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Resumo

DA SILVA, Lidiane Gomes. Caracterizacao fisico quimica e avaliacdo da
liberacao in-vitro dos conjugados poli(e-caprolactona)/tetraciclina e poli(e-
caprolactona)/acido acetilsalicilico. 2012. 87f. Dissertacdo (Mestrado)-

Materiais para Engenharia, Universidade Federal de Itajuba, Itajuba, 2012.

O desenvolvimento de polimeros bioreabsorviveis farmacologicamente ativos
apresenta importantes avancos na pratica clinica uma vez que as intervencdes
cirdrgicas proporcionam riscos elevados de infeccdo, inflamacédo e dor.
Recentemente, o grupo de polimeros bioativos e biomiméticos da UNIFEI
desenvolveram métodos de sintese do polimero poly (- caprolactona) de baixo
peso molecular (PCL-UNIFEI) (QUEIROZ, FRANCA, et al., 2002).

O objetivo especifico desse trabalho € o estudo da cinética de liberacao in vitro
do polimero PCL-UNIFEI e demonstrar que esse material pode ser utilizado
como um sistema de liberacdo de farmacos. Foram feitas caracterizacfes
fisico-quimicas do PCL-UNIFElI e PCL-Sigma através das técnicas de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), andalise térmicas por
calorimetria diferencial de varredura (DSC) e termogravimetria (TGA). Também
se determinou o peso molecular viscosimétrico dos PCLs.

Observou-se que o PCL-UNIFEI apresenta um peso molecular de 48,763 kDa
mais baixo que o PCL-Sigma, e um alto indice de cristalinidade 73% quando
comparado ao PCL-Sigma, fatores que influenciaram no processo de liberacéo
dos farmacos. De fatio observou-se que os conjugados de PCL-UNIFEI com os
farmacos acido acetilsalicilico e tetraciclina tiveram uma porcentagem em
massa liberada maior que para os conjugados de PCL-Sigma, além de um alto
coeficiente de difusdo em relacdo ao PCL-Sigma. Através da analise dos
mecanismos de transporte dos farmacos observou-se que o PCL-UNIFEI
apresentou uma liberacdo sustentada em relagdo ao PCL-Sigma. Em suma os
resultados indicam que o PCL-UNIFEI pode ser utilizado em sistemas de

liberacdo de farmacos.

Palavras Chave: Liberacdo controlada de farmacos, Liberacdo in-vitro,

Poly(e-caprolactona) (PCL).



Abstract

DA SILVA, Lidiane Gomes. Chemical Physical caracterization and
evaluation of in-vitro release of conjugates poli(e-caprolactoe)/tetracycline
and poli(e-caprolactona)/acetylsalicylic acid. 2012. 87p. Dissertacéo
(Mestrado)- Materiais para Engenharia, Universidade Federal de Itajuba,
Itajuba, 2012.

The development of bioresorbable polymers pharmacologically active presents
major advances in clinical practice since the surgical procedures provide a high
risk of infection, inflammation and pain. Recently, the group of bioactive
polymers and biomimetic at UNIFEI developed methods of synthesis of the
polymer poly(e-caprolactone) low molecular weight (PCL-UNIFEI). (QUEIROZ,
FRANCA, et al., 2002).

The specific objective of this work is to study the in vitro release kinetics of the
polymer PCL-UNIFEI and demonstrate that this material can be used as a
system of drug release. There were made physical-chemical characterizations
of PCL-UNIFEI and PCL-Sigma through the techniques of Fourier transform
infrared (FTIR), thermal analysis by differential scanning calorimetric (DSC) and
thermogravimetric analysis (TGA) . Also determined the viscosimetric molecular
weight of PCLs.

It was observed that the PCL-UNIFEI presents molecular weight 48,763 kDa
lower comparing with PCL-Sigma, and a rate of index crystallinity (73%) that
have influenced the release of drugs. In fact, observed that the conjugates of
PCL-UNIFEI with drug acetylsalicylic acid and tetracycline had a release
percentage by weight higher than PCL-Sigma conjugates, and a high diffusion
coefficient in relation to commercial PCL. Through analysis of the transport
mechanisms of drugs was observed that PCL-UNIFEI showed a sustained
release relative PCL-Sigma. In short, the results indicate that PCL-UNIFEI can

be used for drug delivering systems.

Key words: Drug delivering, In-vitro release, Poly(e-caprolactone) (PCL).
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1. Introducao

E crescente a aplicacéo de polimeros biodegradaveis e bioreabsorviveis
na area medica, como materiais para a producdo de arcaboucos para o
crescimento de células de mamiferos ou sistemas transportadores de farmacos
(TZE-WEN CHUNG, 2010). O desenvolvimento de materiais para 0 uso em
biomedicina, principalmente de polimeros, vem sendo desenvolvido em larga
escala por mais de trés séculos (TZE-WEN CHUNG, 2010).

Nos ultimos quarenta anos, o uso de polimeros bioreabsorviveis na area
médica para a producdo de suturas cirargicas (KULKARNI et al., 1966;
BARBANTI et al., 2005), sistemas para liberacdo controlada de drogas (TSANG
e BHATIA, 2004), stents (VALIMAA e LAAKSOVIRTA, 2004) e dispositivos
ortopédicos (AMBROSE e CLANTON, 2004) se intensificou. Nos altimos trinta
anos varios polimeros foram sintetizados, como poliorto-ésteres, polianidridos,
policaprolactonas e poliésteres devido a sua excelente biocompatibilidade,
biodegradabilidade e forca mecéanica (CUNHA e CAMPOS, 2009). Esses
materiais podem ser utilizados na forma de filmes, fibras, esponjas e cépsulas,
possibilitando muitas aplicacbes biomédicas, como sistemas de liberagcédo
controlada de farmacos, uso em produtos para tratamento de ferimentos, tais
como suturas e gazes cirargicas, ou ainda a aplicacdo na fabricacdo de
materiais ortopédicos, como parafusos e pinos.

Dentre os polimeros sintéticos biodegradaveis e bioreabsorviveis de
importadncia para aplicagbes medicas destacam-se o poli(a-éster) poli(e-
caprolactona) (PCL) de elevada massa molar (BARBANTI, ZAVAGLIA e DUEK,
2005). Em comparacéo ao PCL de elevada massa molar existente no mercado,
PCL de baixa massa molar, objeto de estudo neste trabalho, sdo menos
estudados pela literatura especializada.

Segundo Dash (2011) existem estudos no desenvolvimento de matrizes
poliméricas utilizando o Poli(e-caprolactona) (PCL) para liberacdo controlada de
farmacos ( drug delivering ) patenteados que estdo na fase de testes clinicos e
pré clinicos. Os pesquisadores da area de liberacdo controlada de farmacos
reportam que o PCL possui uma boa aderéncia a varios farmacos e ainda uma
auséncia de toxidade (JAMEELA, SUMA e JAYAKRISHNAN, 1997; CHAWLA e

AMIJI, 2002; CHAWLA e AMIJI, 2002; GANG, PARK, et al., 2007; WANG,
1



YINGJUN WANG, et al., 2009; ZHANG, TANG, et al., 2010; DASH e
KONKIMALLA, 2011; YUANDONG, YI, et al., 2011). A literatura também
reporta que o PCL possui propriedades de degradacdo que possibilitam uma
boa liberacdo dos farmacos (WOODRUFF e HUTMACHER, 2010).

Neste contexto o presente trabalho utilizou-se do Poly(e-caprolactona)
para o desenvolvimento de conjugados com Acido Acetilsalicilico (AAS) e
Tetraciclina(Tr). Para tanto foram caracterizadas as propriedades fisico-
quimicas do material puro e em associagdo com os farmacos &acido
acetilsalicilico (AAS) e tetraciclina (Tr) através das técnicas de Ultravioleta-
Visivel (UV-vis), Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR),
Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) e Termogravimetria (TGA).

Este trabalho esta estruturado em 7 (sete) capitulos. O segundo capitulo
apresenta a revisdo bibliografica onde estdo abordados os seguintes temas:
polimeros, polimeros bioreabsorviveis, biocompativeis e uma visdo geral sobre
biomateriais. Também foi definido o polimero Poli(e-caprolactona), desde sua
primeira sintese até aplicac6es atuais em liberacdo controlada de farmacos e
em engenharia de tecidos. O capitulo 3 apresenta o0s objetivos gerais e
especificos do presente trabalho. O capitulo 4 mostra 0os materiais e métodos
utilizados para o desenvolvimento do trabalho proposto. Os resultados e
discussdo estdo descritos no capitulo 5. Os Capitulos 6 e 7 apresentam as
conclusdes e sugestbes para futuros trabalhos, respectivamente. A finalizacao

do trabalho se d4 com a apresentacao das referéncias bibliograficas utilizadas.



2. Revisao bibliogréafica
2.1 Polimeros

2.1.1 Classificacdo quanto ao tipo de mondmero e método de sintese

De acordo com a IUPAC (sigla inglesa para Unido Internacional de Quimica
Pura e Aplicada), polimeros sdo materiais moleculares caracterizados pela
multipla repeticdo de uma ou mais espécies de atomos ou grupo de atomos
ligados entre si em quantidade suficiente para que suas propriedades nao
variem com a adicdo de uma ou poucas unidades repetitivas (METANOMSKI,
1991).

Se somente uma espécie de monbmero estd presente na estrutura do
polimero, este € chamado de homopolimero. Se espécies diferentes de
mondmeros sdo empregadas, o0 polimero recebe a denominacdo de

copolimero. As estruturas de homopolimeros e copolimeros séo ilustradas na

Figura 1.
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Figura 1- Representacdo estrutural de um homopolimero A (apenas com meros
etileno C,H;), e um copolimero B (etileno C,H; e tetrafluoroetileno CyF,).
Adaptado de (RODA, 2010-2011)

Com relacdo a metodologia utilizada na sintese, 0s polimeros sintéticos sao
classificados basicamente em de adicdo e de condensacdo. Os polimeros de
adicdo sao formados por mondémeros iguais que apresentam pelo menos uma
dupla ligacdo a qual é rompida para que ocorra a reacao de adicédo
(AKCELRUD, 2006). Os polimeros de condensacao sao formados geralmente
pela reacdo entre dois mondmeros iguais ou diferentes, com eliminacdo de

moléculas pequenas, por exemplo, agua (MANO e MENDES, 1999). A Figura




2 ilustra as reacoes de polimerizacdo para a obtencdo de polimeros de adicdo

e condensagao.
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Figura 2- Representagdo estrutural das reagdes de obtencdo de polimeros de
adicdo A (polimero vinilico), e condensacéo B (poliéster). Adaptado de (ROCHA,
2012).

2.1.2 Classificacdo quanto a estrutura molecular e morfologia no estado
solido
Quanto a estrutura molecular, os polimeros classificam-se em
polimeros lineares e ramificados. Os polimeros lineares, quando aquecidos
amolecem e sofrem fusdo e por esta razdo sdo chamados de
termoplasticos. Polimeros de rede tridimensional sdo altamente reticulados
para formar uma estrutura tridimensional rigida (ABDULAKH K.MIKITAEV,
2006). Nesse caso, o material ndo funde apds aquecimento, visto que a
fusdo exigiria a ruptura de ligacoes covalentes. Na realidade, o aquecimento
pode causar formacdo de mais ligacbes reticulantes e tornar o material
ainda mais rigido, razdo essa pela qual tais polimeros chamados
termofixos. As estruturas dos polimeros lineares e ramificados sao

ilustradas na Figura 3.
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Figura 3- Representacdo da estrutura de polimeros lineares e ramificados.
Adaptado de (VILAR, 2012).

Quanto a morfologia no estado solido os polimeros séo
classificados em amorfos e semicristalinos. Nos polimeros amorfos as
moléculas séo orientadas aleatoriamente e estdo entrelacadas formando o
novelo polimérico. Os polimeros amorfos sdo geralmente transparentes.
Nos polimeros semicristalinos as moléculas exibem um empacotamento
regular, ordenado, em determinadas regibes (VILAR, 2012). Este
comportamento é mais comum em polimeros lineares, devido a sua
estrutura regular. Devido as fortes interacfes intermoleculares, os polimeros
semicristalinos sdo mais duros e resistentes; como as regides cristalinas
espalham a luz, estes polimeros sdo mais opacos. A morfologia de

polimeros € ilustrada na Figura 4.



