técnica de reometria, especificamente o ensaio de strain
sweep, determinou-se a regido de viscoelasticidade linear entre 0,2 e 10% de
strain. O valor de strain escolhido para o ensaio de frequency sweep foi de 5%.
A massa molar média de cada amostra foi estimada com base nos resultados do
ensaio de frequency sweep e em modelos que descrevem a relacdo entre
propriedades reoldgicas e tempos de relaxacdo com a distribuicdo de massa
molar (MAIER et al., 1998; THIMM et al., 1999). As curvas dos modulos elastico
e viscoso, obtidas pelo ensaio de frequency sweep para as amostras de PLGA
82/18, encontram-se nas Figuras do Anexo Xll (vide pagina 167). Os resultados
de massa molar média das amostras de PLGA 82/18, sinteses 4 a 15, obtidos
indiretamente por reometria, sédo apresentados na Tabela 12 juntamente com as
temperaturas de transicdo vitrea (para facilidade de comparacdo). Para as
amostras de PLGA, sinteses 1 a 3, nado foi possivel a realizacdo do ensaio por
reometria devido ao fato de ndo se ter amostra suficiente quando da execucéo
desses ensaios.

Tabela 12 - Massa molar média dos copolimeros PLGA 82/18.

Massa molar

Amostra T4 (°C) média (g.mol'l)
PLGA 1 42

PLGA 2 28

PLGA 3 28

PLGA 4 48 31.400.000
PLGA 5 29 667.000
PLGA 6 41 1.040.000
PLGA 7 48 28.900.000
PLGA 8 27 558.000
PLGA 9 32 580.000
PLGA 10 32 814.000
PLGA 11 39 730.000
PLGA 12 44 1.850.000
PLGA 13 38 236.000
PLGA 14 43 1.470.000
PLGA 15 45 1.526.000
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Os valores de massas molares médias mostrados na Tabela 12, para os
PLGA’s 4 a 15, variaram entre 2,36x10° (PLGA 13) a 3,14x107g.mol™ (PLGA 4).

Nota-se que as sinteses 4 e 7 do PLGA 82/18 apresentaram as maiores
massas molares, na ordem de 10’g.mol™, bem como os maiores valores de T,
(48°C). Os PLGA’s, sinteses 6, 12, 14 e 15, apresentaram massas molares na
ordem de 10°g.mol™ e Ty's entre 41 e 45°C. Seguindo essa tendéncia, os
PLGA’s com Tg's abaixo de 40°C (sinteses 5, 8, 9, 10, 11 e 13) apresentaram
menores valores de massa molar média, na ordem de 10°g.mol®. Esse
comportamento estd coerente com o esperado, pois quanto maior a massa
molar média, maior o tamanho das cadeias poliméricas, maior o entrelacamento
entre elas, menor a mobilidade e, consequentemente, maior a temperatura de
transicdo vitrea. Portanto, os resultados obtidos por reometria convergem com
0s obtidos por DSC.

5.2.5 CITOTOXICIDADE

A atividade mitocondrial foi avaliada pela reducdo do sal de tetrazolina
(MTT). Essa técnica € utilizada especificamente para avaliar a viabilidade celular
por meio da funcdo mitocondrial. Os resultados do ensaio com o MTT realizado
apos 72 horas de contato com as amostras PLGA 15-M, PLGA 15 e PLGA 15-At
sao apresentados na Figura 13. Os valores utilizados para construgdo dessa

figura sdo mostrados no Anexo XlII (vide pagina 172).

No controle negativo foram utilizadas lascas estéreis de Eppendorf de
polipropileno como parametro de amostra ndo toxica e no controle positivo o
reagente Triton X100, que é tdxico e, consequentemente, possui a viabilidade
celular muito baixa (parametro de toxicidade). Ao observar a Figura 13, nota-se
gue a porcentagem de viabilidade celular das 3 amostras tiveram resultados
muito préximos do controle negativo e das células de linhagem SAQOS (controle)
e, a0 mesmo tempo, bem distantes do controle positivo. Portanto, as trés
amostras analisadas (PLGA 15, mistura liofilizada de PLGA 15 com atenolol —
PLGA 15-At — e manta de nanofibras de PLGA 15 com atenolol — PLGA 15-M)
ndo apresentaram toxicidade apO0s 72 horas de contato com as células de
linhagem SAOS.
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Figura 13- Resultado do ensaio com o MTT apds 72 horas de contato.

Ao comparar os resultados das trés amostras, umas com as outras, ndo é
possivel dizer qual € a melhor ou menos toxica, pois ndo houve variacao
significativa nos resultados, exceto pela amostra PLGA 15-At que apresentou
valores da viabilidade celular um pouco abaixo das outras duas amostras, porém

dentro da margem de erro.

Esse teste indica que o produto final (amostra PLGA 15) do processo

escolhido para a realizacéo da sintese do copolimero PLGA néo é téxico.

As amostras obtidas ap0s o processo de liofilizacdo (amostra PLGA 15-
At) e apos o processo de eletrofiacdo (amostra PLGA 15-M) também né&o
apresentaram toxicidade, mostrando que o0s métodos utilizados foram

adequados e ndo deixaram quantidades significativas de residuos toxicos.

O teste com a redugédo do sal de tetrazolina, realizado para avaliar a
viabilidade celular por meio da funcdo mitocondrial, indicou que os copolimeros
PLGA’s obtidos, liofilizados e processados por eletrofiagdo podem nao ser
prejudiciais ou que a quantidade € insuficiente para causar danos agudos em
células isoladas do corpo. Entretanto, apesar do mérito do teste, ndo se pode
afirmar que os PLGA’s sintetizados nesta pesquisa podem ser considerados
biocompativeis, uma vez que o teste de citotoxicidade in vitro € o primeiro passo

para a analise do material em estudo.
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5.3. ESTUDO DA DEGRADACAO HIDROLITICA IN VITRO

O copolimero PLGA 82/18 escolhido para a realizacdo do estudo de
degradacéo hidrolitica in vitro foi o da sintese 15 por apresentar valor de Ty
(45°C) acima da temperatura corporal (37°C), ser bastante estavel termicamente
(Ti = 178°C) e ter excelente rendimento de sintese (91%). Os bastbes de PLGA
produzidos apresentaram diametro médio de 2,60+0,05mm, comprimento meédio
de 29,95+0,60mm e massa média de 203+4mg. A fotografia de um dos bastdes
de PLGA, sintese 15, € mostrada na Figura 14.

Figura 14 - Fotografia do bastdo de PLGA para o estudo de degradacao.

Durante o estudo de degradacao, as amostras dos bastdes, retiradas nos
intervalos de tempo pré-determinados (0, 6, 12, 19, 28, 40 e 55 dias), foram
analisadas por FTIR, TG, DSC, reometria e MEV. Os resultados séo

apresentados e discutidos a sequir.

5.3.1 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

Os espectros FTIR do PLGA 82/18, sintese 15, e das amostras desse
copolimero imersas em solugcéo tampéo fosfato salino durante os intervalos de
tempo pré-determinados para o estudo de degradacéao in vitro, sdo mostrados na
Figura 15. Os espectros para cada uma dessas amostras de PLGA sao

mostrados no Anexo XIV (vide pagina 173).
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Figura 15 - Espectros FTIR do PLGA 82/18 e das amostras desse copolimero

imersas em solugcéao tampao fosfato salino.

No espectro FTIR da amostra de PLGA (Figura 15), € possivel observar
uma intensa banda de absor¢do na regido entre 1760 e 1750cm™, regido
caracteristica da carbonila (C=0) presente nos dois monémeros. Também se
observa banda caracteristica do grupamento (C-O), entre 1300 e 1150cm™, que
€ regido caracteristica de grupos ésteres. Essas bandas ja foram apresentadas
anteriormente (vide Figura 9 e Tabela 9 nas paginas 54 e 55, respectivamente).
As bandas de absorcdo caracteristicas dos grupos funcionais presentes no
copolimero PLGA podem ser observadas nos espectros FTIR das amostras 1 a
6, submetidas aos ensaios de degradacdo hidrolitica in vitro (Figura 15). Os
espectros apresentados nessa Figura sdo muito semelhantes, o que mostra que
as bandas caracteristicas dos grupos ésteres presentes no PLGA também

podem ser observadas nos subprodutos da degradacéo.

Um fato interessante é observado nos espectros FTIR da Figura 15, na
regido entre 3700 e 3100cm™, regido caracteristica do grupo hidroxila (OH).
Essa observacdo é melhor visualizada nos espectros FTIR apresentados no
Anexo XIV (vide pagina 173). Ao comparar a amostra do PLGA 82/18 (sintese
15), com as amostras desse PLGA retiradas da solucédo PBS, nos tempos pre-

determinados (6, 12, 19, 28, 40 e 55 dias), durante o estudo de degradacéo,
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nota-se o aparecimento da banda de absor¢do do grupo hidroxila. Além disso,
percebe-se que a intensidade dessa banda aumenta com o tempo de

permanéncia das amostras, 1 a 6 do PLGA, na solu¢cédo PBS.

De acordo com o que foi mencionado no subitem 3.3 da Revisdo
Bibliografica, a biodegradacdo do PLGA ocorre por clivagem da cadeia
polimérica por hidrdlise (a presenca de agua no meio de degradacdo quebra as
ligacbes ésteres do PLGA), liberando os acidos latico e glicélico. Quando o
PLGA estiver completamente degradado, restardo apenas esses dois acidos,
gue poderao ser convertidos em CO; e H,O pelo ciclo de Krebs. No entanto, os
bastdes de PLGA 82/18, identificados de 1 a 6, analisados por FTIR,
encontravam-se no estado solido, cada vez mais frageis e quebradicos com o
tempo de imerséo na solucédo de PBS, mas no estado sdlido e néo liquido. Antes
da analise de FTIR, os bastfes retirados no meio de degradacédo, em fun¢éo do
tempo de estudo, foram lavados em agua destilada e secados em estufa a vacuo
(60°C), por 48h. Portanto, era de se esperar que eles ndo tivessem o0s acidos
latico e glicélico. Esses &cidos, formados durante a degradacdo do PLGA,
estariam no meio (solugcéo) de degradacdo. Assim sendo, acredita-se que antes
da completa degradacdo do PLGA, esse sofre cisdo (quebra de ligacdes
ésteres) em partes de sua cadeia, diminuindo o tamanho das cadeias
poliméricas e, possivelmente, formando os polimeros poli(acido latico) e
poli(acido glicélico). Com a diminuicdo do tamanho das cadeias, aumentam as
guantidades de terminagdes (COOH), o que justificaria o aparecimento da banda
de absorcédo do grupo OH. Conforme observado, o aumento na intensidade das
bandas de absorcéo da hidroxila pode estar relacionado ao fato de que, com o
aumento do tempo de permanéncia dos bastbes de PLGA 82/18 na solucao de
PBS, uma maior quantidade de cadeias poliméricas menores estdo sendo
formadas, em funcéo da quebra (hidrolise) continua que as cadeias poliméricas
do PLGA estdo sofrendo. Isso explicaria 0 aumento de intensidade registrado,
pois uma maior quantidade de grupos hidroxila estaria presente nos bastdes de
PLGA analisados.
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5.3.2 TERMOGRAVIMETRIA

As curvas TG do PLGA 82/18, sintese 15, antes e depois dos ensaios de
degradacéo in vitro em solucéo tampéo fosfato salino, sdo mostradas na Figura
16. As curvas TG e DrTG, para cada uma dessas amostras de PLGA, séo
mostradas no Anexo XV. Os resultados referentes a T; (1° evento térmico),
Taegmax. (2° evento térmico) e percentual de perda de massa (1° e 2 © eventos
térmicos), obtidos a partir dessas curvas, em funcdo do numero dias

relacionados com o estudo de degradacao in vitro, sGo mostrados na Tabela 13.

TGA
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Figura 16 - Curvas TG do PLGA 82/18, sintese 15, antes e depois do ensaio de

degradacéo in vitro.

70



RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 13 - Resultados das analises de TG para o estudo de degradacéo in vitro
do PLGA 82/18, sintese 15.

TG

AMOStras Tempo de T , % perda de massa

degradacéo (dias)  T;(°C) d(igc':";ax' 1° 2°

evento evento

PLGA 0 178,0 3250 2.8 95,4
PLGA

6 163,3+4,0 310,0¢10 27406 94.7+1.1
Amostra 1

PLGA 12 155,747.9 300,748,7 27402 052402
Amostra 2

PLGA 19 13474211 30312119 2,4%0.7 95,4%0.6
Amostra 3

PLGA 28 08,3+2,1 2850+7.2 3.9+01 94,9+15
Amostra 4

PLGA 40 90,0¢1,0 269,0+67 1,740.0 94,30,9
Amostra 5

PLGA 55 84,7402  265.6+4.4 20404 94,903
Amostra 6

Nas curvas TG da Figura 16 ou pelos valores apresentados na Tabela 13
€ possivel observar que os valores de T; e Tgegmax., de maneira geral, diminuiram
com o aumento do tempo de contato do PLGA com a solu¢do tampéao fosfato.
Isso possivelmente se deve ao fato de que a medida que o copolimero PLGA
comeca a se degradar com o tempo ele vai perdendo a estabilidade térmica. Os
perfis das curvas de decomposicdo do PLGA de todas as amostras sdo bem
semelhantes. As amostras 5 e 6, correspondentes aos tempos de degradacéo
de 40 e 55 dias, apresentaram curvas TG quase que sobrepostas, indicando que
essas amostras se encontram em um mesmo estagio de degradagéo. Além
disso, essas duas amostras apresentaram um estagio de degradacdo mais
pronunciado do que as demais, uma vez que suas temperaturas T; € Tgegmax.

foram menores que as observadas para as outras amostras.

Ao observar todas as curvas TG separadamente, mostradas no Anexo XV
(vide pagina 177), nota-se a ocorréncia de uma pequena perda de massa
(2,7£0,8%), antes da perda de massa (95,0+0,4%) relacionada a degradacao
completa das cadeias poliméricas do PLGA. Os resultados de termogravimetria,

no intervalo de temperatura estudado, indicam que as amostras de PLGA se
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decompuseram quase que totalmente, uma vez que as perdas de massa para 0s

dois eventos térmicos foram proximas a 100%.

