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RESUMO

Neste trabalho, microesferas de quitosana e quisotana/montmorilonita (MMT),
contendo o farmaco antitumoral 5-Fluorouracil (5-FU), foram produzidas pela técnica
de inversao de fase usando um equipamento simples e de baixo custo desenvolvido
durante a execucdo deste trabalho. Os efeitos da presenga da montmorilonita e da
morfologia das microesferas foram estudados com base nos perfis de liberagdo do
5-FU in vitro em solugéo tampéo fosfato (PBS) em pH 1,2; 7,4 e 10, difratometria de
raios X (DRX), microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e simulagbes
computacionais. Os resultados indicaram que o equipamento desenvolvido permitiu
produzir esferas reprodutiveis e uniformes e que a incorporagcdo de MMT a
quitosana levou a formagao de bionanocompdsitos, o que resultou em um aumentou
na eficiéncia de encapsulamento e reducédo do coeficiente de difusdo do 5-FU nas
microesferas, favorecendo a uma taxa de liberacdo mais lenta devido a uma maior
acomodacado das moléculas do 5-FU nas galerias da MMT. Em PBS pH 1,2 a
liberacdo do 5-FU ocorreu por dissolugao das microesferas, resultando em um
comportamento de liberagdo ndao-Fickiano. Com relacdo a morfologia das
microesferas, foi observado que microesferas de menor didametro apresentaram
maior liberagdo de 5-FU no ambiente gastrointestinal simulado. As microesferas com
bionanocompdsito apresentaram caracteristicas de liberagdo controlada com
potencial para ultrapassar a barreira gastrica e liberar o 5-FU no ambiente intestinal.
Além disso, apresentam morfologia compativel para uso em local especifico, através
de técnicas de quimioembolizagdo. Assim, este estudo sugere que a metodologia
utilizada foi adequada para a sintese de microesferas de bionanocompdsitos
quitosana/montmorilonita com alta eficiéncia de encapsulamento e com
caracteristicas controladas de liberagdo do farmaco, indicando que os
bionanocompdésitos podem ser sistemas promissores de administracido do 5-FU por

uma terapia menos invasiva do que a via venosa.

Palavras-chave: Quitosana, 5-Fluorouracil, microesferas, montmorilonita.



ABSTRACT

In this work, chitosan and chitosan/montmorillonite (MMT) microspheres, containing
the 5-Fluorouracil (5-FU) antitumor drug, were produced by phase inversion
technique using a simple and low cost equipment developed during the development
of this study. The effects of montmorillonite and microspheres morphology were
studied based on 5-FU release profiles in vitro in phosphate buffered saline (PBS) at
pH 1.2; 7,4 and 10, X-ray diffractometry (XRD), scanning electron microscopy (SEM)
and computational simulations. The results indicated that the developed equipment
allowed manufacturing reproducible and uniform spheres and the incorporation of
MMT to chitosan contributed to bionanocomposites formation. The production of
bionanocomposites result in an increase in the encapsulation efficiency and
reduction of 5-FU diffusion coefficient in the microspheres, contributed to 5-FU slower
release rate due to a greater accommodation of the 5-FU molecules in the MMT
galleries. In PBS pH 1.2 the release of 5-FU was by microspheres dissolution,
resulting in a non-Fickian release behavior. Regarding the microsphere morphology,
it was observed that smaller diameter microspheres showed higher release of 5-FU
in the simulated gastrointestinal environment. The microspheres with
bionanocomposites presented controlled release characteristics with potential to
overcome the gastric barrier and release 5-FU into the intestinal environment. In
addition, demonstrated compatible morphology for application in specific place,
through chemoembolization techniques. Thus, this study suggests that the
methodology used was appropriate for chitosan/montmorillonite bionanocomposite
microspheres synthesis with high drug encapsulation efficiency and controlled
release characteristics, indicating that the bionanocomposites can be promising

systems of 5-FU administration by a less invasive therapy than the venous route.

Keywords: Chitosan, 5-Fluorouracil, microspheres, montmorillonite.
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1 INTRODUGAO

O S5-fluorouracil (5-FU) € um dos compostos quimioterapéuticos mais
utilizados para o tratamento de cancer, especificamente para o cancer de mama
(Longley et al., 2003), gastrico (Dickson e Cunningham, 2004 ), do pancreas (Pasetto
et al., 2004), de colo-retal (Dodov et al., 2009) e tumores cerebrais (Lesniak e Brem,
2004). Uma das limitagbes deste quimioterapico é sua rapida metabolizagado
resultando em uma semi-vida biolégica de apenas 10-20 min (Rejinold et al., 2011).
Além disso, a absorgcdo oral ndo € uniforme; ocorrem efeitos secundarios toxicos
sobre o trato gastrointestinal e ha uma agéo nao-seletiva contra células saudaveis
(Joshi et al., 2009). Assim, para obter uma concentragao eficaz deste farmaco no
sangue, muitas vezes se aumenta a quantidade do mesmo ou se faz a
administragao continuamente ou repetidamente, o que aumenta os efeitos colaterais
toxicos do 5-FU (Azhar e Olad, 2014).

Para minimizar os efeitos colaterais toxicos do 5-FU, o encapsulamento
deste farmaco em matrizes poliméricas como algina (alginato de sodio) (Arica et al.,
2002), policaprolactona (Martini et al., 1995), gelatina (Narayani e Rao, 1996),
poliacido latico (PLA) (Zhu et al., 2003) e, principalmente quitosana (Denkbas et al.,
2000; Yan et al., 2006; Zheng et al., 2007; Arias, 2008; Zhang, 2008; Li et al., 2009;
Lin e Fu, 2009; Zhu et al., 2009; Huang et al., 2010; Ganguly et al., 2011; Li et al.,
2011; Rejinold, N. S. et al., 2011; Yan et al., 2011; Anitha et al., 2012; Cheng et al.,
2012; Lam et al., 2012; Nagarwal et al., 2012; Tigh Aydin e Pulat, 2012; Li et al.,
2013; Puga et al., 2013; Anitha et al., 2014; Fu et al., 2014; Xu et al., 2014) tem sido
proposto.