A B

Figura 4- Representacdo de uma estrutura amorfa A e semicristalina de um
polimero B.

2.1.3 Polimeros Bioreabsorviveis e/ou Biodegradaveis

Segundo Vert et al. (1992) biodegradavel sao polimeros e dispositivos
sélidos que sofrem disperséo in vivo devido a degradacdo macromolecular,
mas sem a eliminacdo dos produtos e subprodutos pelo organismo. Assim
sendo, polimeros biodegradaveis sofrem ataques por elementos biolégicos que
afetam a integridade do sistema decorrendo na formacdo de fragmentos ou
outros subprodutos de degradacédo que podem ser removidos do seu local de
acao, mas néo do organismo (VERT, LI, et al., 1992; BARBANTI, ZAVAGLIA e
DUEK, 2005). Por outro lado, polimeros bioreabsorviveis sédo dispositivos
sélidos que mostram degradacao resultante da reducédo de tamanho e que séo
reabsorvidos in vivo. Dessa forma, bioreabsorcao reflete a eliminacédo total do
material e dos subprodutos de degradacdo (compostos de baixa massa molar)
sem efeitos colaterais residuais, portanto, o uso da palavra “bioreabsorgcao” é
utilizado quando a eliminacdo € total (VERT, LI, et al., 1992; BARBANTI,
ZAVAGLIA e DUEK, 2005).

Muito Embora, os polimeros naturais sejam usados ha varios anos, as
pesquisas biomédicas referentes as aplicacbes de polimeros sintéticos
biodegradaveis sdo relativamente recentes, com inicio da década de 1960
(SCHMITT et al., 1963; SCHMITT et al.,1967). Atualmente, existe uma grande
quantidade de polimeros degradaveis com grande potencial para serem
utilizados como biomateriais. Com o0s avancos das técnicas de sintese de
polimeros, o paradigma da utilizacdo de poucos polimeros bem caracterizados

(por exemplo, colageno) para todas as aplicacdes biomédicas deslocou-se para
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a utilizacdo de polimeros intensamente pesquisados e recentemente
desenvolvidos. Além disso, com continuo desenvolvimento de técnicas de
processamento de polimeros é possivel a sintese de particulas, assim como
matrizes para a engenharia de tecidos, com arquiteturas extremamente
complexas que mimetizam o meio bioldgico (ULERY, NAIR e LAURENCIN,
2011)

Os materiais utilizados na area de saude para a confeccdo de
dispositivos biomédicos, em sua maioria sdo polimeros, dentre estes:
polimeros bioreabsorviveis e/ou biodegradaveis (PARK e BRONZINO, 2002).
Materiais usados para implantes temporarios ou ndo, e até mesmo em
materiais utilizados em hospitais como cateteres para administracdo de
medicamentos sofrem degradacdo, ou seja, liberam residuos durante o uso
(CAPPS, 2006). Tais residuos sao estudados buscando suas interacées com o
organismo, de forma que os pesquisadores procuram materiais que mesmo
degradando ndo deixem residuos toxicos e quando ocorrer, que tais residuos
sejam liberados pelo organismo, ou seja, materiais biocompativeis e
bioreabosorviveis (CAPPS, 2006).

Os poliésteres sdo os polimeros que mais sdo utilizados na area
biomédica, alguns exemplos desses polimeros sdo: poli(acido L-latico) (PLLA),
poli(acido D-latico) (PDLA), poli(acido DL-latico) (PDLLA), poli(acido glicdlico)
(PGA), poli(B-hidroxibutirato) (PHB), poli(e-caprolactona) (PCL) e a
polidioxanona (PDS) (CUNHA e CAMPOS, 2009).

No presente trabalho utilizou-se o poli(e-caprolactona) (PCL), um
poliéster biodegradavel, polimerizado por abertura do anel aromatico ¢-
caprolactona na presenca de iodo. Trabalhos anteriores comprovam que tal
polimero possui caracteristicas antivirais, antibacterianas e fungicidas
(QUEIROZ, FRANCA, et al., 2002; JONES, DJOKIC, et al., 2002), além de ser
um poliéster de baixo peso molecular. Dados da tese de doutorado de Fabiana
Medeiros da Silva sobre o poli(e-caprolactona) (PCL) em blenda polimérica com
Hidroxapatita (DA SILVA, 2011) utilizada como cimento 0sseo na regeneracao
e adesao de proteses mostrou que os testes de citotoxidade geraram bons
resultados em coelhos. Motivo pelo qual gerou o interesse para o estudo que

se faz presente nesta dissertacdo. Nesse sentido trabalhou-se com o poli(e-
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caprolactona), sintetizado nos laboratérios da Universidade Federal de Itajuba
(PCL-UNIFEI), em associacdo com farmacos acido acetilsalicilico (AAS) e
tetraciclina (Tr).

2.2 Biomateriais

A Divisdo de Biomateriais da Universidade de Clemson define
biomaterial como “substancia inerte sistematicamente e farmacologicamente
desenvolvida para implantacdo em sistemas vivos” (PARK e LAKES, 2007).
Desta forma, biomateriais sintéticos ou naturais também podem ser definidos
como qualquer material que € usado na fabricacdo de dispositivos que
substituem parte ou alguma funcdo do corpo ou ainda que permanecam em
contato com tecido vivo de uma forma saudavel, econémica, fisiologicamente
aceitavel e de confiabilidade (PARK e LAKES, 2007).

Os Biomateriais podem ser classificados em duas classes: permanentes
e temporarios (SANTOS, 2010). Materiais permanentes sdo usados para
substituir tecidos lesionados por um periodo indeterminado e, portanto, devem
possuir as propriedades mecanicas e fisiolégicas do tecido que esta
substituindo, j& os temporarios sdo usados, geralmente, na reconstrucao de
tecidos lesionados por um tempo determinado sendo assim absorvidos pelo
organismo, ou seja, sado bioreabsorviveis no processo de regeneracao (VERT,
LI, et al., 1992; SANTOS, 2010). Os biomateriais também podem ser divididos®
conforme o comportamento biolégico do mesmo (bioinerte, biotolerados,

bioativos e reabsorviveis) e composicdo quimica (metalicos, poliméricos,

! Bioinertes - ndo provocam reacdo de corpo estranho no organismo e estdo em
contato direto com o tecido receptor. Exemplos: titanio, zircbnia e alumina.

Biotolerados - moderadamente aceitos pelo tecido receptor e sdo geralmente
envolvidos por tecido fibroso. Exemplos: ago inoxidavel, ligas Cr-Co e polimetiimetacrilato
(PMMA).

Bioativos - ha ligagéo direta aos tecidos vivos devido aos ions, por exemplo, o ca*
elou PO, presentes nos substitutos dsseos, que favorecem uma ligagdo quimica com o tecido
0sseo. Exemplos: hidroxiapatita (HAp) e biovidros.

Reabsorviveis - lentamente degradaveis e gradualmente substituidos pelos tecidos.

Exemplos: fosfato tricalcio (TCP) e biovidros.



compositos e naturais). Além disso, deve ser de facil fabricacao, esterilizavel e
estavel durante a implantacdo (GRANJEIRO, 2008).

Historicamente os biomateriais podem ser divididos em trés geracOes
(GRANJEIRO, 2008). A primeira mostra-se empirica onde a eficiéncia do
biomaterial era responsavel por sua acédo, foi a era de ouro, aco, marfim,
madeira, vidro, silicone, acrilico, polimetilmetacrilato, entre outros, utilizados
para preencher, recobrir e conectar. Pode-se dizer que a segunda geracao
empregou mais engenharia utilizando materiais mais comuns, utilizando
conhecimentos de medicina, engenharia e ciéncia dos materiais. Nesta fase
desenvolveram-se as ligas de titanio para implantes ortopédicos e dentais, 0s
implantes ortopédicos de cobalto-cromo-molibdénio, os polietilenos de peso
molecular muito alto para a reposicdo de articulacdo, as valvulas cardiacas e
os marca-passos (D.RATNER, HOFFMAN, et al., 2004). Para a terceira
geracdo observa-se a utilizagdo de biomateriais “bioengenherados” com
implantes para o processo de regeneracédo de tecidos, como, por exemplo, pele
artificial (Integra® Life Science), cartilagem para regeneracao de articulacoes
(Carticel®, Genzyme Co.), cimentos &sseos reabsorvieis, componentes
biolégicos geneticamente engenheirados (como células ou proteinas
morfogenéticas 6sseas - BMP?) associadas com ceramicas de fosfato de
calcio, colageno ou hidrogéis, superficies de titanio com revestimentos
nanomeétricos de ceramicas de fosfato de célcio, estruturas tridimensionais de
ceramicas de fosfato de calcio associadas as células (D.RATNER, HOFFMAN,
et al., 2004).

Entre as varias finalidades dos Biomateriais as aplicacdes médicas e
terapéuticas em tratamentos, aplicacdo ou substituicdo de tecidos, 6rgaos ou
funcBes corpdreas e extracorplreas sdo as areas de maior desenvolvimento
tecnologico. Os objetivos finais de se usar um biomaterial € melhorar a
gualidade de vida de pacientes que necessitam destes biomateriais
restaurando as func¢des naturais de tecidos vivos e 0Orgdos no corpo
(D.RATNER, HOFFMAN, et al., 2004). Para que possamos definir se um
material € um biomaterial precisamos correlacionar suas propriedades fisicas e
quimicas juntamente com as biolégicas (DA SILVA, 2011). O biomaterial deve

apresentar uma interagdo com o organismo humano nao gerando processos
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inflamatorios. Tal material, por ser usado de forma temporaria, substitui um
tecido em processo de regeneracdo, podendo ser retirado apds esse processo
ou até mesmo degradar de forma a dar espaco ao novo tecido em crescimento
(BARBANTI, ZAVAGLIA e DUEK, 2005). Para os materiais usados como
implantes permanentes deve-se ter uma atencdo maior, pois a interacao desse
material com o organismo deve se dar de maneira semelhante ao tecido ou
orgdo que esse material estara substituindo. Sendo assim uma avaliagdo mais
criteriosa devera ser feita quanto a suas propriedades mecanicas, quimicas e
fisicas antes de ser utilizado (VITAL, BORGES, et al., 2006).

Segundo dados na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
mais de 30.000 produtos de (Biomateriais) estdo sendo usados na area de
saude (SOARES, 2005) como, por exemplo:

e Cardiologia, marcapasso, cateteres, proteses, endovasculares e valvulas
cardiacas;

e Ortopedia, proteses de quadril, joelho e ombro, implantes de coluna,
parafusos bioabsorviveis, cimentos ortopédicos;

e Implantes neurolégicos;

e Terapia renal com equipamentos para hemodidlise;

e Oftalmologia em lentes intraoculares;

e Otorrinolaringologia com proteses.

Na industria farmacéutica também se observa o aumento crescente de
pesquisas utilizando biomateriais como dispositivos de liberacdo controlada de
farmacos (MATTOS e DIAS, 2010). O Centro de Desenvolvimento da
Tecnologia Nuclear (CDTN/MCT) estdo pesquisando mecanismos que soé
passam a agir no paciente quando ele realmente necessitar, em especifico no
caso de tratamento de cancer. Para isso, foram avaliados mecanismos com
substancias biologicamente ativas para aplicacdo durante o periodo necessario
para a terapia (MATTOS e DIAS, 2010). Os pesquisadores conseguiram
manipular essa liberacdo para que ela ocorra em locais e periodos
especificos. Para tanto em um dos sistemas, foram adicionadas nanoparticulas
de magnetita na matriz (considerada a pedra- ima entre as mais magnéticas de

todos os minerais da Terra). Tais particulas agiram como um direcionador para
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guiar o farmaco no ponto especifico onde o tratamento deve ser feito (MATTOS
e DIAS, 2010).