Percebe-se também que o intervalo de temperatura em que ocorre a
primeira perda de massa altera-se de 178 a 226°C (PLGA) para 85 a 168°C
(PLGA Amostra 6), com o aumento do tempo de degradagéo. Da mesma forma,
tem-se uma mudanca no intervalo de temperatura para o segundo evento
térmico, que passa de 226 a 343°C (PLGA) para 168 a 309°C (PLGA Amostra
6). Em relacdo a temperatura de inicio de perda de massa, pode-se considerar
que as amostras de PLGA estudadas sao termicamente estaveis até,
aproximadamente, 85°C (PLGA Amostra 6). Essa temperatura € mais do que
suficiente para utilizacdo desse copolimero em sistemas de liberacdo de

farmacos.

A ocorréncia da pequena perda de massa, registrada no 1° evento térmico
nas curvas TG, talvez possa ser explicado pela presenca de cadeias poliméricas
menores. Essas podem permitir regides com densidades de entrelacamento bem
menores, quando comparadas com as cadeias poliméricas maiores, por esse
motivo, necessitam de menores quantidades de energia (temperatura) para

iniciar o processo de degradacéo.

5.3.3 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL

As curvas DSC para o PLGA 82/18 e para suas amostras ensaiadas in
vitro, em solugcdo tampéo fosfato salino, sdo apresentadas na Figura 17. Os
valores das temperaturas de transi¢do vitrea (Ty's), obtidos a partir das curvas
DSC, bem como os valores de pH das solucdes, apos retirada dos bastdes, sao
mostrados na Tabela 14. As curvas DSC e DrDSC, para cada uma dessas

amostras de PLGA, sdo mostradas no Anexo XVI (vide pagina 183).
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DSC
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Figura 17 - Curvas DSC das amostras de PLGA 82/18, sintese 15, antes e

depois do ensaio de degradacao in vitro.

Tabela 14 - Resultados das Tgy's e dos pH'’s para o estudo de degradag&o in vitro
do PLGA 82/18, sintese 15.

Tempo de o

Amostras degradagpéo (dias) 9 (°C) pH

PLGA 0 45
PLGA Amostra 1 6 43,7+0,4 7,4+0,1
PLGA Amostra 2 12 42,4+0,3 7,4+0,0
PLGA Amostra 3 19 30,8+1,1 7,4+0,0
PLGA Amostra 4 28 15,9+1,0 6,9+0,0
PLGA Amostra 5 40 18,8+0,6 2,5+0,1
PLGA Amostra 6 55 19,8+0,5 2,3+0,0

Durante o processo de degradacdo in vitro, nota-se uma queda
pronunciada da temperatura de transi¢do vitrea, passando de 45°C, no tempo
zero, para =16°C, apos 28 dias do estudo de degradacdo. De 28 para 55 dias a
Ty se estabiliza em torno de 18,1+1,6°C. O inicio lento do processo de
degradacgao, observado pela pequena queda da T4 durante os primeiros 12 dias
(de 45 para 42°C), pode estar associado ao inicio da quebra das ligacdes
ésteres presentes no PLGA, em funcao da hidrélise que esse copolimero sofre

em contato com a solucéo de PBS. A formacéo dos polimeros poli(acido latico) e
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poli(acido glicolico), com cadeias poliméricas (massas molares) menores do que
as do PLGA, bem como a diminuicdo no tamanho das cadeias poliméricas do
PLGA, devido a hidrélise que o mesmo esta sofrendo, tendem a diminuir o valor
da Tyg. (JAMSHIDI et al., 1988). O aumento da taxa de degradacdo do
copolimero, evidenciado pela grande reducdo na T, (de 42 para 18°C no
periodo de 12 para 40 dias, permanecendo, aproximadamente, nesse valor até o
final do estudo de degradac&o), ocorre pela maior quantidade de cadeias de
poli(acido latico) e poli(acido glicdlico) e cada vez mais cadeias poliméricas
menores de PLGA, produtos da degradacao que esse copolimero esta sofrendo.
Essa mesma tendéncia é observada para o pH do meio (solucédo) onde o PLGA
esta se degradando. No inicio, o pH cai de 7,4 para 6,9 (em 28 dias). Depois, de
28 para 40 dias de estudo, percebe-se uma queda brusca no valor do pH do
meio onde o PLGA sofre o processo de degradacéo, passando de 6,9 para 2,5,
aproximadamente (Tabela 14). Com a continua decomposicdo do PLGA, a
tendéncia do pH do meio é diminuir devido a liberacdo de acidos latico e glicolico
no meio reacional. O aumento da taxa de degradacdo do copolimero também
pode ser evidenciado pela grande reducéo no pH. Essa queda brusca é devido a
maior quantidade de &cidos latico e glicélico presentes no meio reacional,
oriundos da degradacdo por hidrolise a que o PLGA estd sendo submetido.
Além disso, acredita-se que a degradacdo do PLGA pode estar sendo auto-
catalisada pela reducdo do pH, conforme relatado por XIAOLING e HASKARA
(2006).

5.3.4 ANALISE POR REOMETRIA

A partir do ensaio de strain sweep, via reometria, determinou-se a regiao
de viscoelasticidade linear entre 0,2 e 10% de strain. O valor de strain escolhido
para o ensaio de frequency sweep foi de 5%. O resultado obtido pelo ensaio
reologico de frequency sweep, para o PLGA 82/18 (sintese 15) antes do estudo
de degradacao in vitro, € apresentado na Figura 18. As curvas geradas pelo
software do equipamento mostram G’ (mddulo elastico, em vermelho) e G”

(mdédulo viscoso, em azul) em funcao da frequéncia angular.
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As curvas dos médulos eléstico e viscoso, obtidas para as amostras 1 a 5
de PLGA 82/18 (sintese 15) que sofreram degradacdo in vitro, em solucéo
tampao fosfato salino, sdo apresentadas nas figuras do Anexo XVII (vide pagina
189). Devido ao estagio de degradacdo de integridade fisica em que se
encontrava a amostra de PLGA com 55 dias (amostra 6), ndo foi possivel
realizar a analise reométrica para se obter a massa molar média dessa amostra,

pois ndo havia quantidade suficiente de amostra para ser ensaiada no redémetro.

1.000E6— —1.000E6

%)

(Pa)

N

®
.000E5—+ e +1.000E5:

G
o]
(ed)

10000 —_—— —_—— —— 10000
0.1000 1.000 10.00 100.0 1000

Freqguéncia angular (rad.s™)

Figura 18 - Curvas dos modulos elastico (G’) e viscoso (G”) em funcao da

frequéncia angular para o PLGA 82/18, sintese 15.

Observa-se pelas curvas da Figura 18 o dominio do comportamento
viscoso sobre o elastico (G” > G’) até a frequéncia angular de 10rad.s™,

aproximadamente, com inversao dos comportamentos a partir dessa frequéncia.

A massa molar ponderal média de cada amostra foi estimada com base
nos resultados do ensaio de frequency sweep e em modelos que descrevem a
relacdo entre propriedades reoldgicas e tempos de relaxacdo com a distribui¢céo
de massa molar (MAIER et al., 1998; THIMM et al., 1999). Os resultados de
massa molar média das amostras de PLGA, no estudo de degradagéo in vitro
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em solucdo tampéo fosfato salino, obtidos indiretamente por reometria, sao

apresentados na Figura 19 e na Tabela 15.
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Figura 19 - Massa molar média para amostras de PLGA 82/18, sintese 15, em

funcdo do tempo de degradacéo.

Tabela 15 - Resultados da analise reométrica do estudo de degradacao in vitro

do PLGA 82/18, sintese 15.

Amostras Tempo de degradacéao Massa molar média
(dias) (g.mol™)

PLGA 0 1.526.000
PLGA Amostra 1 6 1.021.000+193.278
PLGA Amostra 2 12 532.400+£36.184
PLGA Amostra 3 19 221.200+41.135
PLGA Amostra 4 28 74.640+4.528
PLGA Amostra 5 40 76.190+3.685
PLGA Amostra 6 55

Pode-se observar pela Figura 19 e Tabela 15 que o copolimero PLGA

82/18, sintetizado com massa molar média da ordem de 10°g.mol?, durante o

processo de degradacao in vitro em solugcéo tampao fosfato salino, teve a massa

molar média diminuida para ordem de 10*g.mol™* em, aproximadamente, 28 dias

(PLGA amostra 4), o que corresponde a uma queda de aproximadamente 95%.

Até chegar a esse valor, percebe-se uma queda continua e acentuada da massa

molar do PLGA com o tempo de degradacéo. Conforme discutido anteriormente,

isso pode ser devido a diminuicdo que as cadeias poliméricas do PLGA estdo
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sofrendo durante o processo de degradacdo in vitro. Esses resultados de
massas molares sdo coerentes com os valores de Ty, determinados via DSC,

apresentando a mesma tendéncia em funcdo do mesmo fenémeno.

5.3.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

As micrografias obtidas para os bastbes de PLGA, sintese 15, antes e
durante o estudo de degradacdo in vitro, para as amostras 1, 2 e 3,
respectivamente, sdo mostradas nas Figuras 20 a 23. A morfologia da superficie
dos bastbes de PLGA foi acompanhada durante o processo de degradacéo até o
19° dia. Nas amostras 4, 5 e 6 nado foi possivel a andlise das superficies das
amostras por MEV, devido ao estagio de degradacdo das mesmas. Essas
amostras, ao serem inseridas no equipamento, tiveram seu processo de
degradacdo acelerado pela incidéncia do feixe de elétrons, tornando impossivel

a obtencdo da imagem da superficie (micrografia) dessas amostras.

2014/06/05 AL D45 x100 1mm

Figura 20 - Micrografia do bastdo de PLGA 82/18, sintese 15.
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2014/06/11 AL D6.6 x100 1mm

Figura 21 - Micrografia do bastédo de PLGA 82/18, sintese 15, amostra 1.

2014/06/18 AL D7.7 x100 1mm

Figura 22 - Micrografia dos bastdes de PLGA 82/18, sintese 15, amostra 2.

N D35 x100 1mm

Figura 23 - Micrografia dos bastfes de PLGA 82/18, sintese 15, amostra 3.
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A micrografia da Figura 20 mostra a superficie do bastdo de PLGA 82/18,
sintese 15, antes do inicio do processo de degradagdo, cuja aparéncia
apresenta-se nao porosa e integra, com algumas irregularidades na superficie,
devido, talvez, ao processo de producdo dos bastbes. Apds 6 dias de
degradacéo (Figura 21), pode-se observar que o aspecto da amostra continua
integro e ndo poroso, sem indicio visivel de inicio de degradacgdo. Transcorridos
12 dias de imerséo em solucéo tampao fosfato salino, a micrografia do bastéo de
PLGA amostra 2 (Figura 22) apresenta o surgimento de algumas trincas na
superficie do bastéo, provavelmente devido ao inicio de degradagédo do PLGA.
Esse fendbmeno fica bem mais claro e evidente a partir da aparéncia da
micrografia referente ao PLGA 82/18 amostra 3, ap6s 19 dias de degradacéo
(Figura 23). Observa-se uma superficie com muitas trincas e rachaduras,
indicando uma intensidade de degradacdo mais pronunciada. A partir desse
tempo, a integridade fisica dos bast6es de PLGA 82/18, quando em contato com

solucéo tampao fosfato salino, fica comprometida.

Comportamento similar foi observado com os resultados de DSC, mais
especificamente com os valores encontrados para a temperatura de transicao
vitrea em funcdo do tempo de degradacdo in vitro das amostras de PLGA.
Conforme mostrado na Tabela 14, pode-se observar que a primeira diminui¢éo
significativa no valor da Ty, de 42 para 31°C, ocorreu no intervalo de tempo de
12 para 19 dias, em solugéo tampéo fosfato salino. Apos esse periodo, a Ty
diminui ainda mais, caindo para aproximadamente 18°C, acompanhada também
de uma diminuicdo drastica no valor de pH do meio, indicando o
comprometimento na integridade fisica dos bastdes. Esse mesmo
comportamento e tendéncia foram observados para a massa molar média,

obtida por reometria.

A partir dos resultados do estudo de degradac&o hidrolitica, percebe-se
claramente uma queda acentuada no valor da T4, da massa molar e do pH do
meio, quando as amostras de PLGA completam entre 19 e 28 dias de imersao
em solucdo tampéao fosfato salino. A queda observada nessas propriedades
pode ser devida a quebra de ligacdes ésteres por hidrdlise com a consequente
diminuicdo do tamanho das cadeias poliméricas de PLGA e producdo dos

polimeros poli(acido latico) e poli(acido glicolico) e dos acidos lactico e glicélico
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no meio reacional, provenientes do processo de degradacdo in vitro do PLGA.
As cadeias poliméricas menores de PLGA, PLA e PGA podem exercer efeito
plastificante nas amostras, justificando as quedas relatadas nas temperaturas de
transicao vitrea e nas massas molares. A producéo dos acidos lactico e glicolico
no meio reacional diminui o valor de pH e podem estar acelerando o processo de
degradacdo. Além disso, foi observado durante 0 manuseio das amostras que
elas se tornavam cada vez mais quebradicas e frageis a partir desse periodo de

degradacéo in vitro em solugéo tampao fosfato salino.

5.4. ESTUDO DE LIBERACAO IN VITRO

Os testes de liberacdo do farmaco atenolol in vitro foram realizados com
dispositivos produzidos a partir do PLGA 82/18 (sintese 15) nas formas de

bastdes e mantas de nanofibras.

Os bastdes de PLGA com atenolol apresentaram diametro médio de
0,22+0,00mm, comprimento médio de 2,50+0,03mm e massa média de
108,10+2,00mg.

A fotografia de uma das mantas de nanofibras de PLGA contendo
atenolol, obtidas pelo processo de eletrofiacdo, € mostrada na Figura 24. A

massa média das mantas de PLGA produzidas foi de 107,00+0,27mg.

Figura 24 — Fotografia de uma manta de nanofibras de PLGA 82/18, sintese 15,
contendo atenolol.
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A morfologia da superficie de sistemas poliméricos tem um papel
importante no processo de degradacado e de liberacdo dos farmacos presentes
nesses sistemas. Ela pode esclarecer os aspectos superficiais dos implantes
desenvolvidos e possibilitar uma avaliacdo, quanto ao aspecto morfolégico, dos
diferentes perfis de liberacdo (BYRRO et al., 2009, ALVES, 2013).