O uso da quitosana para encapsulamento do farmaco 5-FU é interessante
nao so por ser este polimero, oriundo de um recurso renovavel abundante e de
baixo custo, mas também por ser biocompativel, biodegradavel, apresentar
capacidade antioxidante, proprieade antimicrobiana, anti-inflamatdria, cicatrizante e
quando em contato com células humanas nao provocar reacdes adversas. Além do
mais, pode ser degradado por enzimas amplamente encontradas no corpo humano
gerando residuos nao téxicos (Bagheri-Khoulenjani et al., 2009; Dash et al., 2011).
Entretanto, em comparagdo com os farmacos a base de proteinas (colageno,
albumina, gelatina), a liberagéo controlada de farmacos anticancerigenos, a exemplo
do 5-FU, com massas molares baixas por meio de encapsulagdo em polissacarideos



como quitosana ainda apresenta certas limitagbes. Devido ao elevado grau de
intumescimento dos polissacarideos, seguido da erosdo e dissolugdo em meio
aquoso ou apenas intumescimento através de hidratacdo com formacédo de uma
rede polimérica ligada transversalmente (sem dissolugao), a liberagdo de farmacos
de baixa massa molar, geralmente, ndo pode ser eficazmente controlada e a taxa de
liberacao é alta (Gupta et al., 2002; Aulton e Ortega, 2008; Yu et al., 2008; Bizerra e
Silva, 2016). A busca pelo encapsulamento eficiente e pela taxa de liberagao lenta
do 5-FU tem motivado a condugdo de pesquisas envolvendo a preparagao de
hibridos de quitosana/argila (Kevadiya, B. D. et al., 2012; Azhar e Olad, 2014).

Como o numero de estudos que trata do encapsulamento do farmaco 5-FU
no hibrido quitosana/argila € muito limitado (Kevadiya, B. D. et al., 2012; Azhar e
Olad, 2014) e sabendo-se dos varios beneficios que podem ser alcangados para a
liberacdo controlada do 5-FU com a associacdo de quitosana com montmorilonita
(Yuan et al., 2010), a conducédo deste estudo podera resultar na elucidacdo de
fatores ainda nao esclarecidos no que se refere a eficiéncia de encapsulamento e
liberacdo lenta do composto quimioterapéutico 5 FU, usado no tratamento de
cancer. Além disso, como os sistemas comerciais de producdo de microesferas de
quitosana variam de R$ 6 mil' (ultrassom) até¢ R$ 50 mil %(Spray drying) (Rorrer et
al., 1993; Luz et al., 2007; Dias et al., 2008; Oliveira et al., 2009; Prado et al., 2009;
Prado et al., 2010); a construgdo de um sistema simples e de baixo (menor que R$
100) para obtengdo de microesferas de quitosanal/argila, encapsuladas com o
farmaco 5-FU, baseado no equipamento apresentado por Dias et al. (2008) e
aperfeicoado por Prado et al. (2010) é de grande interesse.

O objetivo deste estudo foi encapsular o 5-FU, quimioterapico amplamente
utilizado no tratamento de cancer de mama, gastrico, de pancreas, de figado, do
colo e retal e tumor cerebral, em microesferas de bionanocompdsitos
quitosana/argila visando sua administragao por uma terapia menos invasiva do que
a via venosa, que é a unica disponivel no mercado para utilizagao clinica do referido
farmaco. As microesferas foram preparadas empregando um sistema simples e de

baixo custo, construido durante a execucéo deste trabalho.

! Orgamento obtido da empresa Biovera Equipamentos e Servigos, referente ao equipamento
Sonifier 450, em 11/03/2015.

2 Orcamento obtido da empresa Buchi Brasil, referente ao equipamento Spray Dryer B-290,
em 23/04/2015.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Liberagao Prolongada de Farmacos

Sistemas de liberacdo controlada de farmacos sédo todos aqueles que tém
como objetivo fornecer uma dose terapéutica de uma droga para um local
predeterminado do corpo, e manter a concentracdo desejada (Gennaro, 2004), de
modo controlado em velocidade e tempo apropriado, buscando também manter os
niveis sanguineos terapéuticos o6timos (Allen Jr et al., 2013) e evitar, a niveis
plasmaticos, a problematica da toxicidade e/ou doses toxicas (Azevedo, 2002).
Desta forma, esse sistema faz com que o farmaco seja liberado gradativamente, a
um ritmo ditado pelas necessidades do corpo, por um periodo especifico de
tratamento (Gennaro, 2004).

Os tratamentos convencionais utilizados para combater processos
infecciosos (solugdes, suspensdes, pilulas, entre outros) requerem uma
administracdo por um longo periodo de tempo, visando manter os niveis
terapéuticos do farmaco no organismo. Muitas vezes, tais niveis nao séao
alcancados, pois o tratamento n&o exibe resultados ou apresenta efeitos colaterais
devido a alta concentracdo do farmaco. A manutencdo da concentragdo do
medicamento na corrente sanguinea, dentro da faixa terapéutica do medicamento,
leva a redugdo no numero de doses requeridas e ao aumento na eficacia do
tratamento, pois desta forma diminui a possibilidade de alcancar niveis téxicos ou
subterapéuticos (Mishra et al., 2010).