Outros autores também estdo desenvolvendo materiais na area de
nanotecnologia, principalmente no sistema de drug-delivering, onde o farmaco
pode ser liberado exatamente em uma célula cancerosa (P.ALLAKER e REN,
2008). Existem pesquisas na area de biomateriais que trabalham com a
liberacdo controlada de farmacos através de técnicas de microesferas
poliméricas com farmacos associados (PARK e LAKES, 2007). Tais capsulas
trabalhariam durante um determinado periodo de tempo no organismo humano
proporcionando ao paciente um maior conforto por ndo precisar lembrar-se de
tomar um remédio, ja que o farmaco estara sendo liberado constantemente.

As pesquisas no desenvolvimento de biomateriais para a liberacéo
controlada de farmacos estdo em grande avanco em nossa comunidade
cientifica. Pesquisadores buscam conciliar propriedade de seus materiais em
estudo aos farmacos que serdo associados.

2.3 Poli(e-caprolactona) (PCL)

O Policaprolactona (PCL) foi um dos primeiros polimeros sintetizados
pelo grupo Carothers no inicio de 1930 (SINHA, BANSAL, et al., 2004;
WOODRUFF e HUTMACHER, 2010) e tem sido alvo de estudos na area de
biomateriais biodegradaveis, mais especificamente reabsorviveis devido a sua
biocompatibilidade e degradabilidade. O PCL, um poliéster sintético linear
biodegradavel com baixo ponto de fusédo (60°C), € preparado por abertura de
anel e-caprolactona (Figura 5) utilizando os mecanismos de iniciagao radicalar
ou ibnica (DA SILVA, 2011).
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Figura 5- Polimerizacdo por abertura de anel.

Algumas das aplicacdes para o PCL encontradas (Figura 6) sdo: sacos
biodegradaveis, revestimentos superficiais, adesivos, industria automoével
(componentes da suspensdo), industria do calcado, suturas, sistemas de
liberacdo controlada de medicamentos, talas ortopédicas e impressdes
dentarias (NATURPLAS, 2009).

Figura 6- Algumas Aplicacfes para o PCL. (Adaptado de(NATURPLAS, 2009))

Estudos realizados mostram que o PCL é parcialmente cristalino com
cristalinidade entre 40-60%, fator importante na degradacdo de um poliéster
alifatico (ZHAO, TAO, et al.,, 2008), sendo que sua cristalinidade tende a
diminuir com o aumento do peso molecular (WOODRUFF e HUTMACHER,
2010). O PCL é degradavel através de hidrélise enzimatica (FRANCHETTI e
MARCONATO, 2006). Sua hidrofobia € resultado da presenca de grupos
metilénicos ndo-polares e um grupo éster relativamente polar em cada unidade
que se repete. Alta permeabilidade, alta solubilidade e estabilidade ao calor sé&o
outras qualidades associadas ao PCL (DA SILVA,2011).

Todas essas caracteristicas aliadas a sua alta capacidade de formar
blendas foi o que estimulou as pesquisas na area de biomédica durante o
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“‘boom” dos polimeros reabsorviveis nos anos 70 e 80, principalmente em
dispositivos de liberagdo de farmacos (WOODRUFF e HUTMACHER, 2010).
As pesquisas usando o PCL surgiram na area de biomateriais juntamente com
a area de engenharia de tecidos entre 1990 e 2000, os pesquisadores
perceberam que o PCL possuia propriedades elevadas de viscosimetria e
reolégicas que eram facilmente modeladas (WOODRUFF e HUTMACHER,
2010).

O PCL é soluvel em cloroférmio, diclorometano, benzeno, tolueno,
cicloexanona e 2-nitropropano a temperatua ambiente. Tem baixa solubilidade
em acetona, 2- butanona, acetato de etila, dimetilformamida, acetonitrila e
insolivel em &lcool, éter de petroleo e éteretilico (COULEMBIER, DEGE'E, et
al., 2006).

O processo de degradacdo de um polimero bioreabsorvivel é
considerado incialmente homogéneo, gerando oligdbmeros solUveis em &agua
em toda a extensdo do material (BARBANTI, ZAVAGLIA e DUEK, 2005). A
degradacéo se inicia com a hidrélise das ligacfes ésteres produzindo terminais
acidos que podem, ou, ndo serem difundidos para o meio. O material sofrera
uma erosao superficial se a difusdo e solubilizacdo desses produtos forem
significativas, se a taxa de difusdo desses produtos for baixa ocorrerd um
acumulo de &cidos, fazendo com que estruturas densas tenham uma erosao
inicial na superficie, apresentando uma degradacao acentuada no centro (bulk
degradation) (WOODRUFF e HUTMACHER, 2010) esquematizado na Figura 7.
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Figura 7-Modos de degradacdo de polimeros: Erosao Superficial (a) Bioerosao
Interna(Bulk degradation) (b). Degradacdo interna com autocatélise (c).
(adaptada de (WOODRUFF, et al., 2010))

A biodegradacdo do PCL pode ser aprimorada por copolimeros como acido
polilatico e &cido poliglicolico (SINHA, BANSAL, et al., 2004), que é chamada
de degradacdo em massa, podendo ser dividida em duas fases:

(1) Perda de M,, maior que 5000 devido a quebra de cadeia.

(2) Inicio da perda de peso.

Buscando por um modelo tedrico para a degradacéo in-vitro um grupo de
pesquisas em polimeros bioreabsorviveis da Universidade de Regensburg,
Alemanha, liderado pelo Prof. Achim Goépferich, descreve tal processo como
dependente da capacidade de difusdo da 4gua no material, das concentracfes
de ligacdes ésteres hidrolisaveis, da velocidade da hidrélise e também da
geometria e morfologia do material (BARBANTI, ZAVAGLIA e DUEK, 2005).

Apoés a implantacdo do polimero espera-se que a degradacdo ocorra de
forma benéfica ao paciente, onde para o PCL tal degradacéo intra-celular pode
ser evidenciada pela analise de fragmentos absorvidos nos fagossomos dos
macrofogos, células gigantes e dentro dos fibroblastos (WOODWARD,
BREWER, et al., 1985). Devido a degradacdo em massa a cisao hidrolitica das
cadeias e a producao de oligomeros ou monomeros,que se difundem para o
ambiente, é mais rapida que a razdo de intrusdo de agua no polimero. Tais

propriedades de degradacao fazem com que o PCL seja usado em pesquisas
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de liberacdo de farmacos (WOODRUFF e HUTMACHER, 2010), sendo
permeéavel a drogas lipofilicas podendo ser usado na liberacdo de esteroides
(KOST, 1995). O PCL possui uma superficie esponjosa com poros de 5 a 10
um (ARRUDA, QUEIROZ e HIGA, 2003) sendo também aplicavel a estudos
onde 0 mesmo agiria como um cimento 6sseo em forma de um compdsito com
hidroxapatita (DA SILVA, 2011). Nos locais onde o PCL se degrada abre um
espaco ao novo tecido que é formado, propriedade que também pode ser
aplicadas para a liberacdo de farmacos onde poderiamos associar tais
farmacos a esses microporos. Tal estudo dependeria de uma analise do
processo de degradacgéao do PCL-UNIFEI.

Estudos sobre a degradacdo in vivo do PCL relatam que sua total
degradacédo ocorre por volta de 1 a 3 anos dependendo da massa molecular do
dispositivo ou implante (JAMEELA, SUMA e JAYAKRISHNAN, 1997),
caracterizando assim um bom material para a liberagéo prolongada de drogas
no organismo. Alguns fatores que podem diminuir o tempo de degradacao de
um polimero séo: a cadeia principal do polimero e as extremidades da cadeia
apresentarem caracteristicas mais hidroliticas e reativas, cadeias poliméricas
menos cristalinas, mais porosa ou menor tamanho do polimero (ALMEIDA,
2003).

No presente trabalho usamos um PCL polimerizado por abertura do anel
e-caprolactona induzida por lodo (QUEIROZ, FRANCA, et al., 2002; ALMEIDA,
2004). O PCL-UNIFEI apresenta 6timas caracteristicas para aplicacdo na area
biomédica por ndo ser degradado por bactérias, fungos e virus (ARRUDA,
QUEIROZ e HIGA, 2003). O Polivinil Pirrolidona lodo (PVPI) é muito utilizado
no meio hospitalar na desinfeccdo de ferimentos e antes de procedimentos
cirtrgicos, dado as caracteristicas associadas temos que o polimero PCL-
UNIFEI por ser polimerizado na presenca de lodo possui caracteristicas
antivirais, bacterianas e fungicidas.

2.4  Poli-e-caprolactona e Sistemas de Liberagdo Controlada de

Farmacos.

A Liberacdo de farmacos utilizando capsulas e comprimidos foram os
primeiros dispositivos fabricados utilizando polimeros para mascarar o odor e

sabor desagradaveis, protegendo o farmaco de condicbes agressivas do meio
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ambiente (luz e umidade) e do microambiente fisioldgico e auxiliando no
processo produtivo para modular a liberacdo do farmaco (VILLANOVA,
OREFICE e CUNHA, 2010). Polimeros sdo usados na area farmacéutica
devido a sua biodegradabilidade, biocompatibilidade e valor de producéo
(RAIZADA, BANDARI e KUMAR, 2010). Polimeros naturais, naturais
modificados e sintéticos sdo empregados como excipientes farmacéuticos para
a formulagéo de cosméticos e medicamentos de liberacdo convencional e de
liberacdo modificada (VILLANOVA, OREFICE e CUNHA, 2010).

Os sistemas de liberacdo de farmacos trabalham com dispositivos que
possam dosar melhor, por mais tempo e em &reas especificas farmacos
especificos, ou seja, que precisam agir em certas areas do corpo (RAIZADA,
BANDARI e KUMAR, 2010). Dentre os beneficios dos sistemas de liberacdo
controlada de farmacos temos uma maior eficacia terapéutica a partir da
degradacéo da matriz com: (BARBANTI, 2006)

i.  Diminuicdo significativa da toxicidade e maior tempo de
permanéncia na circulacao;

ii. Administracdo segura (sem reacfes inflamatérias locais) e
conveniente (menor nimero de doses);

iii. Direcionamento a alvos especificos, sem imobilizacdo
significativa das espécies bioativas;

iv. Tanto substancias hidrofilicas quanto lipofilicas podem ser
incorporadas.

Além da biocompatibilidade um dispositivo implantado no organismo
usado para a liberacédo de drogas, deve ter componentes quimicamente inertes,
nao carcinogénicos, hipoalergénicos, mecanicamente estaveis e ndo devem
causar resposta inflamatoria no local onde foi implantado (SERRANO,
PAGANIA, et al., 2004). Biodegradaveis ou ndo os polimeros utilizados para
liberacdo controlada, podem ser classificados em matriciais (ou monoliticos) e
reservatorios. Em sistemas biodegradaveis poliméricos matriciais o farmaco
encontra-se disperso na matriz ou adsorvido na sua superficie e é liberado por
difusdo pelos poros da matriz, por degradacao do polimero ou ambos, a taxa
de liberagdo depende da escolha do polimero. Nos polimeros utilizados como

reservatorios, o farmaco encontra-se em uma cavidade central envolta por uma
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membrana polimérica que controla sua taxa de liberacéo, para esse sistema
existem membranas, capsulas, monocapsulas, lipossomos e fibras ocas
(SANTOS, 2010). Quando sédo utilizados polimeros nao-biodegradaveis a
liberacdo do farmaco ocorre também apenas por difusdo pela membrana. Os
sistemas controlados quimicamente usam a erosdo dos polimeros que resulta
na absor¢cdo dos residuos pelo organismo. Quando existem ligacdes
covalentes entre o farmaco e o polimero pode haver liberacdo por quebra da
ligacdo pela acdo da agua ou de enzimas (BARBANTI, 2006).

Dentre os polimeros usados como matriz polimérica na liberacao
controlada de farmacos os mais utilizados sé@o os poliésteres alifaticos de homo
e copolimeros derivados de poli(acido latico) (PLA) e poli(acido glicolico) (PGA)
devido a suas propriedades de biodegradabilidade e biocompatibilidade e por
apresentarem propriedades terapéuticas que sdo ainda melhoradas quando em
forma de microesferas.