As imagens obtidas para a superficie do bastdo do PLGA 82/18 (sintese
15) com o atenolol sdo mostradas nas Figuras 25 a 28, por meio da microscopia
eletrbnica de varredura, para diferentes ampliacbes. Pode-se observar que a
superficie do bastdo aparentemente ndo apresenta poros, parecendo ser integra
e homogénea. Mesmo com uma ampliacdo de até 500 vezes ndo se percebe
nenhuma alteracdo na superficie. Nao foi possivel obter micrografias com
ampliacdo maior que 500 vezes para os dispositivos na forma de bastfes, pois a
medida em que se aumentou a incidéncia do feixe de elétrons durante a analise,
comecou a ocorrer a degradacdo da amostra, tornando impossivel a obtencao

da imagem da superficie.

2014/06/11 AL D6.6 x40 2mm

Figura 25- Micrografia do bastdo de PLGA 82/18 (sintese 15) com atenolol,
aumento de 40 vezes.
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PLGA14 1A 2014/03/07 N D46 x100 1mm

Figura 26- Micrografia do bastdo de PLGA 82/18 (sintese 15) com atenolol,
aumento de 100 vezes.

2014/06/05
Figura 27 - Micrografia do bastdo de PLGA 82/18 (sintese 15) com atenolol,

AL D47 x250 300um

aumento de 250 vezes.

2014/06/05 AL D42 x500 200 um

Figura 28 - Micrografia do bastdo de PLGA 82/18 (sintese 15) com atenolol,

aumento de 500 vezes.
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As imagens obtidas para a superficie da manta de nanofibras de PLGA
82/18 (sintese 15) com o atenolol, por meio da microscopia eletrbnica de
varredura, para diferentes ampliacbes sdo apresentadas nas Figuras 29 a 32.
Observa-se, nessas micrografias, uma estrutura em rede formada por fibras com
muito espaco vazio entre elas. A distribuicdo das fibras parece ser homogénea.
Ao analisar as micrografias verificou-se que os didmetros dessas fibras sédo da
ordem de nandmetros. Nas Figuras 31 e 32, pode-se observar os valores dos
diametros de algumas fibras (por exemplo: 348, 335, 386, 456, 505, 685nm)

medidos por meio do software do equipamento.

2014/09/30 NL D6.0 x500 200 um

Figura 29 - Micrografia da manta de nanofibras de PLGA 82/18 (sintese 15) com

atenolol, aumento 500 vezes.

2014/09/30 NL D57 x2.0k 30um

Figura 30 - Micrografia da manta de nanofibra de PLGA 82/18 (sintese 15) com
atenolol, aumento 2000 vezes.
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2014/09/30 NL D58 x50k  20um

Figura 31 - Micrografia da manta de nanofibras de PLGA 82/18 (sintese 15) com
atenolol, aumento de 5000 vezes.

2014/09/30 NL D58 x7.0k  10um

Figura 32 - Micrografia da manta de nanofibras de PLGA 82/18 (sintese 15) com
atenolol, aumento de 7000 vezes.

A presenca do farmaco atenolol ndo foi detectada nas micrografias
obtidas para os bastdes e as mantas de nanofibras de PLGA 82/18, mostradas
nas Figuras 25 a 32. A molécula de atenolol € muito pequena para ser detectada
pelo equipamento utilizado, a estimativa de seu tamanho esta entre 0,6 e 1,4nm

(vide Figura 6 na péagina 31). A resolugdo méaxima do equipamento usado é de
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30nm (o que corresponde a uma ampliacdo de 30.000 vezes, valor muito
superior ao utilizado na obtencdo das micrografias apresentadas nas Figuras 25
a 32).

Analisando-se a estrutura molecular do atenolol, apresentada na Figura
6, e do copolimero PLGA, mostrada na Figura 3 (pagina 14), acredita-se que a
interacdo entre o atenolol e o copolimero ocorra por meio de ligacdes
secundarias entre os grupos hidroxila (OH) e amina (NHy) do farmaco com os
grupos carbonila (C=0) presentes nas unidades repetitivas do PLGA e/ou os
grupos carbonila do atenolol com os grupos metileno e metil (CH, e CHs
respectivamente) do PLGA. Essas ligacdes secundérias provavelmente sao

ligacdes de hidrogénio.

5.4.1 CURVA DE CALIBRACAO

A curva de varredura do comprimento de onda na faixa entre 200 e
400nm, em funcéo da absorbéancia, obtida por meio da solucdo de atenolol em
PBS com concentracdo de 10ug.mL™ é apresentada na Figura 33. Ao observar
essa curva, hota-se que o comprimento de onda de absorbancia maxima foi de

225nm. Esse valor foi utilizado para realizacdo da curva de calibracdo analitica.

0,5 -
225nm
0,4 -
« 03 -
o
c
«G
e 0,2 -
(@]
(2]
Qo
< 0,1
O -
0,1 ; ; ; ‘
200 250 300 350 400
Comprimento de onda (nm)

Figura 33 — Determinagédo do comprimento de onda de absorbé&ncia maxima do

farmaco atenolol em PBS.
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A curva de calibragdo do atenolol em PBS foi construida utilizando os

valores de absorbancia de dez solugbes com concentracdes diferentes,

mostrados na Tabela 16.

Tabela 16 - Valores de concentracdo e absorbancia para solu¢des de atenolol.

Concentragido (ug.mL™") Absorbancia

0,5 0,0224
1 0,0478
2 0,0844
5 0,1824
8 0,2800
10 0,3657
12 0,4224
15 0,5155
20 0,6702
25 0,8445

A curva de calibracdo (ou analitica) da absorbancia em funcdo da

concentracdo de atenolol em PBS € mostrada na Figura 34. A equacdo que

representa essa curva e o seu coeficiente de correlacdo linear (R? sé&o

apresentados nessa figura.

08 - y = 0,0332x + 0,0165
’ R2 = 0,9991

0,7 -
« 0,6

S 0,5 -
0

O T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Concentracao de atenolol(ug.mL-1)

Figura 34 - Curva de calibracéo analitica da absorbancia em funcéo da

concentracao do atenolol em PBS.
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A curva de calibracéo para determinacdo da concentragéo de atenolol em
PBS pode ser expressa por equacédo de uma reta, com excelente coeficiente de
correlacéo linear (0,9991). Essa curva € valida para o intervalo de concentracéo

de atenolol entre 0,5 e 25ug.mL™.

5.4.2 PERFIL DE LIBERACAO IN VITRO DA MANTA DE NANOFIBRA DE
PLGA 82/18

Os perfis de liberacdo acumulada do farmaco atenolol, a partir das
mantas de nanofibras de PLGA 82/18 (sintese 15), em funcédo do tempo, podem
ser vistos na Figura 35. Essa também contém uma figura interna com a escala
ampliada para os primeiros 300 minutos de liberagdo acumulada. Verifica-se
uma significativa liberagdo de atenolol a partir dos dispositivos em forma de
manta de nanofibras, chegando a um valor acumulado de atenolol entre 65 e

72% do valor inicial utilizado para producédo do dispositivo em forma de manta.

80

70

u
*
ger preze  2RES

60

50 1, M1
&

vy 9 9
o ’." oM2

M3

~
o

B o 60
a0 ¥

N
o

n
30 4
|
]

% de liberagdo acumulada
w
o
[ ]

20

% de liberagdo acumulada
@

BN
o o o

T T )
100 200 300
Tempo (min)

o 4

10

0+ T T T T T T T |
0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000

Tempo (min)

Figura 35 — Perfis de liberagdo acumulada de atenolol a partir de trés amostras
(M1, M2 e M3) de mantas de nanofibras de PLGA 82/18 (sintese 15).

A liberacdo do atenolol a partir das mantas (Figura 35) parece ter ocorrido
por duas etapas bem distintas. Inicialmente, observa-se uma grande liberacao

do farmaco (aproximadamente 77% da quantidade total liberada) em torno de 2
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horas. Depois, a liberagdo torna-se lenta, levando por volta de 24 dias para
liberar o restante do atenolol, dentro do periodo investigado. No Anexo XVIII
(vide pagina 194) encontram-se os valores de porcentagem de liberacdo do
atenolol em funcdo do tempo em minutos, os quais foram utilizados para

construir as curvas de liberacao apresentadas na Figura 35.

A liberacdo rpida em um periodo pequeno de tempo pode ser devido a
uma certa quantidade de farmaco que fica depositada na superficie da manta.
Além disso, a manta de nanofibra parece apresentar uma rede tridimensional
com grande é&rea superficial e muitos espacos vazios, conforme visto nas
micrografias obtidas por MEV (Figuras 29 a 32). Essa maior area superficial e
presenca de espacos vazios facilitaria a difusdo do farmaco para a superficie da
manta e a penetracdo das moléculas de agua da solucdo PBS para o seu

interior, aumentando, dessa forma, a liberacdo do farmaco no meio.

O estudo de liberagdo in vitro, em solucdo PBS, foi realizado a 37°C,
simulando a temperatura corporal. Conforme sera apresentado no subitem
5.4.5.2, a temperatura de transicao vitrea observada para a manta de nanofibras
de PLGA 82/18 com atenolol, antes de iniciar a liberacdo, foi de 36,2°C. Essa
temperatura € menor do que a temperatura do ensaio de liberacdo, portanto, as
mantas de nanofibras de PLGA (amostras M1, M2 e M3) encontravam-se no
estado de borracha. Esse fato também pode ter contribuido para uma liberagéo
mais pronunciada do atenolol a partir dos dispositivos de PLGA em forma de
mantas de nanofibras. Nesse estado, as cadeias poliméricas tém certa liberdade
de movimento, facilitando a difusdo do atenolol e, consequentemente,

aumentando sua liberagéo para o meio.

Uma vez liberada a maior parte do farmaco a ser liberado durante o
ensaio realizado, a taxa de liberacdo diminui drasticamente, provavelmente
devido ao pequeno gradiente de potencial quimico, nesse caso, diferenca de
concentracdo, existente depois que a maior parte do atenolol ja foi liberada.
Essa segunda etapa de liberagdo, também pode estar relacionada com
velocidade de degradacéo do polimero e as interagdes entre o farmaco atenolol
e as cadeias poliméricas do PLGA. Ou seja, a liberacdo ocorreria de forma lenta
e continua em funcdo da reagdo de hidrélise (degradacéo) sofrida pelo PLGA,
liberando as moléculas de atenolol para a solucao de PBS.
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5.4.3 PERFIL DE LIBERACAO IN VITRO DO BASTAO DE PLGA 82/18

Os perfis de liberagdo acumulada de atenolol a partir dos bastdes de
PLGA 82/18 (sintese 15) em funcdo do tempo sdo mostrados na Figura 36. Na
Figura 36 também pode-se ver uma figura interna com a escala ampliada para

os primeiros 360 minutos de liberacdo acumulada.
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Figura 36 - Perfis de liberacdo acumulada de atenolol a partir de trés amostras
(B1, B2 e B3) de bastbes de PLGA 82/18 (sintese 15).

Ao observar a Figura 36, nota-se que a quantidade de atenolol liberada a
partir dos bastbes de PLGA é bem menor do que a constatada a partir das
mantas de nanofibras. A quantidade méaxima liberada, durante o periodo de
tempo para esses ensaios de liberacéo, ficou entre 5 e 10% da quantidade inicial
utilizada para producéo do dispositivo em forma de bastdo. No Anexo XIX (vide
pagina 195), encontram-se os valores de porcentagem de liberagdo do atenolol
em funcdo do tempo em minutos, os quais foram utilizados para construir as

curvas de liberacéo apresentadas na Figura 36.

Outra diferenca em relacdo aos perfis de liberagcdo observados para os
bastdes de PLGA foi quanto a taxa de liberacdo. Percebe-se uma liberagéo lenta
e gradual (quase constante) em funcdo do tempo. Na primeira hora, a taxa de
liberacdo € um pouco maior, mas nada comparada com a taxa observada no

inicio do ensaio de liberacdo com as mantas de nanofibras. Na sequencia , a
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taxa diminui um pouco e tende a ficar constante, com a liberagdo do atenolol
ocorrendo lentamente sem tendéncia em estabilizar-se em um patamar fixo,

dentro do periodo de tempo pesquisado.

Essa liberacdo mais lenta pode ser devida aos bastdes possuirem area
superficial menor em comparagao com as mantas de nanofibras. As micrografias
dos bastdes (Figuras 25 a 28) apresentaram superficie homogénea e
aparentemente sem a presenca de poros ou espacos vazios. Os dispositivos em
forma de bastbes parecem ser mais densos (em comparacdo com as mantas de
nanofibras), fazendo com que o processo de difusdo do farmaco, a partir dos
bastdbes de PLGA, seja mais lento, devido ao maior impedimento fisico da
estrutura, dificultando a penetragcdo de agua para dentro do bastdo, o que

também retarda o processo de liberacdo do atenolol para a solucédo PBS.

Esse estudo foi observado até o 30° dia. Pode ser que apds esse periodo
a taxa de liberacdo do farmaco venha a aumentar um pouco, em funcdo do
estagio de degradacdo mais avancado do PLGA, conforme verificado nos testes
de degradacdo in vitro neste trabalho. Portanto, a formacdo de trincas e
rachaduras na matriz polimérica do bastdo facilitaria a difuséo e liberacdo do
atenolol, bem como a penetracao de moléculas de agua.

Os dispositivos em forma de mantas de nanofiboras e bastdes
apresentaram perfis de liberacdo bem diferentes. Esse fato pode ser bem
interessante, pois permite que esses dois dispositivos possam ser destinados a
diferentes aplicacbes clinicas que necessitam de tempos distintos para

tratamento.

5.4.4 MODELAGEM CINETICA DAS CURVAS DE LIBERACAO

As porcentagens da razdo de liberagdo Mi/M.. em fungdo do tempo séo
mostradas nas Figuras 37 e 38, em que M; é a massa de atenolol liberada no
tempo “t” e M. € a massa total de atenolol liberada a partir dos dispositivos de
PLGA 82/18, sintese 15, em forma de manta de nanofibras (Figura 37) e em
forma de bastdo (Figura 38). Os valores de M¢/M.. e do tempo (min) utilizados
para construcdo das curvas apresentadas nas Figuras 37 e 38 estdo no Anexo
XX (vide péagina 196).
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Figura 37 - Porcentagem de atenolol liberado em relagéo ao total liberado a
partir das mantas de nanofibras de PLGA 82/18, amostras M1, M2 e M3.
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Figura 38 - Porcentagem de atenolol liberado em relagéo ao total liberado a
partir dos bastdes de PLGA 82/18, amostras B1, B2 e B3.