A Figura 1 ilustra a comparagdo entre o meétodo convencional de
multidosagem e o sistema de liberagédo controlada. Com sistemas convencionais tais
como comprimidos ou injegdes, o nivel da droga no sangue segue o perfil mostrado
na Figura 1 (A), no qual a concentracdo aumenta apés cada administracao da droga
e entdo diminui até a proxima administracdo, proporcionando variagdes
consideraveis na concentracdo do farmaco no plasma sanguineo, podendo nao
haver efeito farmacolégico ou ocasionar intoxicagdo, pois ha uma faixa de
concentracao efetiva para a agado no organismo. Em sistemas com liberagao
controlada de drogas, o nivel da droga no sangue segue um perfil mostrado na
Figura 1 (B), permanecendo constante entre o maximo e o minimo desejado por um

longo periodo de tempo e proporcionando uma pequena variagdo na concentragao



do farmaco com o tempo, impossibilitando, dessa forma, inefetividade ou toxicidade
(Terence, 2002; Gomes, 2015).
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Figura 1 - Curvas de concentragdo apods ingestdo de doses terapéuticas: (A) liberagéo
convencional; (B) liberagdo controlada (Gomes, 2015).

Em resumo, quando comparados aos sistemas convencionais de
administracado de farmacos, os sistemas de liberagdo controlada oferecem algumas
vantagens como, por exemplo, maior eficacia terapéutica, com liberagao progressiva
e controlada do farmaco; diminuigao significativa da toxicidade e maior tempo de
permanéncia na circulagdo; administragcado segura (sem reagdes inflamatorias locais)
e conveniente (menor numero de doses); direcionamento a alvos especificos, sem
imobilizacdo significativa das espécies bioativas e tanto substancias hidrofilicas
quanto lipofilicas podem ser incorporadas (Gennaro, 2004; Aulton, 2005; Choudhary
e Devi, 2015).

Varias técnicas vém sendo desenvolvidas e aplicadas para se promover uma
liberagdo controlada do farmaco, com o objetivo de regular a sua velocidade de
liberacdo, manter seu nivel terapéutico constante por um maior periodo de tempo
(processo conhecido como liberagao de ordem zero), além de direcionar sua acao a
um tecido especifico. Dentre elas a técnica de microencapsulamento tem sido
bastante estudada.

O termo microencapsulamento abrange a obtencao de diferentes produtos,
como microcapsulas, microesferas, microparticulas e aprisionamento de substancias
ativas, as quais diferem entre si quanto a distribuicdo do componente ativo na matriz
encapsulante. Sinha et al. (2004) e Suave et al. (2006) definem microesferas (Figura



2-A) como sendo particulas compactadas constituidas por uma rede polimérica na
qual a substancia ativa encontra-se distribuida. Ja as microcapsulas (Figura 2-B) s&o
as particulas constituidas por um nucleo interno contendo o agente ativo recoberto
por uma camada de polimero de espessura variavel; microparticula € um termo que

pode ser aplicado em ambas situagoes.

Agente ativo na matriz polimerica Agente ativo encapsulado
(A) (B)

Figura 2 - (A) Microesfera — o agente ativo esta distribuido em uma matriz polimérica; (B)
Microcapsula — o agente ativo esta envolvido por um agente encapsulante (Suave et al.,
2006).

As particulas formadas podem ter tamanhos e formas variadas. Particulas
com tamanhos >5000 pm, de 0,2-5000 pm e <0,2 ym sao denominadas,
respectivante, macrocapsulas, microcapsulas e nanocapsulas. O formato das
mesmas pode ser esférico, alongado, monoliticos ou agregados, com paredes
simples ou multiplas (De Villiers et al., 2008).

Conceitualmente, existem dois tipos gerais de sistemas de liberacdo, de
acordo com a disposi¢ao da substancia ativa na matriz polimérica, chamados de
sistema reservatorio e sistema matricial (Kreuter, 2007). Esses sistemas podem ser
observados na Figura 3. O material revestido € denominado nucleo ou material
encapsulado. Ja o material que forma o revestimento, € conhecido como matriz,

material de parede ou encapsulante.
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Figura 3 - llustragédo dos sistemas poliméricos de liberagdo de farmacos, (A) em reservatério
e (B) matricial (Adaptado de Gomes (2015))

O sistema reservatério, representado por (A), € caracterizado por um
envoltorio polimérico que cobre o interior onde se encontra uma matriz com farmaco
ou substancia que sera liberada. Por outro lado, o sistema matricial (B), é
caracterizado por uma esfera polimérica maci¢ca na qual se encontra particulas do
farmaco distribuidas por toda a sua extensao (Anderson e Shive, 2012).

Duas sao as propriedades fundamentais que devem ser avaliadas durante o
desenvolvimento de um sistema de liberagdo de farmaco: a carga (quantidade) do
farmaco incorporada ao sistema de liberacdo e a liberagcdo do farmaco. O
carregamento do farmaco na matriz de suporte € o processo de incorporagdo do
farmaco dentro da matriz ou capsula. A liberagao do farmaco é o processo inverso
pelo qual as moléculas do farmaco sado liberadas da fase solida e tornam-se
disponiveis para absorgdo e agdo farmacoldgica. A quantidade do farmaco
incorporada a uma matriz e a liberagao do farmaco, podem ser avaliadas in vitro.
Estudos in vitro permitem também se ter um controle de qualidade do sistema de
liberagdo, obter informacéo sobre a estrutura interna do sistema carreador, obter
informacédo sobre a interacao farmaco-matriz de suporte e pode ser usado para
prever o comportamento in vivo (Washington, 1990; Chorny et al., 2002).

A eficiéncia da retencdo do farmaco é outro parametro importante e esta
relacionada com a eficacia do método de preparagao para incorporar o farmaco no
sistema carreador (transportador). Idealmente, um carregamento elevado do
farmaco com um carregamento nominal minimo é desejado porque isso melhora a
eficiéncia de retengdo. Além disso, a quantidade de farmaco aprisionada também
determina o desempenho do sistema de liberacdo do farmaco, uma vez que

influencia a taxa e extensao da liberagao do farmaco a partir do sistema. Tanto a



carga de farmaco quanto a eficacia de encapsulagdo dependem das propriedades
fisico-quimicas e das interagdes entre o farmaco, a matriz de suporte e 0 ambiente
(De Villiers et al., 2008).