Pesquisas usando o PCL (um poliéster alifatico) na liberacdo de farmacos
tornaram-se mais frequente devido a sua alta permeabilidade a muitas drogas
e sua nao toxicidade (CHAWLA e AMIJI, 2002; SINHA, BANSAL, et al., 2004;
ZHANG, TANG, et al., 2010; MA, ZHENB, et al., 2011).

No presente trabalho a principal finalidade foi a associacdo de farmacos
ao PCL-UNIFEI como matriz polimérica. As propriedades que o PCL-UNIFEI
apresentou em trabalho anterior como a boa aderéncia a tecidos e uma boa
citotoxicidade (DA SILVA, 2011) sédo de grande utilidade, para o
desenvolvimento de dispositivos para a liberagcédo de farmacos.

2.5 Biocompatibilidade da Poli-e-caprolactona

A biocompatibilidade visa estudar as propriedades mecanicas, fisicas,
quimicas, alergénica e multigénica e o potencial citotoxico do material de
maneira que ele e nem o organismo atuem de forma agressiva um ao outro.
Podemos dizer entdo que um biomaterial ndo exerceu seu objetivo quando
uma reacdao infecciosa causa uma interacao imunolégica, essas interacdes sao
definidas pelos postulados de Koch (RATNER e BRYANT, 2004):
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1. A presenca do agente deve ser sempre comprovada em todos os
individuos que sofram da doenca em questéo e, a partir dai, isolada em
cultura pura.

2. O agente causador da doenca em questdo nao pode ser encontrado em
individuos saudaveis.

3. Uma vez isolado, o agente deve ser capaz de reproduzir a doengca em
guestdo, apos a sua inoculacdo em animais experimentais.

4. O mesmo agente deve poder ser recuperado desses animais

experimentalmente infectados e de novo isolado em cultura pura.

No caso em questdo, um material biocompativel quando em contato com
uma cultura de células (testes in-vitro), por exemplo, ndo pode gerar antigenos
causando uma resposta imunoldgica. Caso apresente, o material ndo esta
sendo aceito pelo hospedeiro nao correspondendo a um material
biocompativel.

Atualmente existem varios tipos de materiais biocompativeis, para a area
biomédica os biocompativeis séo utilizados tanto em processos de recuperacao
celular quanto em implantes temporarios ou permanentes (SERRANO,
PAGANIA, et al., 2004). Implantes temporarios geralmente ndo degradam, ou
seja, apenas auxiliam no processo de recuperacdao do paciente e depois séo
retirados do mesmo. Ja os implantes utilizados no processo de recuperacao
celular ou atuando juntamente com uma prétese permanente precisam dar
espaco ao novo tecido que serd reconstituindo, sendo assim, ele precisa
degradar no meio. Tal processo de degradacédo deve ser analisado em escala
nano meétrica verificando as interacdes entre os mondémeros e oligbmeros
liberados durante a degradacdo do polimero, de forma que essas particulas
nao afetem os tecidos que estdo sendo formados (HUEBSCH e MOONEY,
2009). Biocompatibilidade pode ser definida entdo como a habilidade de um
material em realizar uma resposta adequada do implantado ao implante e néo
deixar residuos téxicos ou efeitos de gradativos em sistemas biologicos
(SERRANO, PAGANIA, et al., 2004).

O desenvolvimento dos estudos na area de crescimento de tecidos
vasculares, proteses e liberacdo controlada de farmacos envolvem o

desenvolvimento de materiais biocompativeis, alguns polimeros s&o mais
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utilizados nesses processos séao: poli(lacto-acido) (PLA), poli(glico-acido) (PGA)
e poli(e-caprolactona) (PCL) (COPPINII, DUARTE, et al., 2006).

Alguns estudos na area de materiais biocompativeis envolvendo PCL tem
tido sucesso como, por exemplo, o autor Serrano et al 2004 que estudou a
bicompatibilidade de filmes de PCL associado a fibroblastos L929 de
camundongos. Foram realizados testes in-vivo e in-vitro. Tais testes provaram
que filmes de PCL quando associado a células no caso fibroblastos L929 de
camundongos possuem uma boa adeséo, crescimento, viabilidade, atividades
mitocondriais e morfologia. Provando assim que o PCL é um material
biocompativel podendo ser usado para scaffold vasculares (SERRANO,
PAGANIA, et al., 2004).

O PCL também tem sido usado na area de regeneracao de tecidos 0sseos
(COPPINII, DUARTE, et al., 2006), foram feitos testes em cultura de células

(osteoblastos) onde apresentou boa aderéncia aos corpos de prova, no estudo.
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3. Objetivos
3.1 Objetivo Geral

Estudar as propriedades fisico-quimicas do polimero PCL-UNIFEI e
comparar ao polimero comercial PCL-Sigma (Sigma-Aldrich) quanto a sua
capacidade de liberacdo prolongada dos farmacos acidos acetilsalicilicos (AAS)

e tetraciclina (Tr).

3.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar a microestrutura do PCL e sua associagdo com 0s
farmacos AAS e Tr utilizando as técnicas fisico-quimicas
espectroscopia no infravermelho por Transformadas de Fourier e
analise térmica (TGA, DSC).

e Determinar o peso molecular viscosimétrico do PCL sintetizado
utilizando medidas de viscosidade intrinseca.

e Estudar as caracteristicas de liberacdo dos farmacos AAS e Tr de
ambos PCL’s, comercial de alto peso molecular M,,=60.000g/mol
(Sigma-Aldrich) e, PCL de baixo peso molecular sintetizado na
Unifei (My=35.900 g/mol) (ARRUDA, QUEIROZ e HIGA, 2003).
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4. Materiais e Métodos

4.1 Obtencéo do polimero PCL

O polimero poli(e-caprolactona) sintetizado na Unifei (PCL-UNIFEI) foi
sintetizado através da polimerizagdo induzida por reacdo de complexo de
transferéncia de carga (CTC) conforme trabalhos ja publicados pelo grupo de
pesquisa (QUEIROZ, FRANCA, et al., 2002). O mondmero e¢-caprolactona
(Aldrich) foi adicionado ao reator de polimerizacdo e o sistema foi purgado com
N2(g) por 10 minutos. lodo ressublimado (Quimesp Ltda) foi adicionado ao
sistema reacional no intervalo de concentracdes de 0,20-0,60 mM. A reacéo de
polimerizagdo foi conduzida isotermicamente por 8 horas em atmosfera e
temperaturas ambiente (101,3 kPa; 25°C). A reacdo foi interrompida pela
adicao de etanol para precipitacdo do polimero resultante, PCL. O iodo residual
foi removido do polimero ap6s tratamento com solucéo de tiossulfato de sédio
(NaS,03, Merck) 1M e agitacdo constante por 24 horas a temperatura
ambiente (25°C).

O polimero PCL comercial foi obtido da empresa Sigma-Aldrich (Brasil)
foi utilizado sem purificacdo posterior. O polimero adquirido possui massa
molar igual a M,, 60.000.

4.2 Confeccao dos corpos de prova de PCL’s contendo AAS ou Tr pela

técnica de evaporacao do solvente

Para o preparo dos conjugados de PCL/AAS ou PCL/Tr, dissolveu-se 1g
de PCL-UNIFEI em p6 em 50mL de Cloroférmio. Apds a dissolucdo do
polimero adicionou-se 50mg dos farmacos AAS ou Tr, mantendo-se o sistema
sob agitacdo magnética constante a temperatura ambiente (25°C) até total
dissolucédo dos farmacos. A solucao foi acondicionada em placa de Petri e 0
solvente foi evaporado em dissecador sob vacuo por 48 h a temperatura
ambiente (25 °C). Obtiveram-se corpos de prova no formato de discos
(comprimidos) com 10 mm de didmetro e 1 mm de espessura, que foram
prensados a temperatura ambiente (25°C) em uma prensa mecanica por 2min

com 2,5 toneladas em molde de aco inoxidavel 316 NL.
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Os farmacos Tetraciclina (Tr) e Acido Acetilsalicilico (AAS) foram
escolhidos por serem antibidtico e anti-inflamatério classicos, ou seja,
extensivamente utilizados no tratamentos de véarias doencas. O AAS € pouco
utilizado em associacdo com o PCL, apesar de apresentar bons resultados
quando utilizado em associacdo com outros polimeros como Eudragit L-100 e
L-30D-55 (RIEUMONT, DUPEYRON, et al., 2008). A Tr utilizada com o PCL
em blenda com Hidroxapatita (KIM, KNOWLES e KIM, 2004) apresenta bons

resultados na regeneracéo 6ssea.
4.3 Caracterizagdo Fisico-Quimica dos sistemas obtidos

A espectroscopia UV-vis foi utilizada para o preparo das curvas de
calibragcédo dos sistemas AAS e Tr. O espectro de absorcao ultravioleta (UV-vis)
foi realizado utilizando um espectrofotdmetro Varian modelo Cary 50.

O espectro de Infravermelho por Transformada de Fourier das amostras
PCL-Sigma, PCL-UNIFEI e dos sistemas de seus conjugados com Tr e AAS foi
realizado em um espectrometro Perkin Elmer, modelo Spectrum 100 no
intervalo de comprimentos de onda de 400 a 3900 cm™. As amostras foram
analisadas em forma de p6 tanto para os polimeros (PCL-UNIFEI e PCL-
Sigma) puros quanto para as amostras associadas aos farmacos.

A temperatura de fusdo e o indice de cristalinidade do polimero puro e
associado aos farmacos foram analisados por -calorimetria exploratoria
diferencial (DSC) usando um analisador térmico Shimadzu modelo DSC-60. As
analises foram efetuadas em O no intervalo de temperaturas de 20°C a 600°C
com uma velocidade de aquecimento de 10 °C.min™.

A estabilidade térmica dos sistemas obtidos (PCL-Sigma, PCL-UNIFEI,
PCL-Sigma/AAS/Tr e PCL-UNIFEI/AAS/Tr) foram analisados em O; no
intervalo de temperaturas de 20°C a 600°C e uma velocidade de aguecimento

de 10 °C.min™ por termogravimetria (TGA).

4.4  Determinacao da viscosidade intrinseca

O peso molecular viscosimétrico do PCL-UNIFEI e PCL-Sigma foi

determinado por um viscosimetro de Ostwald, onde foi observado o
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tempo de escoamento do material diluido em Tetraidrofurano (THF) e

Cloroférmio respectivamente.

4.5 Estudo da liberacdo de Acido Acetilsalicilico (AAS) e Tetraciclina

(Tr) em Solucgéo Fisiolégica Salina

O estudo da liberacdo de AAS e Tr das matrizes poliméricas (PCL-
Sigma ou PCL-UNIFEI) foi efetuado em solucéo fisiologica salina (pH 6,0) a
temperatura ambiente (25 °C). Analisou-se a quantidade de AAS liberada em
fungcdo do tempo por espectroscopia UV-vis (Varian, modelo Cary 50)
utilizando-se para 0 AAS Amax de 280nm e Amax de 359nm para a Tr. As curvas
de calibragdo para o AAS e Tr foram preparadas nos intervalos de
concentragdes de 138,8 nM a 1,1uM (AAS) e de 3,1uM a 49,9uM (Tr).
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5. Resultados e Discussao

5.1 Caracterizacao Fisico-Quimica do PCL-UNIFEI e PCL-Sigma
5.1.1 Caracterizacdo espectroscopica (FTIR)

A Figura 8 e apresenta os espectros FTIR do PCL-UNIFEI. O espectro de
FTIR demonstra o polimero PCL-UNIFEI e apresenta bandas caracteristicas do
poliéster alifatico PCL, tais como as vibracdes caracteristicas do estiramento
das unidades repetitivas a 1293 cm™, e uma intensa banda de absorcdo a 1720
cm™ atribuida as ligagdes éster, -C(=0)O-CH,-, caracteristicas da estrutura do
PCL (RICHARDSON, JACQUELINE, 2011). Observa-se também os valores de
294519 cm™ e 2865,94 cm™ correspondente a ligacdo CH, assimétrica e
simétrica respectivamente. E o valor de 1171,86 cm™ correspondendo a ligacéo

COC simétrica que podem ser obervadas na Figura 9.