A Equacdo 2 (RITGER e PEPPAS, 1987), usada para relacionar a

liberacdo fracional do farmaco com o tempo, pode ser escrita na forma da

Equacéo 4:
Aldw—t = kt" (Equacéo 2)
n (+2£) = nIn(t) + In(k) (Equagdo 4)

A Equacéo 4 foi utilizada para se determinar os valores do expoente
relacionado ao mecanismo de liberagdo difusional (n) e da constante de

proporcionalidade que incorpora caracteristicas da rede macromolecular (k).

E importante lembrar que foram usados, aproximadamente, os 60%
iniciais da quantidade de atenolol liberado para cada dispositivo, em
conformidade com as restricbes de aproximacao desses modelos, descritas no
subitem 3.4.
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O logaritmo neperiano (In) da razéo de liberacdo M{/M.. em funcgéo de In
do tempo (minutos), para os dispositivos em forma de manta de nanofibras e
bastdo, sdo apresentados nas Figuras 39 e 40, respectivamente. Essas curvas
foram ajustadas seguindo o modelo de Ritger e Peppas com o intuito de se
determinar os parametros cinéticos n e k. Esses parametros, juntamente com o

valores de R? para cada curva, séo apresentados na Tabela 17.
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Figura 39 - Curvas de liberagdo em funcéo do tempo, ajustadas pelo modelo de
Ritger e Peppas (1987), para os valores de até 60% de liberacdo, para as
mantas de nanofibras de PLGA 82/18, amostras M1 (A), M2 (B) e M3 (C).
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Figura 40 - Curvas de liberacdo em funcéo do tempo, ajustadas pelo modelo de

Ritger e Peppas (1987), para os valores de até 60% de liberacdo, para os
bastbes de PLGA 82/18, amostras B1 (A), B2 (B) e B3 (C).

Tabela 17 - Valores de n, ke R? obtidos pela regressao linear da Eq. 4, para os

valores de até 60% de liberacdo, para as mantas de nanofibras (amostras M1,
M2 e M3) e para os bastdes (amostras B1, B2 e B3) de PLGA 82/18.

Dispositivos n k R’
Mantas de M1 0,356 19,790 0,994
nanofibras de M2 0,325 21,179 0,993
PLGA 82/18 M3 0,445 8,802 0,983
Bastdes de B1 0,173 9,450 0,954
PLGA 82/18 B2 0,246 2,910 0,829
B3 0,230 4,402 0,920
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Ao observar a Tabela 17, nota-se que todos coeficientes de correlagcéo
linear (R?), estdo acima de 0,95, exceto para dois dispositivos B2 e B3, cujos
valores foram 0,83 e 0,92, respectivamente. Os dispositivos em forma de mantas

foram os que obtiveram os melhores valores de R? (acima de 0,98).

As amostras de mantas de nanofiboras de PLGA (M1, M2 e M3)
apresentaram valores para “n” menores do que 0,5, indicando que esses
dispositivos ndo se adequaram ao modelo de difusdo Fickiano proposto por
Ritger e Peppas. Apesar das mantas possuirem o formato de disco plano, a
liberacdo do farmaco, a partir das mesmas, ndo deve ter sido unidimensional.
Esses resultados sdo coerentes com o que foi observado pela rapida liberacéo
da maior parte do atenolol (77%) em um pequeno intervalo de tempo (2 horas) e
pela estrutura em forma de rede tridimensional das mantas, visualizada por
MEV, indicando que a liberacdo a partir das mantas pode ter ocorrido em mais

de uma direcao.

Como a constante k& € um parametro agrupado que inclui, propriedades
geométricas da matriz polimérica, o coeficiente de difusdo, propriedades do
soluto e interacdes polimero-soluto, ndo foi possivel fazer uma analise mais
profunda sobre quais parametros estado tendo maior influéncia em seus valores,

uma vez que os dados obtidos sdo insuficientes para isso.

Os bastbes de PLGA 82/18 (B1, B2 e B3) apresentaram valores para “n”
menores do que os apresentados pelas mantas de nanofibras, ou seja, menores
do que 0,5. A principio, esses dispositivos também nédo se enquadram ao
modelo de difusdo Fickiano. No entanto, os resultados de liberagéo do atenolol,
observados a partir dos bastdes de PLGA, indicaram uma cesséo lenta: 5 a 10%
da quantidade total incorporada em 30 dias de ensaio de liberagéo. Talvez pelo
fato dos bastdes (formato cilindrico) ndo terem o formato plano, os primeiros
60% de massa de soluto liberada utilizados nos calculos ndo tenha permitido

uma boa aproximacgéo para o modelo em questéao.

Sendo assim, como sugerido por Ritger e Peppas (1987), novo
modelamento foi feito para as curvas de liberagdo do atenolol a partir dos
bastbes de PLGA (amostras B1l, B2 e B3), porém considerando somente 0s

primeiros 20% da massa inicial liberada, pelo fato desses bastfes terem formato
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cilindrico. As curvas [In (M/M.)] em funcédo de [In (t)], tendo como restricdo o
limite de 20%, sé@o apresentadas na Figura 41 e os parametros cinéticos n e k;,
bem como os valores de R?, obtidos a partir dessas curvas, sdo mostrados na
Tabela 18.

3,2 4
y = 0,0881x + 2,6061 A

3. R? = 0,0059
o '/9/0/0/‘/‘

In(M/M..)
S

2 2,5 3 3,5 4 4,5 5
In(t)

3,3 - y= 0,1671x + 1,451
R2 = 0,8844 n B

mB2

In(t)

31 - y =0,2797x + 1,2721
R2 = 0,9099 C

2,1 4 B2

In (t)

Figura 41 - Curvas de liberacdo em funcéo do tempo, ajustadas pelo modelo de
Ritger e Peppas (1987), para os valores de até 20% de liberacdo, para os
bastdes de PLGA 82/18, amostras B1 (A), B2 (B) e B3 (C).

Tabela 18 - Valores de n, ke R? obtidos pela regresséo linear da Eq. 4, para os
valores de até 20% de liberacéo, para os bastbes de PLGA 82/18,
amostras B1, B2 e B3.

Dispositivos n k R’
Bastdes de Bl 0,088 13,545 0,906
PLGA 82/18 B2 0,167 4,267 0,884

B3 0,280 3,568 0,910
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Novamente, os bastbes de PLGA 82/18 (B1, B2 e B3) apresentaram
valores para “n” menores do que 0,5. Os valores para R? foram piores do que 0s
encontrados anteriormente, indicando que esses dispositivos realmente nao se

enquadram ao modelo utilizado para estudo cinético de liberacao.

Os valores da constante &, encontrados e apresentados nas Tabelas 17 e
18, para as amostras (B1, B2 e B3) dos bastbes de PLGA 82/18, também néo
permitem uma analise mais profunda sobre quais fatores estdo tendo maior
influéncia em seus valores, uma vez que os dados obtidos sédo insuficientes para

compreender melhor esse parametro agrupado.

O modelo de Ritger e Peppas (1987) usado para estudo do mecanismo
de liberacdo do farmaco atenolol, a partir dos dispositivos de PLGA 82/18,
sintese 15, em forma de manta de nanofibras e em bastdo, ndo foi adequado

para descrever a cinética de liberacdo do atenolol desses dois dispositivos.

5.4.5 ANALISE DOS DISPOSITIVOS DE PLGA APOS O INTERVALO DE
LIBERACAO IN VITRO ESTUDADO

Apos o periodo de liberacédo in vitro, os dispositivos foram analisados por

TG, DSC e FTIR e os resultados s&o apresentados e discutidos a seguir.

5.4.5.1 ANALISE DOS BASTOES DE PLGA APOS O PERIODO DE
LIBERACAO

As curvas TG para o farmaco atenolol e para os bastdes de PLGA 82/18
(sintese 15), com atenolol, antes e ap0s (amostras B1, B2 e B3) o periodo de
liberacao in vitro estudado sao apresentadas na Figura 42. As curvas TG e DITG
para as essas amostras podem ser observadas separadamente e com mais

detalhes no Anexo XXI (vide pagina 198).
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Figura 42 - Curvas TG para o atenolol e para os bastbes de PLGA 82/18 (sintese

15), com atenolol, antes e ap6s (amostras B1, B2 e B3) os ensaios de liberacao.

Ao analisar a Figura 42, percebe-se na curva referente ao atenolol que,
até a temperatura de 400°C, a amostra perdeu cerca de 70% da quantidade
inicial de massa analisada. Entre 400 e 800°C perdeu algo em torno de 15% de

sua massa inicial, restando um residuo de, aproximadamente, 15%.

A curva TG para a amostra do bastdo de PLGA com atenolol, antes do
estudo de liberacdo, mostra uma perda de massa em torno de 91% até a
temperatura de 400°C. Levando em consideracdo que o bastdo de PLGA 82/18,
sintese 15, sem atenolol, perde em torno de 98% de massa inicial até essa
temperatura (conforme mostrado na Figura 11 e a Tabela 10), pode-se supor
gue o restante de massa presente na amostra do bastdo de PLGA com atenolol,
deve ser devido ao farmaco atenolol no bastdo, pois uma quantidade
significativa (=30%) desse farmaco existe acima de 400°C, conforme indica a
curva TG para o atenolol apresentada na Figura 42. Ao observar as curvas das
amostras B1, B2, B3, nota-se que ocorreu, aproximadamente, 92,3% de perda
de massa das amostras até a temperatura de 400°C. Esse valor € um pouco

maior do que o observado para o bastdo de PLGA com atenolol antes do ensaio
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de liberagdo (91%). Essa pequena diferenca deve estar relacionada com a
pouca quantidade de atenolol que foi liberada durante o estudo realizado (5 a
10% da massa inicial incorporada aos bastfes). Esse fato indica, também, que a
maior parte do atenolol ainda encontra-se presente nos bastbes de PLGA apos

30 dias de testes de liberacao in vitro.

Os resultados de termogravimetria apresentados indicam uma menor
estabilidade térmica para os bastdes apés o periodo de liberacdo estudado, uma
vez que a temperatura de inicio de perda de massa, em torno de 90°C, foi menor
do que a observada antes desse estudo (178°C — Tabela 10). Essa temperatura

caracteriza o inicio da perda de estabilidade térmica do polimero.

As curvas DSC (22 corrida) para o farmaco atenolol e para os bastdes de
PLGA 82/18, com atenolol, antes e apos (amostras B1, B2 e B3) o periodo de
liberacao in vitro estudado sdo mostradas na Figura 43. As curvas DSC e DrDSC
individuais para essas amostras sdo apresentadas no Anexo XXII (vide pagina
201).

A curva DSC do atenolol, apresentada na Figura 43, mostra um pico
endotérmico estreito e muito bem definido, caracteristico de substancias puras,
relacionado a fusdo desse farmaco, ocorrendo em 154°C, aproximadamente.
Nessa mesma figura pode-se ver a curva DSC para o bastdo de PLGA 82/18
com atenolol, antes do estudo de liberacdo, onde se vé um evento térmico
referente a Ty, em torno de 45°C, e o inicio de outro evento muito discreto, a
partir de 150°C, possivelmente relacionado ao que seria a fusdo do atenolol. O
atenolol presente nos bastdes de PLGA parece encontrar-se em uma situacao
um pouco inacessivel, tanto que muito pouco desse farmaco foi liberado nos
ensaios in vitro (menos de 10%), em meio PBS. Além disso, a partir dos
resultados de MEV e do estudo de degradacdo encontrados, acredita-se que 0s
bastbes sejam mais densos/integros do que as mantas, dissipando energia de
forma menos eficiente do que essas. Desta forma, a fusdo do atenolol presente
nos bastdes fica “mascarada”, ndo sendo bem definida na curva DSC
apresentada na Figura 43.
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Figura 43 - Curvas DSC (22 corrida) para o atenolol e para os bastdes de PLGA
82/18 (sintese 15) com atenolol, antes e ap6s (amostras B1, B2 e B3) 0s ensaios

de liberagéo.

Essa mesma tendéncia/comportamento pode ser observada para as
curvas DSC dos bastdes de PLGA, com atenolol, ap6s ensaio de liberacéao,
mostradas na Figura 43. Nessas curvas, além do inicio de evento térmico
creditado a fusdo do atenolol (acima de 150°C), percebem-se dois outros
eventos térmicos nas temperaturas de -1,5+2,7°C e 27,4+1,3°C. Acredita-se que
ambos eventos estejam relacionados ao fendbmeno de transi¢édo vitrea, sendo o

primeiro mais sutil e discreto quando comparado ao segundo.

E conhecido que alguns polimeros podem apresentar mais de uma
transicao vitrea, porém o bastdo de PLGA 82/18 com atenolol, antes do ensaio
de liberacdo, apresentou somente uma T4 (em 45°C). Entretanto, as amostras
B1, B2 e B3, dos bastbes de PLGA 82/18 com atenolol, foram analisadas ap0s
30 dias de imersdo em solucao de PBS (testes de liberacao in vitro). Portanto, o
estagio de degradacéo dessas amostras pode ter causado mudancgas estruturais

nos bastdes de forma que eles vieram ndo soO a apresentar uma T principal, em
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temperaturas inferiores (~27°C), como também o0 aparecimento de uma outra,

menos pronunciada, na temperatura de -1,5°C, aproximadamente.

No estudo da degradacéo in vitro do PLGA 82/18 (subitem 5.3), na forma
de bastdo, sem atenolol e em solucdo de PBS, constatou-se que, apos 28 dias
imerso, o bastdo de PLGA apresentou um pronunciado estagio de degradacéo,
com reducdo drastica na Ty (45 para 16°C) e na massa molar (10° para
10%g.mol™), conforme relatado nos subitens 5.3.3 e 5.3.4, respectivamente.