O farmaco pode ser incorporado na matriz por ligagcdo de hidrogénio,
interagdo idnica, interagdo dipolo, retencado fisica (ou encapsulagéo), precipitagao,
ligagdo covalente ou ser adsorvido na superficie. Na maioria dos sistemas de
liberacdo de farmaco, mais de um mecanismo de incorporagdo esta envolvido.
Diferentes técnicas sao utilizadas para investigar o mecanismo de carregamento.
Estes incluem espectrofotometria no ultravioleta (UV), ressonéncia magnética
nuclear (RMN), espectroscopia no infravermelho (FTIR), difratometria de raios X
(DRX) e calorimetria exploratdria diferencial (DSC) para avaliar a interagao.
Espectroscopia de elétrons € empregada para analise quimica assim como
espectroscopia de fotoelétrons de raios-X (XPS) é usada para investigar a quimica
da superficie (De Villiers et al., 2008).

Em geral, dois modos de incorporagao do farmaco podem ser distinguidos:
carregamento do farmaco durante a formacdo das nanoparticulas e apds a
preparagao das nanoparticulas (Allémann et al., 1993). Se nanoparticulas pré-
formados sdo incubadas numa solugdo de um farmaco para incorporagdo do
mesmo, o farmaco pode ser extensivamente adsorvido a grande area da superficie
das nanoparticulas que por sua vez pode resultar na explosao inicial de liberagao, o
que é mais pronunciado quanto menor o tamanho da nanoparticula (Chorny et al.,
2002; Pohlmann et al., 2004; Lecaroz et al., 2006). Além disso, este método resulta,
em geral, em menor incorporagao do farmaco (lllum et al., 1986; Bapat e Boroujerdi,
1992; Lopes et al., 2000; Soppimath et al., 2001). Além disso, o tempo de incubagao
pode também influenciar a quantidade de farmaco incorporado na matriz de suporte,
e o tempo de incubacdo tem que ser suficiente para atingir o equilibrio para a
maxima incorporagao (Lopes et al., 2000).

Um fator importante durante o incorporacao de farmacos € a interagao entre
o farmaco e o sistema carreador (matriz de suporte) porque com o aumento desta
interacdo (farmaco-matriz de suporte), tanto a incorporagdo quanto a eficiéncia de
retencdo do farmaco aumentam; entretanto, a taxa de liberacdo diminui. Para alta

eficiéncia de retengao, € necessario que o farmaco interaja preferencialmente com a



matriz de suporte (polimero, lipidios) em vez de interagir com o meio circundante
(Opanasopit et al., 2006).

Conforme reportado na literatura (De Villiers et al., 2008; Porte et al., 2011),
a liberagao do farmaco pode ocorrer por diferentes mecanismos: sistemas difusivos,
onde a liberacdo do farmaco € feita pela sua difusdo através da membrana
polimérica e sistemas erosivos que envolvem dois processos sequenciais,
dependentes do tempo, que sdo a difusdo do meio para o interior da matriz com
consequente dilatacdo com formagdo de um gel e a degradacao/dissolugao, que
podem ocorrer até a completa desagregagcao das cadeias poliméricas (Manadas et
al., 2002). Em ambos, o polimero tem um papel-chave na disponibilidade e liberagao

do farmaco. Esses mecanismos podem ocorrer por agao de hidrélise ou de enzimas.

2.2 Sistemas Erosivos

A forma farmacéutica é o estado final que os farmacos apresentam depois de
serem submetidas as operag¢des farmacéuticas necessarias, a fim de facilitar a sua
administracdo e obter o maior efeito terapéutico (Brunton et al., 2012). Nessas
formas a liberacdo do farmaco ocorre por dissolugdo a partir de particulas que
sofreram erosdo (Figura 4). A liberagdo de farmacos soluveis a partir da matriz
envolve o processo sequencial de difusdo do meio para a matriz, hidratacdo e
dilatagdo da matriz, dissolugao do farmaco e difusdo através dos canais intersticiais
da matriz para o meio, o que € em grande parte dependente do grau de viscosidade
do gel formado (Katzhendler et al., 1997). O diferente modo como a erosado ocorre
condiciona fortemente o perfil de liberagdo do farmaco. Para farmacos muito
soluveis, a liberacao é determinada principalmente pela difusdo do farmaco através
da camada gelificada, mas para farmacos pouco ou muito pouco soluveis a liberagao

sera controlada pelo processo de erosao (Manadas et al., 2002).
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Figura 4 - Processo de difusdo (A) e erosdo (B) em matrtiz polimérica . Adaptado de
Manadas et al. (2002).
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O modelo matematico de Hixson e Crowell (1931), conforme citado por Shen
et al. (2003), é utilizado para descrever a dissolu¢do de medicamentos em um meio.
Nesse modelo tedrico a dissolugcdo ocorre em planos que sao paralelos a superficie
do medicamento e que as dimensdes diminuem proporcionalmente, de tal modo que
a forma geomeétrica inicial se mantém constante durante todo o processo (Costa e
Lobo, 2001; Manadas et al., 2002). O modelo leva em consideragdo que a area do
medicamento € proporcional a raiz cubica do volume e pode ser descrita da seguinte

forma:

(1)

Onde:

Wy é a quantidade inicial de farmaco;

W, é a quantidade restante de farmaco no tempo t;
t € o tempo;

Ks € a constante que incorpora a relacao superficie/volume.

2.3 Transporte de Massa por Difusdo Molecular
A transferéncia de massa ocorre pelo mecanismo de conveccgéao e difusdo. O
modo de convecgdo se caracteriza por um transporte massa causado pelo

movimento do meio. O mecanismo de difusdo se caracteriza pela transferéncia de



massa pelo movimento molecular devido a existéncia de uma gradiente de
concentracdo de uma substancia. A difusdo pode ser descrita pela lei de Fick, em
que ocorre transferéncia de massa de um componente A através de uma mistura de
componentes A e B, devido a existéncia e um gradiente de concentragao da espécie
A (Livi, 2000).