PCL-UNIFEI I

100

80 1
2865,94cm’

2945,19¢m™

D
o
1

1293,16cm™

N
o
1

Transmitancia(%T)

20 1171,86cm™

1720,42cm™

0 T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

NGmero de onda (cm™)

Figura 8- Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) do PCL-UNFEI puro.

A Tabela 1 apresenta as atribuicdes das principais bandas de absorcéo
no espectro vibracional observados.
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Tabela 1- Bandas de absorcdo experimental para o PCL-UNIFEI.
Principais absorcées na regido do IV Valores (cm™)

Vas CH2 2945,19
vs CH> 2865,94
v C=0 1720,42
v C-O 1293,16
vs COC 1171,86
_ 1 —
m*-.*-..ﬁlij—{[ﬂ:l—lzjﬁ IR O

Estrutura quimica do PCL

Figura 9- Representacgao da estrutura molecular do Poli(e-caprolactona).

A sobreposicdo dos espectros FTIR do PCL-Sigma e do PCL-UNIFEI
Figura 10, permite observar a existéncia de valores extremamente semelhantes
0 que indica a abertura do anel aromatico €-caprolactona como ja relatado em
trabalhos anteriores (ARRUDA, QUEIROZ e HIGA, 2003).
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Espectro FTIR PCL-UNIFEI PCL-Sigma I
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Figura 10- Espectro Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR-ATR) PCL-
UNIFEI PCL-Sigma.

5.1.2 Caracterizacdo termogravimétrica (TGA)

Os resultados obtidos através da TGA do PCL-UNIFEI e PCL-Sigma
estdo mostrados na Figura 11. Ambos os polimeros, PCL-UNIFEI e PCL-Sigma
apresentaram uma regido principal de perda de massa com onset a 225 °C,
relacionada a quebra das ligacdes ésteres (WOODRUFF e HUTMACHER,

2010). A completa decomposicao dos polimeros ocorreu a 475°C sob Os.
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Curva TGA para o PCL-Sigma e PCL-UNIFEI sob atmosfera de ar I
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Figura 11- Curvas termogravimétricas do PCL- UNIFEI e PCL-SIGMA.
5.1.3 Calorimetria exploratéria diferencial

As curvas obtidas por calorimetria exploratoria diferencial (DSC) para os
polimeros PCL-UNIFEI e PCL-Sigma sdo mostradas na Figura 12, foram
realizadas para obter a estabilidade térmica dos polimeros. O instrumento foi
calibrado com o elemento quimico indio (Tm =156,4°C, AH,, = 28,47 kJ/Kkg). As
analises térmicas de DSC demonstram que ambos os PCL’s, PCL-UNIFEI e
PCL-Sigma sdo materiais com diferentes graus de cristalinidade. O PCL-
UNIFEI apresentou pico endotérmico de fusdo (Tm) a 57,8 °C e o PCL-Sigma a
53,04 °C. As entalpias de fusdo (AHp) para o PCL-UNIFEI e PCL-Sigma foram
iguais a 106,8 J/g e 69,36 J/g, respectivamente.

Uma vez que valores de entalpias de fusdo mais elevados sugerem
ligagBes quimicas mais estaveis e, portanto, mais energia serd necessaria para
romper as interacdes no estado sélido. O grau de cristalinidade em ambos os

PCL’s foi calculado por:
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Xe=22x 100 (

m

sendo AH0 calor de fusdo do PCL (UNIFEI ou Sigma) e AH& o calor de

fusdo do polimero PCL 100% cristalino (AH; PCL = 146,0 J/g ) (CHIELLINI e
SOLARO, 1996;VOGELSANGER, FORMOLUO, et al., 2003).

A cristalinidade calculada para os polimeros PCL-UNIFEI e PCL-Sigma
foram iguais a 73% e 47,5%, respectivamente. Observa-se que, no caso do
PCL-Sigma (comercial), as formas de degradacdo provenientes do
processamento desse material podem ser capazes de alterar sua cristalinidade
0 que leva a diminuicdo da fragéo cristalina, aumentando, por consequéncia, a
fracdo amorfa (BYRRO, MIYASHITA, et al., 2009). Essas mudangas estruturais
podem resultar na reducao da resisténcias mecanica e térmica e a ataques do
fluido fisiologico (biodegradabilidade). Ao mesmo tempo, baixa cristalinidade do
PCL-Sigma pode gerar uma capacidade maior de permeacdo da agua na
fracdo amorfa, facilitando com isso a hidrolise do material (WOODRUFF e
HUTMACHER, 2010).

Analisando-se as curvas de DSC na Figura 12 verifica-se a existéncia de
apenas um pico de fusdo o que sugere uma boa homogeneidade quanto a
distribuicAo de cadeias poliméricas relativamente a massa molar média.
Percebe-se que o PCL-UNIFEI gera um valor significativamente mais elevado
do calor de fuséo e da cristalinidade total quando comparado com a amostra
PCL-Sigma, que pode estar relacionado as condi¢cdes de sintese do material
(PCL-UNIFEI). Observa-se ainda na Figura 12, um ombro largo entre 125 °C e
200 °C, fato esse que parece indicar a presenca de cadeias poliméricas
menores do que a massa molar média (BYRRO, MIYASHITA, et al., 2009).
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Figura 12- Curva DSC do PCL- UNIFEI e PCL- SIGMA

5.1.4 Determinacdo do peso molecular viscosimétrico

Para a determinacao do peso molecular viscosimétrico do polimero PCL-

UNIFEI, determinou-se a viscosidade intrinseca utilizando-se um viscosimetro

de Ostwald. Foram preparadas solucées de PCL em tetraidrofurano (THF) nas
concentracbes de 0,8, 1,6, 3,2 4,0, 8,0, 10,0, 12,0 g/L. Calibrou-se o
viscosimetro com o solvente THF a temperatura ambiente (25 °C). A Tabela 2

mostra o tempo de escoamento para o THF e para cada solucéo de PCL.

Tabela 2- Medidas do tempo de escoamento para o THF. As medidas
foram efetuadas a temperatura ambiente (25 °C).

THF Tempo de escoamento
(s)
tl 0,4384
t2 0,4403
t3 0,4393
t4 0,4378
t5 0,4363
t6 0,4384
Média 0,4384
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A partir da Tabela 2 calculou-se o tempo de escoamento do THF (t,). O
valor obtido para to foi igual a 0,4384 + 0,001237 s.

As medidas do tempo de escoamento para as solu¢cdes de PCL-UNIFEI

sdo apresentadas na Tabela 3. As medidas do tempo de escoamento foram

obtidas iniciando-se da solu¢do mais diluida para a mais concentrada.

Tabela 3- Medidas do tempo de escoamento para as solu¢gdes de PCL-UNIFEI.

Concen- tl t2 t3 t4 t5 t6 t7 t8 t9 t10 Mé-
tracao (g/L) (s) (s) (s) (s) (s) (s) (s) (s) (s) (s) dia
0,8 o4 04 04 04 04 04 04 04 04 04 043
397 391 378 384 375 369 391 388 372 378 823

1,6 04 04 04 04 04 04 04 04 04 04 043
378 359 39 404 369 394 394 385 369 372 814

3,2 o4 04 04 04 04 04 04 04 04 04 044
394 412 416 384 372 387 419 418 412 4 014

4 o4 04 04 04 04 04 04 04 04 04 043
407 393 396 363 409 369 422 391 394 384 928

8 04 04 04 04 04 04 04 04 04 04 045
544 559 588 575 619 594 654 616 538 556 843

10 o4 04 04 04 04 04 04 04 04 04 0,45

6 55 572 622 588 509 582 587 541 578 729

12 o4 04 04 04 04 04 04 04 04 04 047
919 894 657 872 715 794 672 7 706 846 775

O peso viscosimétrico do PCL-Sigma foi determinado utilizando-se como

solvente o cloroférmio. Foram feitas concentracdes de 4,06, 8,12, 10,15, 12,28,

14,21 e 16,24 g/L. Calibrou-se, assim como para o THF, o viscosimetro com o

solvente Cloroformio a temperatura ambiente (25°C).

Tabela 4- Medidas do tempo de escoamento para o Cloroférmio. As medidas
foram efetuadas a temperatura ambiente (25 °C).

Cloroférmio Tempo de escoamento

(s)
tl 227
t2 228
t3 228
t4 230
t5 229
t6 229

30



Meédia 228,5

A partir da Tabela 4 calculou-se o tempo de escoamento do Cloroférmio
(t,’). O valor obtido para to foi igual a 228,5 + 1,0 s.

As medidas do tempo de escoamento para as solugdes de PCL-Sigma
sdo apresentadas na Tabela 5. As medidas do tempo de escoamento foram

obtidas iniciando-se da solucdo mais diluida para a mais concentrada.

Tabela 5- Medidas do tempo de escoamento para as solu¢bes de PCL-Sigma.

Concentracao t1 t2 t3 t4 t5 t6 t7 t8 t9 t10 Medi
(Q/L) () (8) (8) (8) (5) (s) (s) (s) (s) (s) a

406 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 3054
5 5 5 7 4 5 5 8 5 5

8,12 37 38 37 38 38 37 38 38 37 37 3788
8 1 7 00 6 0 0 8 8

10,15 46 46 46 45 46 46 46 46 46 46 4625
0 3 5 9 0 4 3 0 6 5

12,18 52 52 52 52 52 53 53 52 52 52 5272
6 5 8 6 7 0 0 8 6 6

1421 59 59 59 59 59 59 59 59 59 59 5913
2 1 0 3 4 0 1 2 0 0

16,24 71 v1 v1 YO0 71 Y1 71 71 71 71 712,77
0 6 5 9 5 0 4 1 7 0

A partir dos dados das Tabela 3 e Tabela 5 calculou-se a viscosidade
reduzida para cada concentracdo das solu¢cdes de PCL-UNIFEI e PCL-Sigma
através da e Equacéo (2) (WERNER e CLASEN, 2004):

Nesp
Nred = C (2)

Sendo nesp Viscosidade especifica e C a concentracdo em g/L.

Para o calculo da viscosidade especifica utilizou-se a Equacdo (3)
(WERNER e CLASEN, 2004):
t—to
Nesp = T ()
Sendo ty constante geométrica do capilar com THF e ty’ com cloroférmio, t
tempo de escoamento para cada concentracdo de PCL-UNIFEI e PCL-Sigma
em THF e cloroférmio respectivamente.

Os dados obtidos para a viscosidade especifica (Tabela 6 e
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Tabela 7) e viscosidade reduzida (Tabela 8 e Tabela 9) para as solucdes de
PCL-UNIFEI e PCL-Sigma.