Assim, a hipotese de mudancas estruturais/conformacionais nos bastbes
de PLGA 82/18, com atenolol (amostras B1, B2 e B3), que permitiriam ndo s6 o
abaixamento da T4 predominante como o surgimento de outra, é factivel. Alem
da diminuicdo da massa molar, a degradacéo sofrida pelos bastdées de PLGA
pode também ter aumentado a distribuicdo da massa molar, permitindo a
formacdo de regibes emaranhadas/entrelacadas de diferentes densidades.
Essas regides poderiam permitir o escoamento de pequeno alcance, de um
aglomerado/conjunto de cadeias poliméricas, em outro nivel energético,

propiciando o aparecimento de outra transi¢ao vitrea.

Outra observacdo que pode ser constatada é que a Ty do PLGA 82/18,
com e sem atenolol, antes do ensaio de liberacdo, diminuiu de 45°C para 27°C
(Tq predominante dos bastdes de PLGA com atenolol, apos 30 dias de ensaio de
liberagdo) e para 16°C, considerando-se os bastdes de PLGA, sem atenolol,
apos 28 dias de estudo de degradacéo in vitro. Esse abaixamento no valor da Ty
certamente € devido ao estagio de degradacdo do PLGA. O processo de
rompimento das cadeias poliméricas tende a diminuir a massa molar do polimero
e, consequentemente, a temperatura de transicdo vitrea. Ponderando que o
tempo de imersdo no meio PBS, tanto dos bastdes de PLGA com atenolol
guanto dos bastdes de PLGA sem atenolol, seja praticamente o mesmo,
percebe-se que a T4 dos bastdes de PLGA com atenolol (27°C) foi maior do que
a dos bastdes de PLGA sem atenolol (16°C). Isso talvez seja devido a uma
maior estabilidade proporcionada pela presenca do atenolol nos bastbes de

PLGA, conforme suposicéo feita anteriormente.

O espectro FTIR para o farmaco atenolol € mostrado na Figura 44.
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Figura 44 - Espectro FTIR para o farmaco atenolol.

As principais bandas de absorcéo referente as fungdes encontradas na
molécula de atenolol sdo apresentadas na Tabela 19 e podem ser observadas

no espectro FTIR da Figura 44.

Tabela 19- Bandas de absor¢céo no FTIR e suas respectivas atribuicbes

identificadas para o farmaco atenolol.

Banda de absorcdo (cm™) Atribuicéo
3.400 a 3.100 NH (estiramento)
3.000 a 2.800 CH (CH; e CHgs- estiramento)
1636 NH (deformacéo)
1.600 a 1.500 Deformacao de anel aromatico

Os espectros FTIR para o PLGA 82/18 (sintese 15), para o atenolol e
para os dispositivos em forma de bastdo antes e apds o estudo de liberagcéo
(amostras B1, B2, B3) sao apresentados na Figura 45, para efeito de
comparacao. Os espectros FTIR do atenolol e das outras quatro amostras

podem ser observados separadamente no Anexo XXIII (vide pagina 204).
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Figura 45 - Espectros FTIR para PLGA 82/18 (sintese 15), atenolol, bastao de
PLGA com o atenolol antes da liberagéo e amostras dos bastdes de PLGA (B1,
B2 e B3) apos o periodo de liberagdo estudado.

Ao analisar a Figura 45, € possivel notar no espectro FTIR do atenolol a
banda de absorcdo em 1.636cm™ referente & deformacado do grupo carbonila de
amida | (NH) e entre 1.600 a 1.500 cm™ referente & deformacdo do anel
aromatico. Essas bandas de absorcdo foram utilizadas para identificar a
presenca do farmaco nos bastbes, pois no espectro FTIR do PLGA 15 essas

bandas nédo estéo presentes.

Outro fato importante € observado ao se comparar as amostras B1, B2 e
B3 com a amostra do bastdo de PLGA com o atenolol antes do estudo de
liberagcdo. Nota-se uma diminuigdo na intensidade das bandas de absorcao de
1.636cm™ (deformacéo do grupo amida) e entre 1.600 a 1.500 cm™ (deformac&o
do anel aroméatico) nas amostras B1, B2 e B3, o que mostra um decréscimo na
concentracdo (quantidade) do atenolol nessas amostras, indicando,
qualitativamente, que parte do farmaco foi liberada durante os ensaios de

liberacao.
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5.4.5.2 ANALISE DAS MANTAS DE NANOFIBRAS DE PLGA APOS O
PERIODO DE LIBERACAO

As curvas TG para o atenolol e para mantas de nanofibras de PLGA
82/18, com atenolol, antes e apos (amostras M1, M2 e M3) o periodo de
liberacao in vitro estudado sdo apresentadas na Figura 46. As curvas TG e DITG
para essas as amostras sao apresentadas no Anexo XXIV (vide pagina 207),
exceto para o atenolol, pois foram apresentadas no Anexo XXI (Figura A.XXI.1

na pagina 198)
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Figura 46 - Curvas TG para o atenolol e para as mantas de nanofibras de PLGA
82/18 (sintese 15) com atenolol, antes e apds (amostras M1, M2 e M3) os
ensaios de liberagéo.

A curva termogravimétrica do atenolol, mostrada na Figura 46, € a mesma
apresentada na Figura 42, ou seja, a amostra perdeu cerca de 70% da
guantidade inicial de massa analisada até a temperatura de 400°C, algo em
torno de 15% de sua massa inicial entre 400 e 800°C e 15% de residuo,

aproximadamente.
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As curvas TG’s para as amostras de nanofibras de PLGA 82/18 com
atenolol, apds os testes de liberacdo (M1, M2 e M3), indicaram uma perda de
massa de 95%, aproximadamente, até a temperatura de 400°C. A curva TG para
a manta de nanofibras do PLGA sem atenolol apresentou perda de massa de
98% (conforme mostra a Figura A.XXIV.5 do Anexo XXIV, na pégina 209 ), até
essa temperatura. Pode-se supor que o restante de massa presente nas
amostras das mantas de PLGA com atenolol deve ser devido ao farmaco ainda
presente nessas mantas, pois uma quantidade significativa (=30%) do atenolol
existe acima de 400°C. A diferenca de 3% deve ser devida a pouca quantidade
de atenolol presente nas mantas de nanofibras, ja que uma grande quantidade
(entre 65 e 72% da massa inicial incorporada as mantas) foi liberada durante o
estudo realizado. Esse fato, ao contrario do observado para os bastdes de
PLGA, indica que uma pequena parte do atenolol ainda encontrava-se presente

nas mantas de PLGA apds 24 dias de testes de liberag&o in vitro.

A curva TG para a manta de nanofibras de PLGA 82/18 com atenolol,
antes do periodo de liberacdo in vitro estudado, apresentou um perfil de perda
de massa diferente dos perfis das amostras M1, M2 e M3. Até a temperatura de
400°C, a perda de massa foi de 90%, aproximadamente. Porém, percebem-se
trés perdas de massa distintas até essa temperatura, algo ndo observado nas
amostras de mantas de nanofibras de PLGA 82/18, com atenolol, apds ensaio
de liberacdo. Além disso, as duas perdas de massa que ocorreram até a
temperatura de 200°C ndo apareceram nas curvas TG das outras amostras, algo
incompativel e que ndo faz sentido. Essa analise foi repetida, encontrando-se
um perfil de perda de massa exatamente igual ao apresentado na Figura 46.
Assim, fica dificil fazer suposicbes do que poderia ter ocorrido, prejudicando

essa analise em especifico.

Os resultados de termogravimetria também mostraram que as
temperaturas de inicio de perda de massa ocorreram por volta de 100°C,
indicando uma reducédo na estabilidade térmica do polimero PLGA. Resultado

esse similar ao apresentado pelos bastbes de PLGA.

As curvas DSC para o atenolol e para as amostras das mantas de
nanofibras de PLGA, antes e apds (amostras M1, M2 e M3) o periodo de

liberacdo in vitro estudado, sdo mostradas na Figura 47. As curvas DSC e
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DrDSC para as amostras podem ser observadas no Anexo XXV (vide pagina
210), exceto para o atenolol, pois foram apresentadas no Anexo XXII (Figura
A.XXIl.1 na pagina 201).
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Figura 47 - Curvas DSC (22 corrida) para o atenolol e para as mantas de
nanofibras de PLGA 82/18 (sintese 15) com atenolol, antes e apds (amostras

M1, M2 e M3) os ensaios de liberacéao.

A curva DSC do atenolol, apresentada na Figura 47, € idéntica a
mostrada na Figura 43. Ela relata um pico endotérmico em 154°C,
aproximadamente, relacionado a fusdo do atenolol. Nessa mesma figura, pode-
se observar a curva DSC referente a amostra da manta de nanofibras de PLGA
com atenolol, antes do estudo de liberac&o. Ela apresenta dois eventos térmicos
evidentes e, talvez, de forma néo téo evidente, o inicio de outro acima de 150°C.
O primeiro evento, endotérmico, préximo a 0°C, parece ser um pico de fusao
devido, possivelmente, a presenca de 4gua. No entanto, essa anélise de DSC
refere-se a 22 corrida, portanto, a manta ja tinha sido aquecida até 200°C,
eliminando essa possibilidade (curva DSC, referente a 12 corrida, apresentada
na Figura A.XXV.5 do Anexo XXV na pagina 212). Esse pico, proximo a 0°C,
nao aparece nas curvas DSC das mantas de nanofibras de PLGA 82/18, com
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atenolol, amostras M1, M2 e M3 (Figura 47). Para esclarecimento da origem
desse pico necessita-se de mais estudo. O segundo evento térmico, em torno de
36°C, indica a transicao vitrea do PLGA em forma de manta de nanofibras. O
evento térmico que se inicia a partir de 150°C, poderia estar relacionado ao que
seria a fusdo do atenolol. A quantidade de atenolol presente nas mantas de
nanofibras de PLGA é bem menor do que a presente nos bastbes de PLGA.
Talvez isso explique o fato desse evento ser menos perceptivel nas curvas DSC
das mantas, comparadas as dos bastbes. Novamente, a fusdo do atenolol
presente nas mantas estaria “mascarada”, ndo sendo bem definida pela curva
DSC.

Essa mesma tendéncia/comportamento pode ser observada para as
curvas DSC das mantas de PLGA, com atenolol, apés ensaio de liberacao,
mostradas na Figura 47, porém sem o pico endotérmico préximo de 0°C. Nessas
curvas, além do inicio de evento térmico creditado a fusdo do atenolol (acima de
150°C), percebe-se outro evento térmico na temperatura de 32+4°C. Esse
evento esta relacionado a transicéo vitrea do copolimero PGLA 82/18, em forma

de mantas de nanofibras, com atenolol e apds os ensaios de liberacéo.

Percebe-se uma diminuigdo no valor da T4, comparada com a curva DSC
da manta de PLGA com atenolol, antes do estudo de liberacdo (36,2°C). Essa
diminuicdo na Tg, juntamente com o decréscimo da estabilidade térmica,
observada nas andlises das curvas TG (Figura 46), evidencia mais uma vez o
processo de quebra das cadeias poliméricas do PLGA, ocorrido durante o

periodo de 24 dias, quando dos ensaios de liberacao.

Ainda em relacédo a curva DSC para amostra da manta de nanofibras de
PLGA com atenolol, antes do estudo de liberacao (Figura 47), pode-se observar
gue nao ha evento térmico até 200°C que poderia ser relacionado com as duas
perdas de massa indicadas pela curva TG, na Figura 46, para essa mesma
amostra. Dessa forma, talvez possa ter ocorrido alguma contaminagao dessa

amostra quando foi analisada por termogravimetria.

A seguir sdo apresentados, na Figura 48, os espectros FTIR para o PLGA
82/18 (sintese 15), para o atenolol e para os dispositivos em forma de manta de

nanofibra de PLGA com atenolol, antes e apds (amostras M1, M2 e M3) o estudo
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de liberagéo. Os espectros FTIR para essas amostras podem ser observados no
Anexo XXVI (vide pégina 213), exceto para o atenolol, pois foi apresentado no
Anexo XXIII (Figura A.XXIIl.1 na pagina 204).
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Figura 48 - Espectros FTIR para PLGA 82/18 (sintese 15), atenolol, manta de
nanofibra de PLGA com o atenolol antes da liberagdo e amostras das mantas de
nanofibras de PLGA (M1, M2 e M3) apés o periodo de liberacédo estudado.

Observando a Figura 48, é possivel notar no espectro FTIR do atenolol as
bandas de absorcdo em 1.636cm™ referente & deformacdo do grupo carbonila
de amida | (NH) e entre 1.600 a 1.500 cm™ referente & deformacéo do anel
aromatico, que nao aparecem no espectro FTIR do PLGA 15. Essas bandas
também foram identificadas na manta de nanofibras de PLGA 15, com atenolol,
antes do estudo de liberacdo, porém com uma intensidade bem menor. No
entanto, essas bandas de absorcdo na regido (1640 a 1500cm™) ndo estdo
presentes nos espectros FTIR do PLGA 15, amostras M1, M2 e M3, exceto por

um pequeno pico em, aproximadamente, 1514cm™.

Ao comparar os espectros FTIR da manta de nanofibras de PLGA com

atenolol, antes do ensaio de liberacdo, com os espectros FTIR das amostras das
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mantas de nanofibras de PLGA com o atenolol, apos a liberagcdo (M1, M2 e M3),
nota-se que as bandas caracteristicas do grupo amina (NH,) desapareceram,
exceto por um pequeno pico em 1514cm™, aproximadamente. Esse
desaparecimento e diminuicdo na intensidade do pico indica uma diminui¢cdo na
concentracéo (quantidade) do atenolol nos dispositivos (amostras M1, M2 e M3),
evidenciando, por outra técnica e de forma indireta, a liberagdo do farmaco

atenolol a partir dessas mantas.

Ao comparar os dispositivos do PLGA, em forma de mantas de nanofibras
e bastbes, antes e apds o estudo de liberacdo, nota-se que esses dispositivos
também sofreram processo de degradacdo hidrolitica em suas cadeias
poliméricas. Essa constatacdo pode ser observada tanto pelas analises
termogravimétricas, em que verificou-se uma diminuicdo da estabilidade térmica
do PLGA (diminuicdo da temperatura de inicio de degradacdo), quanto pelas
andlises calorimétricas, por meio da queda de suas temperaturas de transicao

vitrea.
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6. CONCLUSOES E SUGESTOES PARA ESTUDOS FUTUROS

A sintese do PLGA foi realizada com sucesso, uma vez que os resultados
obtidos por meio das técnicas TG, DSC e FTIR, foram bastante coerentes com
os dados disponiveis na literatura. Os copolimeros sintetizados apresentaram
temperatura de transigdo vitrea entre 28 e 48°C, massa molar média entre 10° e
10’g.mol™ e estabilidade térmica até 115°C.