Consideremos uma mistura binaria de componentes A e B, sendo V o
volume da mistura, ma @ massa do componente A e mg a massa do componente B,
de forma que a massa total da massa da mistura de volume V € m = ma+mg.
Podemos expressar a concentracdo de cada componente e a massa especifica da

mistura através da definicdo da massa especifica:

= i 2ma (2)

Pa = AV-AS AV
AmB (3)
PB = \viks AV
.. Amy +Amg

P=wiis  av (4)
Logo:
P=patps

(5)

Portanto a concentracdo do componente A pode ser definida como uma

fragdo de massa, da seguinte forma:

=7 ©)

Consideremos um processo unidimensional de transferéncia do componente
A, por difusdo molecular, através de uma placa ceramica, homogénea, de grandes
dimensbes e espessura d pequena, conforme mostrado no esquema da figura
abaixo (A):
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Figura 5 - (A) Inicialmente, a placa de cerédmica apresenta um perfil nulo de concentragéo de
A; (B) no instante de tempo t = 0, coloca-se A sobre a superficie superior da placa; (C) para t
> 0, ocorre o desenvolvimento da distribuicdo Ca(y,t) em regime transiente e em (D) com t
>> (0, estabelecimento de um perfil de Ca(y) em regime permanente (Livi, 2000).

Inicialmente, a placa de ceramica ndo apresenta suas superficies em contato
com o componente A, de maneira que existe uma distribuicdo nula de concentragao
de A na ceramica. No instante de tempo t = 0 (Figura 5-B) coloca-se A sobre a placa,
de forma que a ceramica junto a superficie superior passa a apresentar uma
concentracado Cpo. O restante da ceramica ainda apresenta concentragcao nula de A.
Para t > 0 (Figura 5-C), observa-se o desenvolvimento de uma distribuicdo de
concentragédo de A Ca(y,t), em regime transiente, na placa de ceramica. Com t >>0
fica estabelecido um regime permanente (Figura 5-D), resultando em um perfil de
concentragdo Ca(y) que é linear para essa geometria do sistema.

Verifica-se, experimentalmente, que a densidade de fluxo de massa (J) por
difusdo molecular é diretamente proporcional ao gradiente de concentragcdo. Assim,
para um processo unidimensional, genérico, de difusdo molecular do componente A
numa mistura binaria A e B, que tem uma fase dependente do tempo no qual Cx =

Ca(y,t), tem-se:



[ro= =D 9pa _ . 9(pCa)

(7)

Onde, Jay € a densidade de fluxo de massa por difusdo molecular do componente A

) . L dpA < . ~ . -
através da mistura na diregao vy, aL; € gradiente de contragdo e Dag € 0 coeficiente

de difusdo molecular do componente A.

A Equacgao 7 é conhecida como primeira lei de Fick e é o ponto inicial de
numerosos modelos de difusdo em sistemas poliméricos (Masaro e Zhu, 1999). Esta
equacgao mostra que o fluxo massico da espécie difusiva é proporcional ao gradiente
de concentragdo da mesma no sistema polimérico. A segunda lei de difusdo de Fick,

que descreve o estado nao-estacionario, que refletem condigdes experimentais, ou

seja:

ac* v

P (8)
Substituindo J na equacao, tem-se:

oc = —V.(-DVC"

ot ( ) (9)
Admitindo que o sistema é isotropico

oc = DV?C*

ot (10)

O coeficiente de difusdo (D), da espécie a ser difundida, pode ser
determinado a partir da Equagdo 10 para a difusdo em uma microesfera. Neste
caso, a Equacao 10 pode ser expressa em coordenadas esféricas tal que (Crank,
1979):

ac* —D 10 ( 260") N 1 d ( eac*> N 1 d2%c* (11)
ot r2 or r or r2sen® 00 sen 00 r2sen?0 0@2



Genericamente representada pela figura abaixo.

Figura 6 - Representacdo das coordenadas esférias.

Sob circunstancia onde a difusdo depende apenas da diregao do raio (r), a

Equacéo 11 simplifica-se a:

6C*_D 10 ( 20C*)
ot \rzor\" or (12)

Quando microesferas sao carregadas com um farmaco e sdo colocadas na
solugcao de liberacdo sob agitacado, para facilitar a transferéncia de massa entre a
microesfera e a solucdo, o transporte ocorrera por difusdo, sendo dada pela

Equacéao 12. Desta forma as condigbes de contorno sao:
Condicdes iniciais:
t=0,0<r<a,C =Cy

Condigdes de contorno:

ac*
ar 0

t>0,r=a,C*=Mt/V

t>0,r=0,



“a 0

Sendo “a@” o raio da microesfera e C* a concentracdo do farmaco. Assim, a
transferéncia de massa da espécie difusiva € dada pela resolucdo da Equacao 13,

usando o método de transformada de Laplace (Crank, 1979):

M, — 60 (140c)e~Daft/a’

M, L 949« +q3 2 (13)
Onde:

t é o tempo;

V é o volume da solugao;

N é o niumero de esferas;

P .. (V/N) .
o € definido m,

K é o coeficiente de particao;
a é o raio das microesferas;

3qn .
3+xq3’

gn € 0 termo da raiz positiva e diferente de zero dado por tan q, =

M; representa a quantidade absoluta de farmaco liberada no tempo ¢;

M, representa a quantidade total de farmaco liberado num tempo infinito.

2.3.1 Método para Determinagao do q,

Para solugdo numeérica da equacado envolvendo q, podem ser utilizados
diversos métodos, nesse estudo foi escolhido o método das secantes para o calculo
das raizes de q,, pois o método das secantes apresenta bons resultados na
determinacdo de zeros de equagado algébrica ndo linear. Esse método é uma
modificagdo do método de Newton (Equagao 14) e visa eliminar a desvantagem de
calculo de derivadas, isso é alcangado com uma modificagdo que consiste em
substituir a derivada f'(x) pelo quociente das diferencas (Equagdo 15) (Franco,
2006).