Tabela 6- Viscosidade Especifica para as solu¢cbes de PCL-UNIFEI:
Concentracdo g/L Viscosidade especifica

0,8 -0,00043
1,6 -0,00063
3,2 0,003931
4 0,001969
8 0,045649
10 0,043049
12 0,089717

Tabela 7- Viscosidade Especifica para as solu¢fes de PCL-Sigma:
Concentracao g/L Viscosidade especifica

4,06 0,33654267
8,12 0,657768053
10,15 1,024070022
12,18 1,307221007
14,21 1,587746171
16,24 2,119037199

Tabela 8- Viscosidade reduzida para as solu¢gbes de PCL-Sigma:

Concentracao g/L Viscosidade reduzida

4,06 0,082892283
8,12 0,081005918
10,15 0,100893598
12,18 0,107325206
14,21 0,111734424
16,24 0,130482586

Tabela 9- Viscosidade reduzida para as solucdes de PCL-UNIFEI:
Concentracao g/L Viscosidade reduzida

0,8 -0,00053
1,6 -0,00039
3,2 0,001228

4 0,000492
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8 0,005706
10 0,004305
12 0,007476

As viscosidades intrinsecas das solu¢des de PCL-UNIFEI e PCL-Sigma

podem ser obtidas a partir da andlise de regressao linear, conforme mostrado

na Figura 13 e Figura 14.
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0,008

’ Concentragdo em fungdo da Viscosidade Reduzida I

7,43724E-£

Concentracdo g.L™"

l/'
e Y=A+B*X
0,006 /"/
u /, Parameter Value Error
e
0.004 e n A -0,00137 6,6703E-4
' /,/ B 7,03663E-4 9,60718E-5
/,/'
/,//
0.002 1 - R sD N P
},/
/" n 0,95642 0,00102 7
0,000 /
=
e
yd

-0,002 T T T T T T T T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12

Figura 13- Determinag&o da viscosidade intrinseca [n]do PCL-UNIFEI por
regressao linear.
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Figura 14- Determinagdo da viscosidade intrinseca [n] do PCL-Sigma por

regressao linear.
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A andlise dos graficos das Figura 13 e Figura 14 fornecem os valores de
[n] para o PCL-UNIFEI e PCL-Sigma iguais a 71 mL/g e 2,89mL/qg,
respectivamente. Utilizando-se a equacéo de Mark-Houwink Sakurada, o valor
das massas molares viscosimétricas (Mv) do PCL-UNIFEI e PCL-Sigma podem
ser calculadas (HALPERN e MCBANE, 2006). A Equacdo de Mark-Houwink
Sakurada (WERNER e CLASEN, 2004)é dada pela equacéo 4:

[n] = K M* ()

Manipulando a equacéo 4 temos que:

Substituindo K por 13,06 x 10>, a por 0,746 e os valores da viscosidade
intrinseca do PCL encontrados obtém-se a massa molar viscosimétrica para o
PCL-UNIFEI de 48,763 kDa. Para o PCL-Sigma utilizou-se os valores K por
1,298 x 10~%, a por 0,828 e obteve-se a massa molecular viscosimétrica de
178,14 kDa.

5.1.5 Espectroscopia no Ultravioleta dos compostos PCL-UNIFEI e PCL-
Sigma

A espectroscopia na regido do ultravioleta proximo se baseia na
absorcdo da radiacdo eletromagnética na regido de 200-380 nm, dependendo
da estrutura eletrbnica da molécula (SILVERSTEIN, WEBSTER e KIMLE,
2005). A absorcao de radiagdo produz modificacdes da energia eletrbnica da
molécula em consequéncia de transicdes dos elétrons de valéncia, implicando
na excitacdo de um elétron de um orbital molecular ocupado ao primeiro orbital
de energia superior (EISBERG e RESNICK, 1979). Um espectro na regido do
ultravioleta obtido diretamente do equipamento Varian, Cary 50, € um grafico
de numeros de onda versus a intensidade da absorcdo. Isto permite a
identificacdo de bandas especificas para determinadas estruturas eletrénicas
presentes na molécula (SILVERSTEIN, WEBSTER e KIMLE, 2005).
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A Figura 15 apresenta as possiveis transi¢cdes eletrénicas do PCL e a
Figura 16 apresenta os espectros de absor¢do de ambos os polimeros, PCL-
UNIFEI e PCL-Sigma.
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Figura 15- Transi¢des eletrénicas do PCL.
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Figura 16- Espectro de absorgédo na regido UV-Vis poli(e-caprolactona), PCL, em
tetrahidrofurano (THF) PCL-UNIFEI e PCL-Sigma em THF.

Observa-se na Figura 16 uma banda de absorcdo a 280 nm,
caracteristica das transicbes m-t* como pode ser observado na Figura 15. As
transicdes nos orbitais moleculares 8-6* ocorrem na regidao de 100-200 nm e
portanto ndo sao visiveis a pressao atmosférica normal.
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Varios polimeros vém sendo investigados ha pelo menos trés décadas
para a producdo de sistemas de liberacdo controlada de farmacos (TZE-WEN
CHUNG, 2010). Aspectos como a escolha da matriz polimérica e o
processamento sdo de fundamental importancia em relacdo a capacidade de
incorporacdo da substancia bioativa, cinética de liberacdo e producdo de
sistemas de tamanho reduzido com maior area superficial (MANADAS, PINA e
VEIGA, 2002). Estes sistemas permitem a liberacdo do farmaco no sitio alvo
com aumento dos beneficios terapéuticos e diminuicdo dos efeitos colaterais
(MANADAS, PINA e VEIGA, 2002).

Existem véarios métodos para de obtencdo de sistemas poliméricos de
liberacdo de farmacos, com destague para o método de evaporacdo por
solvente. Neste método, o polimero é dissolvido em um solvente apropriado e a
espécie bioativa dispersa ou dissolvida na solucdo polimérica. A dispersao
resultante €, entdo, submetida a evaporacdo do solvente sob vacuo ou a
presséao normal.

Neste trabalho, a técnica de evaporacao do solvente foi utilizada para o
preparo de PCL-UNIFEI e PCL-Sigma contendo os farmacos AAS e Tr. Com o
intuito de caracterizar tais sistemas, foram avaliadas as caracteristicas
microestruturais aos niveis espectroscopico, térmico, além da determinacao do
perfil de liberacdo a partir de cada sistema. Os resultados sdo descritos a

seqguir.

5.1.6 PCL-UNIFEI/AAS e PCL-Sigma/AAS
5.1.6.1 Andlise FTIR

A Figura 17 ilustra a estrutura quimica do AAS bem como 0s grupos
funcionais ativos na regido infravermelha (400-4000 cm-1) do espectro.
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Figura 17- llustracdo da estrutura do AAS. Os numeros indicam 0S grupos
funcionais responséaveis pela absor¢do de radiagcdo na regido infravermelho do
espectro eletromagnético (500-4000 cm™). (Adaptado de (NAFISI, BAGHERI
SADEGHI e PANAHYAB, 2011)).

O espectro FTIR do AAS é mostrado na Figura 18. Observam-se no
espectro FTIR do AAS as bandas de absorcéo a 1605 cm™, correspondente a
absorcéo pelo anel aromatico (Figura 17, (3)) e bandas de absorcdo a 1680 e
1750 cm™, que correspondem & absorcdo das carbonilas (Figura 17, (1))
presentes na molécula. A banda de absorcdo a 1680 cm™ corresponde a
absorcdo C=C do anel aromatico (Figura 17, (3)). As bandas de absor¢ao
observadas entre 2500 e 3500 cm™ corresponde & presenca da funcéo &cido
carboxilico no AAS (Figura 17, (2)) (PAIVA, LAMPMAN, et al., 2010).

Conforme pode ser observado na Figura 19 todos os espectros
apresentaram as mesmas bandas de absorcao presentes no espectro do PCL-
UNIFEI (Figura 10) e AAS (Figura 18). Entretanto, no espectro, € possivel
observar deslocamentos significativos nos estiramentos assimétricos de C-H
em 2850 cm™ e 2952 cm? (WANG, CHEUNG e MI, 2002). Por fim, os
deslocamentos das bandas centradas em 1400-1538 cm™ e 2500-2840 cm™
sdo atribuidas as deformacdes axiais simétricas e assimétricas do grupo
carboxilato da aspirina que sofreram significativa diminuicdo na intensidade. As
observacdes do espectro FTIR sugerem interacdo parcial entre o farmaco AAS
e o PCL-UNIFEI, provavelmente por formagcao de ligagbes de hidrogénio. O
mesmo ocorre para o conjugado PCL-Sigma/AAS como pode ser obervado na

Figura 20.
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Figura 18 - Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) do Acido

Acetilsalicilico (AAS).
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Figura 19-Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) do PCL-UNFEI/AAS.
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Espectros na regido do Infravermelho do PCL-UNIFEI/AAS e PCL-Sigma/AAS I
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Figura 20- Comparacdo dos espectros na regidao do infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR).

5.1.6.2 Caracterizagdo Termogravimétrica

A Figura 21 mostra a andlise termogravimétrica do AAS e dos
conjugados PCL-UNIFEI/AAS e PCL-Sigma/AAS. A curva TG obtida para o
AAS mostra perdas de massas em duas etapas. A primeira etapa mostra uma
perda de aproximadamente 60%, e a segunda, mostra uma perda de massa
em torno de 40%, e vai até 250 °C. A primeira etapa sugere a perda de acido
acético e na segunda etapa, a decomposicdo do acido salicilico. A presenca de
residuo parece indicar a formacdo de um dimero do AAS durante 0 processo
de degradacéo térmica (SILVA, MELO, et al., 2004)

Através da andlise termogravimétrica dos conjugados PCL-UNIFEI/AAS
e PCL-Sigma/AAS foi constatado que estes possuem mais de uma etapa de
degradacdo. Todos os conjugados, porém, apresentaram um perfil Unico de
degradacé&o, ndo havendo diferenga significativa entre as temperaturas em que

a mesma ocorre.
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Curva TGA do AAS e os conjugados de PCL-UNIFEI e PCL-Sigma. I
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Figura 21- Analise termogravimétrica do AAS e dos conjugados PCL-UNIFEI/AAS
e PCL-Sigma/AAS em O,.

5.1.6.3 Anélise DSC

A analise por DSC propicia informacbes importantes no ambito
farmacotécnico tais como a pureza dos principios ativos utilizados,
compatibilidade do polimero com o farmaco e a estabilidade das formas
farmacéuticas. Os tipos de transicdo na técnica DSC mais importantes no
estudo dos conjugados PCL-UNIFEI e PCL-Sigma sao a transi¢ao vitrea, fuséo
e cristalizacdo (SCHAFFAZICK e GUTERRES, 2003; MAMEDE, CAETANO, et
al., 2006; BYRRO, MIYASHIRA, et al., 2009).

A Figura 22 mostra a analise DSC para o AAS e 0s respectivos
conjugados PCL-UNIFEI e PCL-Sigma. A curva DSC na Figura 22 mostra um
pico endotérmico para o AAS em 60 °C provavelmente associado & impurezas,
seguido de um segundo pico endotérmico em 145 °C, referente a fuséo,
seguida de picos endotérmicos na regidao de 200°C a 300 °C que sugerem a
eliminacdo dos &cidos: acético e salicilico. O processo de evaporacdo dos
acidos corresponde na termogravimétrica a primeira etapa da perda de massa.
O terceiro pico exotérmico que aparece em 400 °C sugere a decomposicéo do
dimero de AAS formado (RIBEIRO, CAIRES, et al., 1996; SILVA, MELO, et al.,

2004; UESU, PINEDA e HECHENLEITNER, 2000).
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Curva DSC AAS e seus conjugados PCL-UNFEI e PCL-Sigma. I
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Figura 22- Andlise DSC do AAS e dos conjugados PCL-UNIFEI/AAS e PCL-
Sigma/AAS em O,.

Para os conjugados PCL-UNIFEI/AAS e PCL-Sigma/AAS observou-se
apenas um pico endotérmico a 440 °C. Este resultado indica a obtencdo de
uma matriz polimérica de elevada homogeneidade quanto ao processo de
distribuicdo do farmaco. A partir da equacdo 1 calculou-se os indices de
cristalinidade dos conjugados PCL-UNIFEI/AAS e PCL-Sigma/AAS e obteve-se
os valores de 61,7% e 56,07% respectivamente.

Adicionalmente, pode ser observado da Figura 22 (DSC) que ndo foram
observados picos de fusdo referentes ao AAS na andlise por DSC. Esse
resultado indica que o farmaco esta disperso molecularmente na matriz.
Entretanto, as hipoteses de falta de sensibilidade do equipamento na detec¢ao
ou sobreposicao dos picos de fusdo do farmaco e do PCL ndo devem ser

desprezadas.
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5.1.7 PCL-UNIFEI/Tr e PCL-Sigma/Tr
5.1.7.1 Espectro FTIR

A Figura 23 ilustra a estrutura quimica da Tr bem como os grupos

funcionais ativos na regido infravermelha (400-4000 cm™) do espectro.

Figura 23- Representacao da estrutura do Tr. Estdo destacados oS grupos
funcionais responséaveis pela absorcdo de radiagcdo na regido infravermelho do
espectro eletromagnético (500-4000 cm™).