Observou-se que algumas variaveis sado fundamentais para padronizacao
da rota da sintese do copolimero PLGA, tais como: a auséncia de umidade no
meio, agitagdo adequada e vacuo eficiente. Um fato interessante foi observado
na realizacdo das ultimas duas sinteses (PLGA 82/18, sinteses 14 e 15), em que
os mondmeros utilizados foram retirados de frascos abertos pela primeira vez,
ou seja, sem a possibilidade de presenca de umidade. Esses copolimeros
apresentaram valores para Ty € massa molar média muito proximos, 43 e 45°C e
1,47x10° e 1,53x10°%g.mol™, respectivamente, indicando uma reprodutibilidade na

rota de sintese do copolimero PLGA.

Para realizacdo dos estudos de degradacdo e liberagdo in vitro foram
produzidos dispositivos do PLGA 82/18, sinteses 15, sem e com atenolol em
forma de bastdes. Foi utilizada a técnica de eletrofiagdo para produzir, pela
primeira vez, dispositivos em forma de mantas de nanofibras de PLGA 82/18

com atenolol.

O teste de citotoxicidade pela reducdo do sal de tetrazolina, realizado
para avaliar a viabilidade celular por meio da fungdo mitocondrial, mostrou que
os copolimeros PLGA'’s sintetizados, liofilizados e processados por eletrofiacdo
nao apresentaram toxicidade, pois ndo deixaram quantidades significativas de

residuos téxicos para causar danos agudos em células isoladas do corpo.

O estudo de degradagdo in vitro do copolimero PLGA, em solugéo
tampdao fosfato salino, indicou que, com 28 dias de imersao nessa solucédo, a
degradacéo torna-se bem mais pronunciada. Esse comportamento foi observado
a partir da diminui¢cdo nos valores da temperatura de transicao vitrea, de 45 para
aproximadamente 18°C, da massa molar média, de 1,5x10° para 7,5x10%g.mol™
e do pH do meio, de 7,4 para 2,5. O pH do meio tem uma influéncia significativa
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no perfil de degradacdo do copolimero, pois quando diminui parece acelerar o

processo de degradacgéao.

Os testes de liberacdo do atenolol (em PBS), a partir dos dispositivos de
PLGA 82/18 em forma de mantas de nanofibras, apresentaram liberacdo entre
65 e 72% do farmaco em 24 dias de estudo. Essa liberagcéo parece ter ocorrido
por meio de duas etapas: a primeira, com uma maior taxa de liberagéo, liberando
uma gquantidade significativa de atenolol (aproximadamente 77% da quantidade
total liberada) durante um curto intervalo de tempo (2 horas), e a segunda, com
uma taxa mais lenta, liberando o restante do atenolol dentro do periodo
investigado de 24 dias.

Os dispositivos de PLGA com atenolol, em forma de bastbes,
apresentaram uma liberacdo do farmaco bem menor em comparacdo com as
mantas de nanofibras, liberando entre 5 e 10%, da quantidade inicial, apés 30
dias em solugdo PBS. Outra diferenca em relacdo aos perfis de liberagcdo dos
bastbes de PLGA foi quanto a taxa de liberacéo, que foi mais lenta e gradual em
funcdo do tempo, em comparacdo com o0 observado para as mantas de
nanofibras de PLGA.

O estudo de liberacdo com os dois tipos de dispositivos produzidos
mostrou perfis de liberacdo bem diferentes. Esse fato pode ser bem
interessante, pois permite que esses dois dispositivos possam ser destinados a
diferentes aplicacbes clinicas que necessitam de tempos distintos para

tratamento.

O modelo utilizado para a avaliacao da cinética de liberacdo do atenolol, a
partir dos dispositivos de PLGA 82/18, sintese 15, em formas de mantas de
nanofibras e bastdes, néo foi apropriado para elucidar o mecanismo liberagéo do

atenolol nesses dispositivos.

Ao comparar os dispositivos do PLGA, em forma de mantas de nanofibras
e bastdes, antes e apds o estudo de liberagcdo, observou-se que, além da
diminuicdo da concentracdo do farmaco atenolol, esses dispositivos também
sofreram processo de degradacgédo hidrolitica em suas cadeias poliméricas. Esse
fato foi constatado pela diminuicdo da estabilidade térmica (abaixamento na

temperatura de inicio de degradacdo, observado pelas analises
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termogravimétricas) e pela queda das temperaturas de transicao vitrea (notada

pelas analises calorimétricas).

Nesta pesquisa foram feitos, pela primeira vez, o estudo da degradagao in
vitro do copolimero PLGA 82/18 na forma de bastdo, em solucao tampao fosfato
salino, e o estudo de liberacdo in vitro do farmaco atenolol a partir de
dispositivos desse copolimero em forma de bastdo e mantas de nanofibras. Os
estudos realizados nesse trabalho mostraram que os dispositivos produzidos
apresentaram potencialidade para aplicacdo em sistemas de liberacéo

modificada de farmacos.
Abaixo listam-se algumas sugestdes para trabalhos futuros:

v Fazer um estudo comparativo dos resultados obtidos a partir das
caracterizacbes dos copolimeros sintetizados com diferentes proporcoes:
70/30, 50/50 e 82/18;

v' Estudar a degradacédo in vitro do copolimero PLGA, avaliando a forma do
dispositivo, como, por exemplo: manta de nanofibras, microesferas, filmes,
placas, parafusos, entre outros;

v' Realizar estudo da degradacéo in vivo do PLGA 82/18, com o propdésito de
avaliar o seu comportamento em organismos Vivos;

v" Montar ou construir um sistema que permitisse o fluxo continuo de solucao
PBS em uma célula contendo o dispositivo de PLGA com o farmaco. Desta
forma, a liberagdo n&o seria cumulativa, pois a diferenca de potencial
quimico entre o dispositivo e a solucdo seria sempre maximizada. Além
disso, o pH do meio tenderia a ndo sofrer alteracdo, evitando uma
aceleracdo na degradacao do PLGA;

v Investigar e aplicar algum modelo cinético conhecido aos resultados de
liberacdo obtidos nesse trabalho ou fazer uma modelagem cinética a partir
dos perfis de liberacéo dos bastdes e mantas de nanofibras do PLGA.
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ANEXOS

ANEXO | - QUANTIDADES DOS MONOMEROS E DOS REAGENTES
UTILIZADAS NAS SINTESES DOS PLGA’S 70/30 E 50/50.

As quantidades dos mondmeros e dos reagentes utilizadas nas sinteses

do PLGA com propor¢des 70/30 e 50/50 sdo mostradas na Tabela A.l.1.

Tabela A I. 1 - Quantidades dos monémeros e reagentes usadas nas sinteses do
PLGA’s 70/30 e 50/50.

Proporcao Massade Volumede Volume de
. MassadeD,.L- . .
de Sintese lactideo (g) glicolideo  cloreto de metanol

mondmeros (@) metileno (mL)  (mL)
1 11,93 5,16 115 380
2 11,96 5,14 180 460
3 11,90 512 140 280
4 11,93 5,15 140 380
70/30 5 11,92 511 160 360
6 11,91 5,10 80 280
7 11,90 511 170 450
8 11,90 5,10 110 260
1 8,50 8,50 340 740
50/50 2 8,50 8,50 300 680
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ANEXOS

ANEXO 1l — VOLUMES DE REAGENTES, TEMPO DE AGITACAO E
RENDIMENTO DAS SINTESES DOS PLGA’S 70/30 E 50/50.

Os volumes de reagentes, tempo de agitacao e rendimento das sinteses
dos PLGA’s 70/30 e 50/50 s&o mostrados na Tabela A.1l.1.

Tabela A.ll.1 - Volumes de reagentes, tempo de agitacao e rendimento das
sinteses dos PLGA’s 70/30 e 50/50.

5 Volume de
Proporgao Volumede  TeéMPOde g dimento
de Sintese cloreto de agitacao
. ) metanol (mL) . (%)
mondmeros metileno (mL) (min.)
1 115 380 34 80
2 180 460 22 69
3 140 280 21 82
4 140 380 32 26
70/30 5 160 360 9 92
6 80 280 17 90
7 170 450 15 90
8 110 260 14 95
1 340 740 12 81
S0/50 2 300 680 34 80
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ANEXOS

ANEXO lIl = ESPECTROS FTIR DOS COPOLIMEROS PLGA 70/30.

Os espectros FTIR dos copolimeros PLGA 70/30, sinteses 1 a 8, séo
apresentados nas Figuras A.lll.1 a A.ll1.8.
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Figura A.lll.1 - Espectro FTIR do PLGA 70/30, sintese 1.
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Figura A.111.3 - Espectro FTIR do PLGA 70/30, sintese 3.
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Figura A.lll.4 - Espectro FTIR do PLGA 70/30, sintese 4.
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Figura A.lIl.5 - Espectro FTIR do PLGA 70/30, sintese 5.
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ANEXOS

ANEXO IV — ESPECTROS FTIR DOS COPOLIMEROS PLGA 50/50.

Os espectros FTIR dos copolimeros PLGA 50/50, sinteses 1 e 2, sé@o
apresentados nas Figuras A.IV.1. e A.IV.2.
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Figura A.IV.1 - Espectro FTIR do PLGA 50/50, sintese 1.
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ANEXOS

ANEXO V — ESPECTROS FTIR DOS COPOLIMEROS PLGA 82/18.

Os espectros FTIR dos copolimeros PLGA 82/18, sinteses 1 a 15, sao
apresentados nas Figuras A.V.1 a A.V.15.
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Figura A.V.1 - Espectro FTIR do PLGA 82/18, sintese 1.
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Figura A.V.2 - Espectro FTIR do PLGA 82/18, sintese 2.
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ANEXOS

ANEXO VI = CURVAS TG E DrTG DOS COPOLIMEROS PLGA 70/30.

As curvas TG e a derivada dessas curvas (DrTG), em funcdo da
temperatura (°C), dos copolimeros PLGA 70/30, sinteses 1 a 8, séo
apresentadas nas Figuras A.VI.1 a A.VI.8.
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Figura A.VIL.1 - Curvas TG e DrTG do PLGA 70/30, sintese 1.
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Figura A.VIL.2 - Curvas TG e DrTG do PLGA 70/30, sintese 2.
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TGA DITGA
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Figura A.VIL.3 - Curvas TG e DrTG do PLGA 70/30, sintese 3.
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Figura A.VL.4 - Curvas TG e DrTG do PLGA 70/30, sintese 4.

TGA DITGA
% mg/min
+2.00
100.00-
ﬁ et 40,00
. . R r/
Mid Point 265.30C ! 27a.88C
Onset 236.44C A\
End 290.68C
_0-007 e .set k 1200
Weight Loss -3.604mg g
-97.988%
‘ ‘ ‘ ‘ L_3-400
-0.00 100.00 200.00 300.00 400.00
Temp [C]

Figura A.VL.5 - Curvas TG e DrTG do PLGA 70/30, sintese 5.

137



ANEXOS
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Figura A.VIL.6 - Curvas TG e DrTG do PLGA 70/30, sintese 6.
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Figura A.VIL.7 - Curvas TG e DrTG do PLGA 70/30, sintese 7.
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Figura A.VI.8 - Curvas TG e DrTG do PLGA 70/30, sintese 8.
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ANEXOS

ANEXO VIl = CURVAS TG E DrTG DOS COPOLIMEROS PLGA 50/50.

As curvas TG e a derivada dessas curvas (DrTG), em fungdo da
temperatura (°C), dos copolimeros PLGA 50/50, sinteses 1 e 2, séo
apresentadas nas Figuras A.VIl.1 e A.VII.2.
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Figura A.VII.1 - Curvas TG e DrTG do PLGA 50/50, sintese 1.
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Figura A.VIIl.2 - Curvas TG e DrTG do PLGA 50/50, sintese 2.
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ANEXO VIIl - CURVAS TG E DrTG DOS COPOLIMEROS PLGA 82/18.

As curvas TG e a derivada dessas curvas (DrTG), em fungdo da
temperatura (°C), dos copolimeros PLGA 82/18, sinteses 1 a 15, séo
apresentadas nas Figuras A.VIIl.1 a A.VIII.15.
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Figura A.VIII.1 - Curvas TG e DrTG para o PLGA 82/18, sintese 1.
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Figura A.VIII.2 - Curvas TG e DrTG para o PLGA 82/18, sintese 2.

140



ANEXOS

TGA DITGA
% mg/min
4 1.00
Mid Point 8987C
Onset 131.33C
Endse! 12520C
WeightLoss -0326mg
-6.351%
100.00- — -
e T, S o w””‘“‘;‘r“ 1 e - 0.00
Tl [
I, f
Mid Point 318.83C N N/
Tl N\
Onset 284.50C ""ww \ {
MI“‘ !
W, [ =
-0.00 Endset 365.83C WM”‘WMW’"
Weight Loss -5.005mg 345.42C
-97.506%
4-1.00
‘ ‘ ‘ ‘ ‘
-0.00 100.00 200.00 300.00 400.00
Temp [C]

Figura A.VIIL.3 - Curvas TG e DrTG para o PLGA 82/18, sintese 3.
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Figura A.VIIl.4 - Curvas TG e DrTG para o PLGA 82/18, sintese 4.
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Figura A.VIIL.5 - Curvas TG e DrTG para o PLGA 82/18, sintese 5.
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Figura A.VIIL.6 - Curvas TG e DrTG para o PLGA 82/18, sintese 6.
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Figura A.VIIL.7 - Curvas TG e DrTG para o PLGA 82/18, sintese 7.
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Figura A.VIIL.8 - Curvas TG e DrTG para o PLGA 82/18, sintese 8.
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Figura A.VIIL.9 - Curvas TG e DrTG para o PLGA 82/18, sintese 9.
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Figura A.VIII.10 - Curvas TG e DrTG para o PLGA 82/18, sintese 10.
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Figura A.VIIl.11 - Curvas TG e DrTG para o PLGA 82/18, sintese 11.
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Figura A.VIIl.12 - Curvas TG e DrTG para o PLGA 82/18, sintese 12.
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Figura A.VIIl.13 - Curvas TG e DrTG para o PLGA 82/18, sintese 13.
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Figura A.VIIl.14 - Curvas TG e DrTG para o PLGA 82/18, sintese 14.
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Figura A.VIII.15 - Curvas TG e DrTG para o PLGA 82/18, sintese 15.
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ANEXOS
ANEXO IX — CURVAS DSC E DrDSC DOS COPOLIMEROS PLGA 70/30.