_y
Xn+1 = Xn £ (14)
f,(x) ~ f(xn) - f(xn—l) (15)

Xn — Xp-1



Prossegue-se repetindo os calculos, até que a precisdo desejada seja
atingida. Pode-se usar como critério de parada a falta de progressao nos dados, ou

seja, quando a diferenca de dois iterados torna-se muito pequena.

2.4 Perfil e Cinética de Liberagao do Farmaco
O modelo de cinética de ordem zero baseia-se na liberagdo lenta da
substancia ativa a partir de formas farmacéuticas que ndao se desagregam. Este

modelo pode ser expresso pela seguinte expresséo (Lopes et al., 2005):

M
Yo ot +b (16)

Onde Ky € uma constante cinética e b € a quantidade inicial de farmaco na solugéo.
Muitas vezes, esta quantidade inicial do farmaco resulta de uma liberagao imediata
("burst effect") motivada ou pela liberacdo do farmaco existente a superficie do
sistema matricial ou por alteragcdes que se verificam na estrutura do sistema com
consequente liberacdo imediata do farmaco seguido de liberacdo mais lenta. Este
modelo é geralmente utilizado para descrever a liberagao por varios tipos de formas
farmacéuticas de liberacdo controlada, como é o caso dos comprimidos matriciais,
dos sistemas osmaticos e das formas revestidas (Varelas et al., 1995). De maneira
ideal, as preparacgdes destinadas a liberar substancias ativas de forma prolongada
apresentam um perfil de liberacdo de ordem zero, verificando-se que a velocidade
de difusdo do farmaco, do interior para o exterior da matriz, € menor que a
respectiva velocidade de dissolugao, formando uma solucéo saturada, que permite a
cedéncia constante do farmaco. Esta situacdo de liberacéo ideal é muito dificil de
obter na pratica. A aplicagdo deste modelo apresenta muitas limitagcdes devido aos
poucos fatores de ajuste ao modelo (Lopes et al., 2005). Outro modelo proposto
baseia-se na equacdo de Higuchi, frequentemente utilizada para descrever a
velocidade de liberacdo controlada do farmaco a partir de um sistema matricial
(Higuchi, 1961). A equacao abaixo representa o modelo de Higuchi e expressa como

a fracdo de massa é liberada:



M

[00]

Onde Ky corresponde a constante de liberacdo de Higuchi, que reflete as
caracteristicas do desenho da formulacgao.

Higuchi descreve o mecanismo de liberagdo dos farmacos como um
processo de difusdo baseado na lei de Fick, estando dependente da raiz quadrada
do tempo. Porém, o uso desta relagdo em sistemas que intumescem pode tornar-se
insuficiente, pois sistemas deste tipo podem ser erodiveis, devendo-se atender ao
atributo do relaxamento das cadeias poliméricas para o transporte do farmaco.
Assim, a equacao de Higuchi apresenta fortes limitagdes na interpretacdo dos
mecanismos de liberagédo controlada. No entanto, o modelo e Higuchi € mais realista
que o modelo de ordem zero para sistemas matriciais. Este modelo pode ser
aplicado com maior exatiddao a matrizes unidimensionais pouco soluveis, que nao
apresentem capacidade de intumescimento, como por exemplo o acetato de
celulose, nas quais esta incorporado um farmaco muito soluvel (Tahara et al., 1996).
Quando o mecanismo ndo esta bem elucidado geralmente utiliza-se a equacéo
semi-empirica proposta por Korsmeyer e colaboradores (Korsmeyer et al., 1983).
Esta equacao é utilizada para descrever a liberagdo do soluto quando o0 mecanismo
que prevalece € uma combinagao da difusdo do farmaco (transporte Fickiano) e do
transporte Caso Il (ndo-Fickiano, controlado pelo relaxamento das cadeias
poliméricas) (Ritger e Peppas, 1987). Neste modelo, a relacdo entre a velocidade de

liberacédo e o tempo € igual a:

M e (18)
M.,

Onde K é uma constante cinética, que incorpora caracteristicas estruturais e
geométricas do mecanismo e n é o expoente de liberagcdo que, de acordo com o
valor numérico que assume, caracteriza o0 mecanismo de liberagéo do farmaco.

A Equacao 18 é geralmente utilizada para interpretar e descrever a liberagao
do farmaco quando o mecanismo que prevalece nao € bem conhecido ou resulta da
combinacdo de dois processos aparentemente independentes: um devido ao

transporte do farmaco que obedece as leis de Fick e outro consequéncia dos



fendmenos de inchamento/relaxamento do gel (expanséo dindmica) e que envolve a
transicdo de um estado semi-rigido a outro mais flexivel, chamado transporte Caso-
Il. Nos sistemas de liberagdo controlada, a extensdo e a taxa de liberagcao do
farmaco é o resultado da combinacado da difusdo com o transporte de Caso Il das
moléculas de farmaco através das cadeias poliméricas (Ritger e Peppas, 1987).
Nestes casos, a difusdo obedece as leis de Fick, enquanto o transporte de Caso Il
reflete a influéncia do relaxamento do polimero no movimento das moléculas na
matriz (Enscore et al., 1977). Nesta equagéo leva-se em conta a difus&o do farmaco
e o relaxamento do gel como processos determinantes na liberagdo do farmaco
(Lopes et al., 2005). Este modelo € muito utilizado para varios tipos de sistemas de
liberacdo modificada e o valor do expoente n é utilizado para caracterizar diferentes
mecanismos de liberagédo (Peppas, 1985). Os diferentes valores de n para diferentes
formas geométricas e os respectivos mecanismos de liberagdo sdo apresentados na

Tabela 1 (Siepmann e Peppas, 2001).

Tabela 1 - Expoente n da Equagao de Korsmeyer e mecanismo de liberagao de farmaco.