O espectro FTIR do Tr e dos bioconjugados PCL-UNIFEI/Trt e
PCL-Sigma/Tr sdo mostrados nas Figura 24, Figura 25 e Figura 26.
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Figura 24- Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) da Tetraciclina.
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Figura 25-Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) PCL-UNFEI/Tr.



Comparativo dos espectros FTIR do PCL-Sigma/Tr PCL-UNIFEI/Tr I
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Figura 26- Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) PCL-UNFEI/Tr e
PCL-Sigma/Tr.

Observam-se no espectro FTIR Figura 24 as bandas de absorcéo a
1045, 1075 e 1120 cm™, caracteristicas das vibragées das ligacdes C-O de
ligagbes C-O-C da Tetraciclina (LEYPOLD, REIHER, et al., 2003); A regido
entre 1100 cm™ e 1300 cm™ corresponde & vibracéo do hidrogénio fendlico
(BARTZATT, KOZIOL e STODDARD, 2001). As bandas de absorcéo entre
2500 cm™ e 3500 cm™ correspondem as vibrages dos grupos vCH, vOH e
vNH, respectivamente. A banda de absorcdo a 1614 cm-1 corresponde as
vibracbes do grupo carbonila (vC=0) e a banda a 1228 cm-1 corresponde a
vibracdo C-N (v) (OBALEYE, ADEYEMI e BALOGUN, 2001).

Observa-se da Figura 25 que a banda de absor¢do a 3299 cm-1 esta
ausente nos conjugados PCL-UNIFEI e PCL-Sigma e as bandas a 1614 cm-1 e
1228 cm-1 sofreram significativa diminuicdo na intensidade e deslocamento
sugerindo interacéo parcial entre o Tr e os PCL’s provavelmente por formacéao

de ligacdes de hidrogénio.

5.1.7.2 Caracterizacao termogravimétrica

A Figura 27 mostra a curva termogravimétrica da Tr e dos conjugados
PCL-UNIFEI/Tr e PCL-Sigma/Tr.
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Curva TGA para a Tre os conjugados PCL-UNIFEI e PCL-Sigma.
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Figura 27- Curva Termogravimétrica para a Tr e conjugados.

Nota-se que a temperatura de 250°C ocorre uma queda de massa,
temperatura que marca o inicio da degradacdo do farmaco Tr e carbonetos
formados (UNGER, VOGEL e SIESLER, 2010). A temperatura de 400°C
observa-se outra transicdo que € atribuida a eliminacdo dos carbonetos
formados (FERNANDES, FILHO, et al., 1999).

Através da analise termogravimétrica dos conjugados PCL-UNIFEI/Tr e
PCL-Sigma/Tr foi constatado que estes possuem mais de uma etapa de
degradacdo. Todos os conjugados, porém, apresentaram um perfil Unico de
degradacédo, ndo havendo diferenca significativa entre as temperaturas em que

a mesma ocorre.

51.7.3 Anélise DSC

Como ja foi mencionado no item 5.1.6.3 a analise por DSC propicia
informagdes importantes no ambito farmacotécnico tais como a pureza dos
principios ativos utilizados, compatibilidade do polimero com o farmaco e a

estabilidade das formas farmacéuticas.
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Curva DSC PCL-UNIFEI e PCL-Sigma associado a Tr I
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Figura 28- Curva DSC para a Tr e seus conjugados PCL-UNIFEI/Tr e PCL-
Sigma/Tr.
Neste contexto a Figura 28 mostra a andlise DSC para a Tr e 0s

respectivos conjugados PCL-UNIFElI e PCL-Sigma. Observa-se um pico
exotérmico a 225°C para a curva da Tr que € atribuido a oxidagéo dos produtos
envolvidos na primeira perda de massa observada na Figura 27. O segundo
pico exotérmico observado a 450°C nas curvas dos conjugados PCL-
UNIFEI/Tr, PCL-Sigma/Tr é atribuido a pirélise dos produtos dos carbonetos
formados (FERNANDES, FILHO, et al., 1999). O indice de cristalinidade para
os conjugados de PCL-UNIFEI/Tr e PCL-Sigma/Tr foram de 58,08% e 49,88%
respectivamente.

Assim como ja observado no item 5.1.6.3 os conjugados PCL-UNIFEI/Tr
e PCL-Sigma/Tr foi observado apenas um pico exotérmico a 440 °C. Indicando
a obtencdo de uma matriz polimérica de elevada homogeneidade quanto ao

processo de distribuicdo do farmaco.
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5.2 Estudo dos perfis de liberacdo de farmacos em condic¢des in-vitro

5.2.1 Liberacdo do AAS

Inicialmente com a finalidade de estudar a liberacdo do AAS em solucéo

salina elaborou-se a curva de calibracdo do AAS diluido em soro fisiolégico em

10 solucdes, medidas no UV-visivel das solu¢gBes foram elaboradas sempre
observando o pico de 280nm (SIGMA- ALDRICH) obteve-se os dados da

Tabela 10:

Tabela 10 - Dados para a Curva de Calibracdo AAS em Soro fisioldgico.

Concentracao( pug/L)

Absorbancia

25
50
70
100
150
175
200

0,008
0,035
0,044
0,072
0,13
0,14
0,16

Dos dados obteve-se a curva da Figura 29:

0,18

’ Curva de Calibracéo para o AAS em solugéo salina l

0,16 4

0,08 - /
0,06 -
0,04 /
L}
0,02

0,00 - /./

Absorbancia

0,14 4

[ ]
0,12
0,10

n
Y=A+B*X

Parameter Value Error

A -0,01334 0,0046

B 886,20038 36,51349

R SD N P

0,99578 0,00594 7 <0.0001

T T T
0,00005 0,00010 0,00015

Concentragdo (mg/mL)

T
0,00020

Figura 29- Curva de Calibracdo AAS em Soro Fisiolégico.

Fazendo a Regressao linear obtive-se a seguinte equacao 5:
A =886,20C—0,01334 (5

Onde:

A representa absorbancia;

47



C representa a concentracdo de AAS na Pastilha.

Desta forma foram feitos testes de liberagcdo de AAS em soro fisiologico
por 235 horas. O farmaco foi associado ao PCL-UNIFEI e ao PCL-Sigma. As
pastilhas ficaram submersas em solucdo salina (pH 6,0) a temperatura
ambiente (25°C) sob agitacdo constante. De posse dos dados obteve-se o

grafico representado na Figura 30 da liberacdo em % de massa.

30 Liberacdo de AAS em solucdo Salina PCL-UNIFEI/AAS I
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25 +

150 horas 25%
20 -
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Figura 30- Liberacdo AAS associado ao PCL-UNFEI e PCL- Sigma

Da Figura 30 observa-se que a liberacdo do AAS da matriz polimérica
PCL-UNIFEI descreve uma trajetéria sigmoidal. Que pode ser dividida em trés
fases, na fase inicial (0 a 35hs) temos que a liberagdo quase néo se altera, em
quanto que na segunda fase (40 a 50hs) temos uma liberacdo crescente e na
terceira fase (>50hs) atingindo um platd caracterizando uma liberacdo
prolongada assim como foi evidenciado em trabalhos anteriores (YASUKAWA,
KIMURA, et al., 2001). Enquanto que para o conjugado PCL-Sigma observa-se

um crescimento linear da liberagao Figura 30.
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A analise da difusdo de soro fisiologico em polimeros, mais
especificamente no PCL é de suma importancia para futuras aplicagcbes em
biomedicina. Para tanto a relacdo empirica da sor¢cdo de agua (QUEIROZ,
GALLARDO e ROMAN, 2000; MANADAS, PINA e VEIGA, 2002). Esta

representada nas equacdes 6 a 8.

Onde k e n sdo parametro e M; e M. S0 as massas no tempo e no

equilibrio respectivamente. Linearizando-se a equacao tem-se que:

logl\l:[/[—t = logkt™ (7)

log—+* = log (k) + nlogt(8)

Interpretagdo do processo de liberagdo do AAS no PCL-UNIFEI I

-0,6 1
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> 1,44
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-2,0

22 0,98854 0,08773 16 <0.0001
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Figura 31 - log[Mt/M..] versus log(t) do conjugado PCL-UNIFEI/AAS.
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Interpretacéo do processo de liberagado do AAS no PCL-Sigma I
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o o
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e
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Figura 32 - log[Mt/M.] versus log(t) do conjugado PCL-Sigma/AAS.

Dessa maneira temos que para o conjugado PCL-UNIFEI/AAS e PCL-
Sigma/AAS o valor de n usado pra caracterizar os mecanismos de liberacdo do
farmaco (MANADAS, PINA e VEIGA, 2002; LOPES, LOBO e COSTA, 2005)
foram de 0,90 e 0,96 respectivamente.

Observa-se que os conjugados PCL-UNIFEI/AAS e PCL-Sigma/AAS
possuem mecanismos de liberacdo de ordem zero, sendo a liberacdo
controlada por mecanismo de transporte do caso Il, onde temos o relaxamento
da matriz polimérica ou liberacdo mediante erosao (LOPES, LOBO e COSTA,
2005).

Com a finalidade de se confirmar os mecanismos de liberacdo dos
conjugados calculou-se os coeficientes de difusdo de liberagcdo do acido
acetilsalicilico pela equacéo 8:

8 D12t

In(1 — D“:—;) —In (F) — )

Calculou-se o In (1 — %), de posse desses dados o grafico da Figura 33 pode

ser elaborado.

50



Andlise do coeficiente de Difus¢éo do AAS no PCL-UNIFEI I

0,00 - Y=A+B*X
Parameter Value Error
3 A 0,011110,0072
é, B -0,00351 1,22075E-4
o
= -0154
- R SD N P
-0,99162 0,01753 16 <0.0001
-0,30
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Figura 33-In(1 - M¢/M.) versus t para o conjugado PCL-UNIFEI/AAS

‘ Andlise do coeficiente de difusdo do AAS no PCL-Sigma I
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Figura 34- In(1 - M/M.) versus t para o conjugado PCL-Sigma/AAS.

Comparando-se os graficos da Figura 33 e Figura 34 com a equacao 5
pode-se calcular os coeficientes de difusdo para os conjugados PCL-
UNIFEI/AAS e PCL-Sigma/AAS. Igualando o coeficiente angular da reta com

- Dh—’zz obteve-se a equacéao 10:
2
——=-0,00351 (10)

Utilizando a equacéo 10 calculou-se o coeficiente D de difusdo para o
conjugado PCL-UNIFEI/AAS.

51



0,00351 x (0,1)2
D= ©1 = 3,56 X 10"°cm?s~?!

T2
Onde:

h espessura da amostra.
D coeficiente de Difuséo.

Utilizando a equacéo 10 calculou-se o coeficiente D de difusdo para o
conjugado PCL-Sima/AAS.

[ _ 2370 10~ x (0,1)?

T[Z

= 0,240 X 10~°cm?s1

Observa-se que o valor do coeficiente de difusédo para o conjugado PCL-
UNIFEI/AAS é maior que o do conjugado PCL-Sigma/AAS.

5.2.2 Liberacdo da Tr

Inicialmente, com a finalidade de estudar a liberacdo da Tetraciclina (Tr)
em solucdo salina elaborou-se a curva de calibracdo do (Tr) diluido em soro
fisiolégico em 10 solugbes, medidas no UV-visivel das solucdes foram
elaboradas sempre observando as absorbancias em 359nm devido ao ph 4,0
da solucdo a temperatura ambiente (BUTH, 2009) e obteve-se os dados da
Tabela 11.

Tabela 11 - Dados para a Curva de Calibragdo Tr em Soro fisiologico

Concentragao(g/L) Absorbancia
0,0015 0,057

0,003 0,11

0,006 0,2

0,009 0,3

0,012 0,4

0,015 0,52

0,018 0,61

0,021 0,71

0,024 0,83
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Dos dados obteve-se a curva da Figura 35.