As curvas DSC e as derivadas dessas curvas (DrDSC) dos copolimeros
PLGA 70/30, sinteses 1 a 8, sdo apresentadas nas Figuras A.IX.1 a A.IX.8.

Essas curvas referem-se a 22 corrida.
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Figura A.IX.1 - Curvas DSC e DrDSC para o PLGA 70/30, sintese 1.
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Figura A.I1X.2 - Curvas DSC e DrDSC para o PLGA 70/30, sintese 2.

148



ANEXOS

DSC DSC
mw_ e MW
600
0.00-
400
o
e
c
Lu 200
-1.00-
—{ 200
200
, .
50.00 700.00 15000
Temp [C]

Figura A.IX.3 - Curvas DSC e DrDSC para o PLGA 70/30, sintese 3.
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Figura A.I1X.4 - Curvas DSC e DrDSC para o PLGA 70/30, sintese 4.
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Figura A.1X.5 - Curvas DSC e DrDSC para o PLGA 70/30, sintese 5.
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Figura A.IX.6 - Curvas DSC e DrDSC para o PLGA 70/30, sintese 6.
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Figura A.IX.7 - Curvas DSC e DrDSC para o PLGA 70/30, sintese 7.
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Figura A.I1X.8 - Curvas DSC e DrDSC para o PLGA 70/30, sintese 8.
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ANEXO X — CURVAS DSC E DrDSC DOS COPOLIMEROS PLGA 50/50.

As curvas DSC e as derivadas dessas curvas (DrDSC) dos copolimeros
PLGA 50/50, sinteses 1 e 2, sdo apresentadas nas Figuras A.X.1 e A.X.2. Essas

curvas referem-se a 22 corrida.
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Figura A.X.1 - Curvas DSC e DrDSC para o PLGA 50/50, sintese 1.

Drbsc
mw/min

DSC
mw

0.00
- 20.00

- 10.00

Endo
—

L
15000

Figura A.X.2 - Curvas DSC e DrDSC para o PLGA 50/50, sintese 2.
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ANEXO XI — CURVAS DSC E DRDSC DOS COPOLIMEROS PLGA 82/18.

As curvas DSC e as derivadas dessas curvas (DrDSC) dos copolimeros
PLGA 82/18, sinteses 1 a 15, sdo apresentadas nas Figuras A.XI.1 a A.XI.15.

Essas curvas referem-se as 12 e 22 corridas.
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Figura A.XI.1 - Curvas DSC e DrDSC para o PLGA 82/18, sintese 1.
(A) 12 corrida e (B) 22 corrida.
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Figura A.X1.2 - Curvas DSC e DrDSC para o PLGA 82/18, sintese 2.

(A) 12 corrida e (B) 22 corrida.
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Figura A.X1.3 - Curvas DSC e DrDSC para o PLGA 82/18, sintese 3.
(A) 12 corrida e (B) 22 corrida.
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Figura A.X1.4 - Curvas DSC e DrDSC para o PLGA 82/18, sintese 4.

(A) 12 corrida e (B) 22 corrida.
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Figura A. X1.5 - Curvas DSC e DrDSC para o PLGA 82/18, sintese 5.
(A) 12 corrida e (B) 22 corrida.
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Figura A.X1.6 - Curvas DSC e DrDSC para o PLGA 82/18, sintese 6.

(A) 12 corrida e (B) 22 corrida.
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Figura A.X1.7 - Curvas DSC e DrDSC para o PLGA 82/18, sintese 7.
(A) 12 corrida e (B) 22 corrida.
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Figura A.X1.8 - Curvas DSC e DrDSC para o PLGA 82/18, sintese 8.

(A) 12 corrida e (B) 22 corrida.
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Figura A.X1.9 - Curvas DSC e DrDSC para o PLGA 82/18, sintese 9.
(A) 12 corrida e (B) 22 corrida.
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Figura A.X1.10 - Curvas DSC e DrDSC para o PLGA 82/18, sintese 10.
(A) 12 corrida e (B) 22 corrida.
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Figura A.X1.11 - Curvas DSC e DrDSC para o PLGA 82/18, sintese 11.
(A) 12 corrida e (B) 22 corrida.
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Figura A.X1.12 - Curvas DSC e DrDSC para o PLGA 82/18, sintese 12.
(A) 12 corrida e (B) 22 corrida.
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Figura A.X1.13 - Curvas DSC e DrDSC para o PLGA 82/18, sintese 13.

(A) 12 corrida e (B) 22 corrida.
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Figura A.X1.14 - Curvas DSC e DrDSC para o PLGA 82/18, sintese 14.

(A) 12 corrida e (B) 22 corrida.
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Figura A.X1.15 - Curvas DSC e DrDSC para o PLGA 82/18, sintese 15.
(A) 12 corrida e (B) 22 corrida.
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ANEXO XIl - CURVAS DOS MODULOS ELASTICO (G’) E VISCOSO (G”)
PARA OS PLGA 82/18, SINTESES 4 A 15.

As curvas dos médulos elastico e viscoso, obtidas para as sinteses 4 a 15

do PLGA 82/18, sdo apresentadas nas Figuras A.XIl.1 a A.XII.12.
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Figura A.XIl.1 - Curvas dos médulos elastico (G’) e viscoso (G”) em fun¢éo da
frequéncia angular para o PLGA 82/18, sintese 4.
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Figura A.XIl.2 - Curvas dos modulos elastico (G’) e viscoso (G”) em fungdo da
frequéncia angular para o PLGA 82/18, sintese 5.
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ANEXO XIII = RESULTADOS DO ENSAIO COM O MTT

Os resultados obtidos a partir do ensaio executado com o sal de

tetrazolina (MTT) sdo apresentados na Tabela A.XIII.1.

Tabela A.XIIIl.1. — Resultado do ensaio com o MTT apdés 72 horas de contato.

Nome da amostra

Viabilidade Celular (%)

Controle
Controle +
Controle -

PLGA 15-M

PLGA 15

PLGA 15-At

100,00 + 1,00
1,67 +£1,15
98,00 = 2,65

110,00 +1 4,73

115,00 + 22,27

85,00 + 11,27
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ANEXO XIV - ESPECTROS FTIR DAS AMOSTRAS DO PLGA 82/18,
SINTESE 15, OBTIDOS A PARTIR DO ESTUDO DE DEGRADACAO IN VITRO

Os espectros FTIR para as amostras, 1 a 6, do PLGA 82/18, sintese 15,
em triplicata, que participaram do estudo de degradagdo hidrolitica, sao
apresentados nas Figuras A.XIV.1 a A.XIV.6. Durante o estudo de degradacéo
ocorreu a perda de uma das amostras 5, portanto, ndo existe o espectro FTIR

para essa amostra.
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Figura A.XIV.1 - Espectros FTIR do PLGA 82/18, amostra 1 (A, Be C).
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ANEXO XV — CURVAS TG E DrTG DAS AMOSTRAS DO PLGA 82/18,
SINTESE 15, OBTIDAS A PARTIR DO ESTUDO DE DEGRADAQAO IN VITRO
As curvas TG e DrTG para as amostras, 1 a 6, do PLGA 82/18, sintese

15, em triplicata, que participaram do estudo de degradacdo hidrolitica, séo

apresentadas nas Figuras A.XV.1 a AXV.6. Devido a perda de uma das

amostras 5, para essa amostra os ensaios foram em duplicata.
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Figura A.XV.1 - Curvas TG e DrTG para o PLGA 82/18, sintese 15,
amostra 1 (A, B e C).
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Figura A.XV.2 - Curvas TG e DrTG para o PLGA 82/18, sintese 15,
amostra 2 (A, B e C).
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Figura A.XV.3 - Curvas TG e DrTG para o PLGA 82/18, sintese 15,
amostra 3 (A, B e C).
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Figura A.XV.4 - Curvas TG e DrTG para o PLGA 82/18, sintese 15,

amostra 4 (A, B e C).
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Figura A.XV.5 - Curvas TG e DrTG para o PLGA 82/18, sintese 15,
amostra 5 (A e B).
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Figura A.XV.6 - Curvas TG e DrTG para o PLGA 82/18, sintese 15,

amostra 6 (A, B e C).
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ANEXO XVI — CURVAS DSC E DrDSC DAS AMOSTRAS DO PLGA 82/18,
SINTESE 15, OBTIDAS A PARTIR DO ESTUDO DE DEGRADA(;AO IN VITRO
As curvas DSC e DrDSC para as amostras, 1 a 6, do PLGA 82/18, sintese

15, em triplicata, que participaram do estudo de degradacdo hidrolitica, séo

apresentadas nas Figuras A.XVI.1 a A.XVI.6. Devido a perda de uma das

amostras 5, para essa amostra os ensaios foram em duplicata.
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Figura A.XVI.1 - Curvas DSC e DrDSC para o PLGA 82/18, sintese 15,
amostra 1l (A, B e C).
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Figura A.XVI.2 - Curvas DSC e DrDSC para o PLGA 82/18, sintese 15,
amostra 2 (A, B e C).
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Figura A.XVI.3 - Curvas DSC e DrDSC para o PLGA 82/18, sintese 15,
amostra 3 (A, B e C).
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Figura A.XVI.4 - Curvas DSC e DrDSC para o PLGA 82/18, sintese 15,
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Figura A.XVL.5 - Curvas DSC e DrDSC para o PLGA 82/18, sintese 15,

amostra 5 (A e B).
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Figura A.XVI.6 - Curvas DSC e DrDSC para o PLGA 82/18, sintese 15,
amostra 6 (A, Be C).
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ANEXO XVII — CURVAS DOS MODULOS ELASTICO (G’) E VISCOSO (G”)
DAS AMOSTRAS DO PLGA 82/18, SINTESE 15, OBTIDAS A PARTIR DO
ESTUDO DE DEGRADACAO IN VITRO

As curvas dos moédulos elastico (G’) e viscoso (G”) para as amostras, 1 a
5, do PLGA 82/18, sintese 15, em triplicata, que participaram do estudo de
degradacdo hidrolitica, sdo apresentadas nas Figuras A.XVIL.1 a A.XVIL5.
Devido a quantidade das amostras 5 e 6, foi possivel fazer somente um ensaio

para a amostra 5 e nenhum para a amostra 6.
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Figura A.XVII.1 - Curvas dos médulos elastico (G’) e viscoso (G”) para o PLGA
82/18, sintese 15, amostra 1 (A, B e C).
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ANEXO XVIII — PORCENTAGEM DE LIBERACAO ACUMULADA DE
ATENOLOL A PARTIR DOS DISPOSITIVOS DE PLGA (EM FORMA DE

MANTA DE NANOFIBRAS) EM FUNCAO DO TEMPO (EM MINUTOS).

Os valores de porcentagem de

liberacdo acumulada de atenolol

observados a partir dos dispositivos de PLGA, em forma de manta de nanofibras

(amostras M1, M2, M3), em funcdo do tempo, em minutos, sao apresentados na
Tabela A XVIII.1.

Tabela A.XVIII.1 — Porcentagem de liberacdo de atenolol acumulada em funcao

do tempo, em minutos, a partir dos dispositivos de PLGA, amostras M1, M2 e

M3.
Tempo % de liberacdo acumulada] Tempo % de liberagdo acumulada

(minutos) M1 M2 M3 |(minutos) M1 M2 M3
10 33,2 32,5 16,1 2880 63,2 61,5 54,7
20 43,5 41,6 24,3 4320 63,9 62,0 55,5
30 48,8 46,2 29,0 8640 64,8 62,8 56,4
40 52,1 48,6 32,3 10080 65,1 63,1 56,7
50 54,2 50,9 35,6 11520 65,3 63,3 56,9
60 55,1 51,8 37,5 12960 65,6 63,6 57,2
80 56,8 53,9 40,9 14400 65,9 64,0 57,5
100 57,8 55,1 43,3 18720 66,9 65,0 58,5
120 58,7 56,0 45,3 20370 67,2 65,3 59,0
150 59,6 57,0 47,4 21810 67,7 65,7 59,5
180 60,1 57,5 48,6 23250 68,2 66,2 60,1
240 60,6 58,2 50,1 24570 69,4 67,1 61,0
300 60,9 58,7 50,9 29100 70,5 68,4 63,0
360 61,1 58,9 51,4 30450 70,9 68,9 63,6
420 61,3 59,1 51,9 32040 71,3 69,4 64,5
480 61,4 59,3 52,2 33420 72,0 70,0 65,4
540 61,5 59,5 52,5 34770 72,4 70,6 65,9

1440 62,6 60,9 54,1 - - - -
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ANEXO XIX - PORCENTAGEM DE LIBERACAO ACUMULADA DE
ATENOLOL A PARTIR DOS DISPOSITIVOS DE PLGA (EM FORMA DE
BASTOES) EM FUNCAO DO TEMPO (EM MINUTOS).

Os valores de porcentagem de

liberacdo acumulada de atenolol

observados a partir dos dispositivos de PLGA, em forma de bastdo (amostras

B1, B2, B3), em funcdo do tempo, em minutos, sdo apresentados na Tabela

AXIX.1.

Tabela A.XIX.1 — Porcentagem de liberacao de atenolol acumulada em funcao

do tempo, em minutos, a partir dos dispositivos de PLGA, amostras B1, B2 e B3.