Expoente n
Mecanismo de liberagao
Filme fino Cilindro Esfera
<0,5 <0,45 <0,43 Difusao Fickiana
0,5<n<1,0 0,45<n<0,89 0,43<n<0,85 Transporte anémalo
>1,0 >0,89 >0,85 Transporte caso |l

2.5 Biopolimeros

Biopolimeros sdo agentes versateis e promissores para exercer a fungao de
agentes encapsulantes apropriados capazes de controlar a liberagao de farmacos e
sustentar a agao terapéutica ao longo do tempo e/ou de liberar o farmaco ao nivel de
um determinado tecido ou 6rgdo alvo, pois apresentam vantagens de serem
biocompativeis e biodegradaveis. Além disso, podem ser modulados para modificar
a cinética de liberagao de uma substancia (Bansode et al., 2010).

Segundo Santos et al. (2012), o encapsulante ideal deve apresentar baixa
viscosidade em concentracbes elevadas e ser de facil manipulagdo durante o
processo; possuir baixa higroscopicidade, para facilitar a manipulacdo e evitar

aglomeracao; nao ser reativo com o material a ser encapsulado; ter habilidade de



selar e segurar o material ativo dentro da estrutura da capsula; liberar
completamente o solvente ou outros materiais utilizados durante o processo de
encapsulagdo; proporcionar maxima protegdo ao material ativo contra condi¢des
adversas, tais como luz, pH, oxigénio e ingredientes reativos; ser soluvel em
solventes comumente usados; possuir as propriedades desejadas de liberagdo do
material ativo; ndo apresentar sabor desagradavel no caso de consumo oral; e ser
econdmico.

Os biopolimeros mais utilizados, pelo setor farmacéutico, para exercer a
funcdo de agentes encapsulantes s&o: polissacarideos naturais (amido, dextrinas)
ou modificados (carboximetilcelulose, etilcelulose, metilcelulose, acetilcelulose,
nitrocelulose, quitosana), gomas (arabica, carragena, alginato de soédio), materiais
protéicos (gluten, caseina, gelatina, albumina), ceras, lipidios (parafina, triestearina,
acido estearico, monoglicerideos e diglicerideos) (Nguyen et al.,, 2012; Kah e
Hofmann, 2014).

2.5.1 Quitosana

A quitosana, cuja estrutura quimica esta apresentada na Figura 7, é um
copolimero linear composto de unidades de repeticdo de 2-amino-2-desoxi-D-glicose
(glicosamina) e 2-acetamido-2-desoxi-D-glicose (N-acetilglicosamina) e pode ser
obtido pela desacetilagdo parcial da quitina, que € um polissacarideo encontrado na
natureza em crustaceos, insetos e alguns fungos (Dash et al., 2011). O grau de
desacetilagdo (GD) da quitosana, dado que indica o numero de grupos amino ao
longo das cadeias, é calculado como a razdo entre D-glucosamina e a soma de D-
glucosamina e N-acetil-D-glucosamina. Para ser nomeada “quitosana”, a quitina
desacetilada deve conter pelo menos 60% de residuos de D-glucosamina (Silva et
al., 2012; Croisier e Jérébme, 2013).
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Figura 7 - Estrutura quimica da quitosana, por¢gdo N-acetil-D-glucosamina (A) e por¢cao D-
glucosamina (B) (Araujo, 2015).

A quitosana é considerada uma base fraca e insoluvel em agua, bases,
alcool e acetona, porém dissolve-se em solugbes acidas diluidas de acidos
organicos, como o acético, o formico e o citrico, além de acidos inorganicos como o
acido cloridrico diluido, resultando em solugdes viscosas. A solubilidade da
quitosana em solugbes acidas converte a unidade glicosamina em grupos
protonados (-NH3") (Silva et al., 2006).

A solubilidade da quitosana depende da sua origem biologica, massa molar
e grau de desacetilagdo e isso afeta diretamente as aplicagdes deste biopolimero
(Tavaria et al., 2013). Devido a protonagdo, em meio acido, dos grupos amino
presentes em sua cadeia carbdnica, além das hidroxilas provenientes dos grupos
alcool, a quitosana apresenta carater higroscépico e € capaz de formar gel, podendo
absorver até 400% da sua massa inicial em meio aquoso. Fatores como pH do
solvente utilizado, concentragdo e massa molar da quitosana estdo diretamente
relacionados a viscosidade do gel obtido, bem como as propriedades do biomaterial
final (Campos, 2007; Nomura et al., 2009). Uma propriedade fundamental na
transformacdo metabdlica da quitosana no corpo e essencial para todos os
polimeros usados em sistemas carreadores de farmacos € a biodegradabilidade. Na
quitosana ela pode ser de dois tipos: quimica ou enzimatica. A quimica € a que se
refere a degradagao catalisada por acido, tal como a que ocorre no estdbmago. Pela
via enzimatica, a quitosana pode ser degradada por enzimas, especialmente a
lisozima, capaz de hidrolisar as liga¢gdes glucosamina-glucosamina, glucosamina-N
acetil-glucosamina e N-acetil-glucosamina, (Laranjeira e Favere, 2009; Kean e
Thanou, 2010).



As aplicacbes da quitosana na area biomédica tém evoluido muito nas
ultimas trés décadas, como biomaterial, em implantes dentarios, reconstituicdo
0ssea, liberagao controlada de farmacos em animais e humanos, bioadesivo, agente
cicatrizador, agente antimicrobiano, material de bandagem, molde para enxerto de
pele, agente hemostatico, material para sutura e até mesmo material para lentes de
contato, na forma de filmes, géis, capsulas, microcapsulas ou solu¢gées (Nomura et
al., 2009). Isto se deve essencialmente as suas propriedades de biocompatibilidade,
capacidade bactericida, biodegradabilidade e por ser extremamente abundante, de
baixo custo e renovavel. Quando em contato com células humanas néo provoca
reacdes adversas; ou seja, € uma substancia segura para o organismo humano.