’ Curva de Calibragao da Tetraciclina (Trt) em Solugéo Salina I

0,9
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0,6 4
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8 0,5
e i Parameter Value Error
8 04
2 ] A 2,41107E-4 0,00539
'5: 0,3 B 34,10804 0,37734

0,2 1

| R SD N P
0,1

00 0,99957 0,00849 9 <0.0001

O,OIOO ' O,(;OS ' O,OIlO ' O,OIlS ' O,(;ZO ' O,OIZS
Concentragéo (gL ™)
Figura 35 - Curva de Calibracao Tetraciclina em Soro Fisioldgico.

Fazendo a Regressao linear obteve-se a equacao 11:

A=34,10C+ 0,000241 (11)
Onde:

A absorbancia;

C concentracdo de Tr na Pastilha.

Os testes de liberagdo em solugcédo salina foram feitos a temperatura
ambiente 25°C por 235 horas, observamos a absorbancia das substancias a
cada hora. Com tais absorbancias obtivemos as concentracdes e
consequentemente as massas liberadas apresentados no gréafico da Figura 36.
Observa-se que o crescimento da liberacdo em ambos 0s conjugados cresce
exponencialmente de 0 a 75 horas. Para ambos os conjugados observa-se
ainda que apo6s 100 horas de testes ocorre um platd, ou seja, a liberacdo torna-

se constante.

53



Liberarcédo da Tetraciclina (Tr) em Solu¢éo Salina I
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Figura 36 - Liberacéo de Tetraciclina associado ao PCL-UNIFEI e PCL-Sigma.

Elaborando-se o gréfico de logll\w/l—t versus log(t), obtém-se o grafico da

Figura 37:
‘ Interpretacéo do processo de liberagéo da Tr no PCL-UNIFEI I
0,00
o
Y=A+B*X
s -0,15
s Parameter Value Error
— m
=
§ o A -1,03232 0,03137
3 o B 0,47584 0,0181
0,30 4
R SD N P
" 0,99072 0,01787 15 <0.0001
0,45 o
T T T T T 1
1,25 1,50 1,75 2,00 2,25 2,50
Log(t)

Figura 37 - log[Mt/M..] versus log[t] para PCL-UNIFEI associado a Tr.
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Interpretacéo da Liberacéo de Tr no PCL-Sigma I
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= B 055907 0,05456
j=2}
s
-0,70
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-0,75 T

T
1,65 1,80 1,95

Figura 38 - log|[Mt/M.,] versus log[t] para PCL-Sigma associado a Tr.

Através da regressao linear do grafico observados na Figura 37 e Figura
38, e 0s comparando com a equacdo 3 observa-se que 0 expoente de
liberacdo n para os conjugados PCL-UNIFEI/Tr e PCI-Sigma/Tr séo de 0,47 e
0,56 respectivamente. Onde temos que o0 mecanismo de transporte para o
conjugado PCL-UNIFEI/Tr é do tipo fickiano, ou seja uma difusdo pura classica
(LOPES, LOBO e COSTA, 2005). Para o conjugado PCL-Sigma/Tr observa-se
um transporte anémalo (MANADAS, PINA e VEIGA, 2002), onde ocorre uma
combinac¢éo de mecanismos de difuséo e transporte do caso Il.

Assim como no item 5.2.1 o coeficiente de difusdo da Tetraciclina pode
ser calculado pela equacao 12:

M Dm?
In(1 -4 =In(3) - 2= (12)

Calculou-se o In (1 — %), de posse desses dados os graficos da Figura 39 e
Figura 40 foram elaborados.
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‘ Andlise do coeficiente de difusdo da Tr no PCL-UNIFEI I

a
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Figura 39 - In(1 — M{/M .,) versus t para PCL-UNIFEI/Tr.

0,0+ ’ Andlise do coeficiente de difusdo da Tr no PCL-Sigma I
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Figura 40 - In(1 — M;/M .,) versus t para PCL-Sigma/Tr.

Comparando-se os graficos obtidos com a equacdo 4 pode-se calcular
os coeficientes de difusédo para PCL-UNIFEI/Tr. Igualando-se o coeficiente
angular da reta com a equacao 7 obtém-se o valor do coeficiente de difuséo
para o conjugado PCL-UNIFEI/Tr de:

D= 0,01332 x (0,1)?

- = 13,49 x 10~%cm?s ™

Para o conjugado PCL-Sigma/Tr obteve-se o valor do coeficiente de

difusao de:
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o _ 000428 X (0,1)2

— = 4,34 x 10" °cm®s™"

Observa-se que o coeficiente de difusdo para o conjugado PCL-

UNIFEI/Tr € maior que para o conjugado PCL-Sigma/Tr.

5.3 Consideracdes sobre o perfil de liberacdo dos farmacos

O desenvolvimento de dispositivos para a liberacdo controlada de
farmacos é uma area de pesquisa que estd em constante inovacao tecnolégica.
Visando sempre melhorar a liberacdo dos farmacos e tornando-se cada vez
mais focalizada e especializada em atingir os alvos onde o medicamento

realmente precisa agir, sem agredir outras areas do corpo humano.

Estudos na area de liberacdo controlada de farmacos usando como
matriz polimérica o PCL vem sendo amplamente desenvolvidos (SR, et al.,
1997; JS, et al., 2002; J, et al., 2007; V, et al., 2008; BS, et al., 2008; Zhanga,
et al., 2010) devido ao seu longo tempo de degradacdo (HAKKARAINEN e
ALBERTSSON, 2002) e a sua boa aderencia a uma grande quantidade de
farmacos como antigenos, anti-hipertensivos, taxol etc (SINHA, BANSAL, et al.,
2004). No presente trabalho estudou-se a liberacdo dos farmacos Acido
Acetilsalicilico (AAS) e Tetraciclina (Tr) associados ao PCL observando o
tempo de liberacdo e porcentagem de massa liberada de cada medicamento
em solucédo salina para futuras aplicac6es em liberacdo controlada.

Os resultados obtidos da liberacdo do AAS observando-se os picos de
absorbancia maxima em 280nm (Sigma- Aldrich; M.Gonzales, et al., 2008),
realizados de hora em hora por 235 horas, revelaram-se satisfatérios para o
PCL-UNIFEI. De fato, apés do tratamento de tais dados observa-se que a
porcentagem de massa liberada em funcdo do tempo pelo corpo de prova de
PCL-UNIFEI/AAS libera 25%, enquanto que o PCL-Sigma/AAS libera 7,2%
durante a observacédo de 150 horas de testes.

Para a liberacéo de Tetraciclina os dados assemelham-se a liberagéo de

AAS mas em maior porcentagem. No graficos da Figura 36 observa —se que
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em 150 horas de testes PCL-UNIFEI/Tr liberou 89% de Tr, enquanto que para
a amostra PCL-Sigma/Tr obteve-se 27% de liberagéo.

A liberacdo de farmacos associados ao PCL ocorre juntamente com o
processo de degradacdo do polimero (SINHA, BANSAL, et al.,, 2004), onde
incialmente tem-se uma fragmentacdo interna produzindo fragmentos que
dependem da massa molecular da matriz polimérica (WOODRUFF e
HUTMACHER, 2010). Além disso, a cristalinidade do material influencia em
sua degradacdo, quanto mais cristalino o material maior a sua taxa de
degradacao por aumentar sua hidrofilicidade (TSUJI, MIZUNO e IKADA, 2000).
Mas existem pesquisadores que dizem o contrario, que quanto maior a
cristalinidade do material menor a taxa de degradacdo (SCHLIECKER,
SCHMIDT, et al., 2003).

No caso do PCL-UNIFEI temos uma massa molecular viscosimétrica de
48,641 kDa enquanto que para o PCL- Sigma 178,14 kDa sendo um grande
fator para a diferenca entre as liberagbes dos farmacos associados aos
polimeros (MAKADIA e SIEGEL, 2011), onde as cadeias poliméricas séo
menores, 0 que requer menor tempo de degradacdo. No presente trabalho
temos que o PCL-UNIFEI possui um baixo peso molecular e alto indice de
cristalinidade fatores que se correlacionam, onde quanto maior o indice de
cristalinidade menor o peso molecular (MAKADIA e SIEGEL, 2011).

Os mecanismos de degradacdo do polimero em qualquer formulacao
(em blenda ou puro) afeta indiretamente na liberacdo do farmaco encapsulado
ou incorporado ao mesmo (DASH e KONKIMALLA, 2011). A liberacdo depende
das propriedades do farmaco lipofilico ou hidrofilico. A distribuicdo do farmaco
lipofilico é uniforme na superficie da matriz polimérica enquanto que o farmaco
hidrofilico se concentra na superficie da matriz (WANG, YINGJUN WANG, et
al., 2009). Dados da literatura (Dash, et al., 2011; GORNA e GOGOLEWSKI,
2002) indicam que os farmacos hidrofilicos sao liberados mais rapidamente que
os lipofilicos justificando as diferencas nas porcentagens de liberacéo do Acido
Acetilsalicilico e a Tetraciclina observadas na Figura 30 e Figura 36.

Através das analises dos coeficientes de difusdo e do mecanismo de

liberacdo dos conjugados de PCL-UNIFEI e PCL-Sigma observa-se que o PCL-

58



UNIFEI em associacdo com Tr ou AAS teve uma cinética de liberacdo maior do

que o PCL-Sigma.

6.

Conclusoes

Este trabalho demonstrou que os polimeros PCL-UNIFEI e PCL-Sigma

podem ser utilizados como sistemas biodegradaveis para a liberacdo de um

composto antiinflamatdrio nao-esteroidal ou antibidticos. As seguintes

conclusdes foram obtidas a partir dos resultados experimentais:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

Os espectros FTIR demonstraram a similaridade quimica existente entre
o PCL-UNIFEI e o PCL-Sigma.

A andlise viscosimétrica indicou que o PCL-Sigma possui massa molar
viscosimétrica igual a 178,14 kDa enquanto o PCL-Unifei possui massa
molar viscosimétrica igual a 48,641 kDa.

A analise por espectroscopia na regido do infravermelho demonstrou a
presenca de interacdo entre a matriz polimérica (PCL-UNIFEI, PCL-
Sigma) e os farmacos AAS e Tr.

A andlise termogravimétrica (TGA) indicou que ambos os polimeros,
PCL-UNIFEI e PCL-Sigma, possuem comportamento similar quanto ao
processo de degradacéao térmica.

A calorimetria exploratéria diferencial indicou que a presenca dos
farmacos Tr e AAS influenciaram na cristalizacdo das matrizes
poliméricas PCL-UNIFEI e PCL-Sigma.

Os perfis de liberacdo do AAS e Tr a partir das pastilhas de PCL-UNIFEI
e PCL-Sigma foram sustentados.

A partir do ajuste dos dados da fase sustentada de liberagéo foi possivel
se determinar o coeficiente de difusdo (D) e o tipo de transporte (n) para
cada tipo de matriz polimérica, PCL-UNIFEI e PCL-Sigma.

A partir dos dados das liberagcGes observa-se que o PCL-UNIFEI libera
os farmacos de forma mais rapida que o PCL-Sigma, onde observou-se
que em ambas as associagbfes o PCL-UNIFEI mostrou um perfil de
liberacdo mais estavel com uma liberacao crescente.
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1)

2)

3)

4)
5)

6)

7)

Recomendacdes para trabalhos Futuros

Realizar o estudo da cinética de biodegradacdo em condic¢des in-vitro do
PCL-UNIFEI comparado ao PCL comercial.

Estudar a variagéo das cristalinidades do PCL-UNIFEI e PCL-Sigma ao
longo de sua biodegradacéo em condi¢des in-vitro por difratometria de
raios-X.

Analisar a atividade osteocondutora do PCL-UNIFEI em ensaios in-vitro
e in-vivo.

Caracterizar as propriedades mecéanicas do PCL-UNIFEI.

Desenvolver misturas (blendas) com velocidade de biodegradacéao
modulavel de PCL-UNIFEI com PCL comercial de diferentes pesos
moleculares e estudar as caracteristicas sustentaveis de farmacos e
mecanicas do material obtido.

Desenvolver a producdo de PCL via processos fermentativos e estudar
as propriedades fisico-quimicas e mecanicas do material obtido.
Desenvolver biorreatores passiveis de agitacdo ou aeracdo forcada,

para otimizar e escalonar o processo de producédo do PCL.
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