Tempo % de liberagdo acumuladal

Tempo % de liberagdo acumulada

(minutos) B1 B2 B3 |((minutos) B1l B2 B3
10 1,7 0,4 0,6 10240 51 1,3 2,4
20 1,9 0,4 0,6 11890 53 1,6 2,7
30 1,9 0,4 0,6 13330 5,9 2,2 3,1
40 1,9 0,4 0,6 14770 6,4 2,8 3,9
60 2,0 0,5 1,0 16090 6,9 3,3 45
80 2,0 0,5 1,1 20620 7,7 3,8 572
100 2,1 0,5 1,1 21970 7,8 3,8 54
130 2,2 0,5 1,1 23560 8,2 3,9 5,8
160 2,2 0,5 1,1 24940 8,6 4,3 6,0
220 2,3 0,5 1,1 26290 8,9 4.4 6,1
280 2,3 0,6 1,4 30700 9,3 4,6 6,5
340 2,4 0,7 1,5 31900 9,5 47 6,7
400 2,5 0,7 1,6 33580 9,6 4.8 6,9
460 2,6 0,8 1,6 35020 9,7 49 7,0
520 2,6 0,8 1,6 36460 9,8 49 7,2
1600 3,3 0,8 1,7 40660 10,1 5,2 7,6
3040 3,9 0,8 1.8 42100 10,2 54 7,8

4480 4,3 0,9 1,9 43540 10,3 5,4 7,9
5920 4,5 0,9 2,0 - - - -
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ANEXO XX — PORCENTAGEM DA RAZAO DE LIBERACAO M{/M. EM
FUNCAO DO TEMPO (MINUTOS), DOS DISPOSITIVOS DE PLGA EM FORMA
DE MANTAS DE NANOFIBRAS E BASTOES

As porcentagens da razéo de liberacdo M¢/M.. (M; é a massa de atenolol

liberada no tempo “t” e M.. € a massa total de atenolol liberada nos dispositivos)

em funcdo do tempo, em minutos, para os dispositivos em forma de manta de

nanofibras (M1, M2 e M3) e em forma de bastdo (B1, B2, B3), respectivamente,

sao apresentadas nas Tabelas A.XX.1 e A.XX.2.

Tabela A.XX.1 — Porcentagem da razao de liberacdo M/M.. em funcao do tempo,

em minutos, a partir dos dispositivos de PLGA em forma de mantas de

nanofibras, amostras M1, M2 e M3.

Tempo % de liberagdo acumuladal

Tempo % de liberagdo acumulada

(minutos) M1 M2 M3 |(minutos) M1 M2 M3
10 45,8 46,0 24,5 2880 87,3 87,2 83,0
20 60,1 59,0 36,8 4320 88,4 87,9 84,2
30 67,4 65,4 44,0 8640 89,6 89,1 85,6
40 72,0 68,9 49,0 10080 89,9 89,4 86,0
50 74,9 72,1 54,0 11520 90,3 89,7 86,3
60 76,1 73,5 57,0 12960 90,7 90,1 86,8
80 78,5 76,4 62,0 14400 91,0 90,7 87,3
100 79,9 78,1 65,8 18720 92,5 92,1 88,8
120 81,1 79,4 68,7 20370 92,9 92,6 89,5
150 82,4 80,8 72,0 21810 93,6 93,1 90,3
180 83,0 81,5 73,8 23250 94,2 93,8 91,2
240 83,8 82,5 76,0 24570 95,9 95,1 92,6
300 84,2 83,1 77,3 29100 97,5 97,0 95,6
360 84,4 83,4 78,0 30450 98,0 97,7 96,6
420 84,7 83,8 78,7 32040 98,6 98,4 97,9
480 84,9 84,0 79,2 33420 99,5 99,2 99,2
540 85,0 84,3 79,7 34770 100 100 100
1440 86,5 86,3 82,1 -
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Tabela A.XX.2 — Porcentagem da razao de liberacdo M/M.. em funcéo do tempo,

em minutos, a partir dos dispositivos de PLGA em forma de bastdes, amostras

B1, B2 e B3.
Tempo % de liberacdo acumulada] Tempo % de liberagdo acumulada
(minutos) Bl B2 B3 |(minutos) B1 B2 B3
10 16,4 7,4 7,5 10240 23,6 31,0 49,3
20 18,2 7,4 8,2 11890 30,1 33,7 51,2
30 18,2 7,4 8,2 13330 40,8 39,7 57,3
40 18,2 7,4 8,2 14770 51,6 49,9 62,6
60 19,8 8,3 13,1 16090 59,9 57,2 67,5
80 19,9 8,3 13,4 20620 69,9 66,2 74,6
100 20,6 8,3 13,6 21970 70,8 68,5 75,7
130 21,2 8,3 13,6 23560 72,1 73,0 79,9
160 21,5 8.8 14,2 24940 79,5 76,7 83,3
220 22,0 9,1 14,5 26290 81,6 77,1 86,5
280 22,6 11,1 17,5 30700 85,3 82,9 90,6
340 23,3 13,4 18,9 31900 86,6 85,3 92,2
400 24,3 13,4 19,8 33580 89,3 87,4 93,7
460 25,2 14,1 20,8 35020 90,2 88,9 94,2
520 25,6 14,1 20,8 36460 90,7 91,8 95,4
1600 31,7 14,1 22,0 40660 96,0 96,8 98,4
3040 37,7 14,1 22,6 42100 99,1 98,9 98,8
4480 41,8 16,1 24,0 43540 100,0 100,0 100,0
5920 44,2 17,2 25,5 - - - -
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ANEXO XX| — CURVAS TG E DrTG DO ATENOLOL E DOS BASTOES DE
PLGA 82/18 (SINTESE 15), COM ATENOLOL, ANTES E APOS O PERIODO
DE LIBERACAO IN VITRO ESTUDADO

As curvas TG e DrTG, em funcédo da temperatura, para o atenolol e para
os bastdes de PLGA 82/18 (sintese 15) com atenolol, antes e apds (amostras
B1, B2 e B3) o estudo de liberacdo, sdo apresentadas nas Figuras A.XXI.1 a
A.XXIL.5.
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Figura A.XXI.1 - Curvas TG e DrTG para o atenolol.
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Figura A.XXI.2 - Curvas TG e DrTG para o bastdo de PLGA 82/18, sintese 15,

com atenolol, antes do estudo de liberagao.
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Figura A.XXI.3 - Curvas TG e DrTG para o bastdo de PLGA 82/18, sintese 15,

com atenolol, amostra B1, apos estudo de liberagéo.

DrTGA
mg/min

4 1.00

4 0.00

4 -1.00

TGA
%
100.00r — —
Mid Point 90.83C
Onset 88.80C
Endse! 99.92C
Weight Loss -0.047mg
-0.500 %
50.00¢ HWMMMM o T W fest
Vo
Vo
\
Mid Point 273.63C \\ ‘
Onset 228.84C ‘\ “
Endset w7C | \
Weight Loss -9.231mg '\
-98.160% \ f 278.40C
-0.00t M -
-0.00 200.00 400.00 600.00 800.00
Temp [C]

Figura A.XXI.4 - Curvas TG e DrTG para o bastdo de PLGA 82/18, sintese 15,

com atenolol, amostra B2, apds estudo de liberacéo.
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Figura A.XXL.5 - Curvas TG e DrTG para o bastdo de PLGA 82/18, sintese 15,

com atenolol, amostra B3, apds estudo de liberagéo.
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ANEXO XXII —= CURVAS DSC E DrDSC DO ATENOLOL E DOS BASTOES DE
PLGA 82/18 (SINTESE 15) COM ATENOLOL, ANTES E APOS O PERIODO

DE LIBERACAO IN VITRO ESTUDADO
As curvas DSC e DrDSC (22 corrida), em funcdo da temperatura (°C),

para o atenolol e para os bastdes de PLGA 82/18 (sintese 15) com atenolol,
antes e apos (amostras B1, B2 e B3) o estudo de liberagdo, sdo apresentadas

nas Figuras A.XXII.1 a A XXIL.5.
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Figura A.XXIl.1 - Curvas DSC e DrDSC para o atenolol.
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Figura A.XXII.2 - Curvas DSC e DrDSC para o bastdo de PLGA 82/18, sintese
15, com atenolol, antes do estudo de liberagao.
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Figura A.XXII.3 - Curvas DSC e DrDSC para o bastdo de PLGA 82/18, sintese

15, com atenolol, amostra B1, apds estudo de liberacao.
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Figura A.XXIl.4 - Curvas DSC e DrDSC para o bastdo de PLGA 82/18, sintese
15, com atenolol, amostra B2, apos estudo de liberacao.
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Figura A.XXIIL.5 - Curvas DSC e DrDSC para o bastdo de PLGA 82/18, sintese
15, com atenolol, amostra B3, ap6s estudo de liberacao.
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ANEXO XXIIl = ESPECTROS FTIR DO ATENOLOL E DOS BASTOES DE
PLGA 82/18 (SINTESE 15), COM ATENOLOL, ANTES E APOS O PERIODO
DE LIBERACAO IN VITRO ESTUDADO

Os espectros FTIR do farmaco atenolol e dos bastdes de PLGA 82/18

(sintese 15), com atenolol, antes e apos o periodo de liberacdo estudado, sdo

apresentados nas Figuras A.XXIIl.1 a A.XXIIIL.5.
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Figura A.XXIIIl.1 - Espectro FTIR para o atenolol.
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Figura A.XXIIIl.2 - Espectro FTIR do bastédo de PLGA 82/18, com atenolol, antes

do estudo de liberacéo.
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Figura A.XXIII.3 - Espectro FTIR do bastdo de PLGA 82/18, com atenolol, apds o

estudo de liberacdo, amostra B1.
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Figura A.XXIll.4 - Espectro FTIR do bastdo de PLGA 82/18, com atenolol, apds o

estudo de liberagdo, amostra B2.
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Figura A.XXIIIL.5 - Espectro FTIR do bastdo de PLGA 82/18, com atenolol, apds o

estudo de liberacdo, amostra B3.
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ANEXO XXIV — CURVAS TG E DrTG DAS MANTAS DE NANOFIBRAS DE
PLGA 82/18 (SINTESE 15), COM ATENOLOL, APOS O PERIODO DE
LIBERACAO IN VITRO ESTUDADO

As curvas TG e DrTG, em funcdo da temperatura, para as mantas de
nanofibras de PLGA 82/18 (sintese 15), sem atenolol, com atenolol antes e apds
(amostras M1, M2 e M3) o estudo de liberacdo, sdo apresentadas nas Figuras
AXXIV.1 a AXXIV.5.
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Figura A.XXIV.1 - Curvas TG e DrTG para a manta de nanofibras de PLGA

82/18, sintese 15, com atenolol, antes do estudo de liberagéo.
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Figura A.XXIV.2 - Curvas TG e DITG para a manta de nanofibras de PLGA

Figura A.XXIV.3 - Curvas TG e DITG para a manta de nanofibras de PLGA
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. e H0.00
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[ - —— {200
-0.00: . . . .
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82/18, sintese 15, com atenolol, amostra M1.
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82/18, sintese 15, com atenolol, amostra M2.
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TGA DITGA
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Figura A.XXIV.4 - Curvas TG e DITG para a manta de nanofibras de PLGA

82/18, sintese 15, com atenolol, amostra M3.
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Figura A.XXIV.5 - Curvas TG e DITG para a manta de nanofibras de PLGA

82/18, sintese 15, sem atenolol.
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ANEXO XXV — CURVAS DSC E DrDSC DAS MANTAS DE NANOFIBRAS DE
PLGA 82/18 (SINTESE 15), COM ATENOLOL, ANTES E APOS O PERIODO
DE LIBERACAO IN VITRO ESTUDADO

As curvas DSC e DrDSC (22 corrida), em funcdo da temperatura, para as
mantas de nanofibras de PLGA 82/18 (sintese 15), com atenolol, antes e apds
(amostras M1, M2 e M3) o estudo de liberacdo, sdo apresentadas nas Figuras
AXXV.1. a A.XXV.4.

DSC DrDSC
mw mwW/min

0.00-

1 0.00

-2.00-

-4.00-
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4 -10.00

-8.00-

10.00 700.00 200.00
Temp [C]

Figura A.XXV.1 - Curvas DSC e DrDSC para a manta de nanofibra de PLGA

82/18, sintese 15, com atenolol, antes do estudo de liberacgéo.
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DSC DIDSC
mwW mwW/min
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i
-10.00 |
20.00 100.00 200.00
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Figura A.XXV.2 - Curvas DSC e DrDSC para a manta de nanofibra de PLGA

82/18, sintese 15, com atenolol, amostra M1.
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20,00 100.00 200.00
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Figura A.XXV.3 - Curvas DSC e DrDSC para a manta de nanofibra de PLGA

82/18, sintese 15, com atenolol, amostra M2.
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DrDSC
mwW/min

DsC
mwW
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-1 06.00 O.bO
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Figura A.XXV.4 - Curvas DSC e DrDSC para a manta de nanofibra de PLGA
82/18, sintese 15, com atenolol, amostra M3.

As curvas DSC e DrDSC (12 corrida), em funcdo da temperatura, para a

manta de nanofibras de PLGA 82/18 (sintese 15), com atenolol, antes do estudo

de liberacédo, sdo apresentadas nas Figuras A.XXV.5.

DrDSC
mW/mir

DSC
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0.0C-

- 0.00

4 -5.00
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(4]
)
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4 -10.00

200.0¢

100.0¢

0.00
Temp [C]

Figura A.XXV.5 - Curvas DSC e DrDSC (12 corrida) para a manta de nanofibras

de PLGA 82/18, sintese 15, com atenolol, antes do estudo de liberacéo.
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ANEXO XXVI — ESPECTROS FTIR DAS MANTAS DE NANOFIBRAS DE
PLGA 82/18 (SINTESE 15), COM ATENOLOL, ANTES E APOS O PERIODO
DE LIBERACAO IN VITRO ESTUDADO

Os espectros FTIR das mantas de nanofibras de PLGA 82/18 (sintese

15), com atenolol, antes e apds o periodo de liberacdo estudado, séo
apresentados nas Figuras A.XXVI.1 a A.XXVI.4.

%Transmittance

100 :Nanof B4 de PLGA com Atenolol antes da liberacag
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Figura A.XXVI.1 - Espectro FTIR da manta de nanofibras de PLGA 82/18, com

atenolol, antes do estudo de liberacéo.
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Figura A.XXVI.2 - Espectro FTIR da manta de nanofibras de PLGA 82/18, com

atenolol, apds o periodo do estudo de liberagdo, amostra M1.
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PLGA M2
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Figura A.XXVI.3 - Espectro FTIR da manta de nanofibras de PLGA 82/18, com

atenolol, apds o periodo do estudo de liberacdo, amostra M2.
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Figura A.XXVI.4 - Espectro FTIR da manta de nanofibras de PLGA 82/18, com

atenolol, apds o periodo do estudo de liberacédo, amostra M3.
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