A quitosana pode ser degradada por enzimas amplamente encontradas no
corpo humano, e os oligbmeros podem ativar macréfagos e estimular a sintese de
acido hialurénico. Além disso, a quitosana € reconhecida por células tumorais, e
consequentemente, pode trazer farmacos ao seu alvo seletivamente (Costa Jr e
Mansur, 2008). A alta hidrofilicidade da quitosana, devida ao grande numero de
grupos hidroxila e grupos amino presentes na cadeia polimérica, permite sua
utilizacdo como biomaterial na forma de péds, flocos, microesferas, nanoparticulas,
gel, membranas, esponjas, colméias, fibras e fibras ocas (Dias e Silva, 2001; Del
Nobile et al., 2009). A quitosana exibe propriedades analgésica, mucoadesiva e
antibacteriana, juntamente com atividade antifungica e hemostatica (Avella et al.,
2000; De Carvalho Canella e Garcia, 2001; Jiang et al., 2008). Além disso, a
quitosana pode ser facilmente biodegradada gerando residuos nao toxicos e sua
taxa de degradagao esta relacionada com a massa molar do polimero e com o grau
de desacetilagao (Casarin, 2004; Casarin, 2010).

A utilizacdo da quitosana como sistema de liberacdo de farmacos (Drug-
delivery systems) surgiu desde a década de 1980 e representa biomateriais
utilizados como agente facilitador na entrega de drogas sistémicas e locais, capaz
de proporcionar uma taxa de liberagdo controlada e prolongada da droga com o
minimo de efeito colateral. Por ser um material seletivamente permeavel, surgiu
como bom candidato para liberacdo controlada de medicamentos no meio

gastrintestinal e na mucosa oral (Kumar, 2000).



2.6 Montmorilonita

Os argilominerais do grupo da esmectita (montmorilonita, beidelita,
nontrolita, volconscoita, saponita, sauconita, hectorita) sdo contituidos de multiplas
camadas, com uma estrutura na forma de sanduiche, com duas folhas de silicatos
tetraédricas envolvidas por uma folha central octaédrica unidas entre si por
oxigénios comuns as folhas para formar uma camada (Figura 8). As forcas
eletrostaticas e de Van der Waals que mantém as camadas unidas sao
relativamente fracas e a distancia interlamelar (dgp1) € em torno de 1,1 nm (na sua
forma anidra); a espessura de camada € em torno de 0,96 nm e uma dimensé&o
lateral da ordem de centenas de nandmetros (area superficial de aproximadamente
750 m? g") (Santos, 1989; Utracki, 2004).

Cation trocavel )
Al Mg, Fe
e Si, Al

Figura 8 - Representagao esquematica da esmectita (Coelho et al., 2007).

O silicio na lamina tetraédrica, o aluminio e o0 magnésio na lamina octaédrica
estdo sujeitos a substituicdo por outros ions de tamanho semelhante; esse processo
denomina-se substituicdo isomodrfica. Na montmorilonita pode haver substituicoes
isomorficas em porcentagens moderadas do Al** por Mg?*, que confere a cela
unitaria uma deficiéncia de cargas positivas de 0,66 cation monovalente, essa carga
elétrica negativa é balanceada por um cation M hidratado entre as camadas
estruturais, eles podem ser chamados de “cations neutralizantes” ou “cétions
trocaveis” uma vez que pode ser trocado de forma reversivel, por outros cations.

Quando argilominerais montmoriloniticos anidros sdo colocados em agua, os cations



trocaveis se hidratam e o espacamento basal aumenta, nesse momento os cations
interlamelares sao susceptiveis de serem trocados por outros cations por uma
reagao quimica estequiométrica. A ligagcao frouxa entre as camadas e o elevado
grau de substituicao isomoérfica torna facil a clivagem das particulas em meio liquido,
havendo uma tendéncia grande (especialmente quando os cations sdo Na*, K, Li",
NH;") a separagdo das camadas estruturais em meio aquoso, podendo ir até
monocamada estrutural de 10 A (Santos, 1989; Coelho et al., 2007; Barbosa et al.,
2012).

A associagao quitosana/montmorilonita é possivel uma vez que a quitosana,
devido a sua natureza hidrofilica e policatibnica em meio acido, apresenta boa
dispersao com este tipo de silicato, podendo ser intercalada entre as suas lamelas,
por meio de troca catidnica e ligagdes de pontes de hidrogénio (Darder et al., 2003).
O mecanismo de troca catibénica envolve interacdes entre a carga positiva do grupo
amina protonada (NHs") da quitosana e os sitios carregados negativamente na
estrutura da argila (Darder et al., 2005). Dentre os beneficios que podem ser
conseguidos com esta associcdo se destacam: (a) a intercalagdo da quitosana
catidbnica nas galerias da argila pode resultar na neutralizagdo da forte ligacao da
droga (farmaco) catibnica com a argila anionica; (b) a solubilidade da quitosana no
pH do suco gastrico ira diminuir e com isso minimizar a liberagdo prematura da
droga; (c) a quitosana catidnica, ao contrario da argila, proporciona a possibilidade
de carregamento (imobilizacdo) de drogas carregadas negativamente e (d) os
grupos amina presentes na quitosana sao sitios para imobilizagao do farmaco. A
solubilidade limitada, no pH gastrico, dos hibridos quitosana/argila carreados com o
farmaco oferece vantagens significativas para liberagdo da droga em sitios
especificos pois ndo sao destruidos pelo pH acido do estétmago e na presencga de
enzimas digestivas. Além disso, a propriedade mucoadesiva da quitosana pode
melhorar a biodisponibilidade de medicamentos no trato gastrointestinal (Yuan et al.,
2010). Portanto, os hibridos de quitonana/montmorilonita tém um grande potencial

como carreadores de farmacos.

2.7 5-Fluorouracil
O farmaco 5-FU é uma substancia sdlida, fornecido na forma de cristais,

estavel a temperatura ambiente, branco e soluvel em agua (12,2 mg/mL). Sua



féormula molecular € Cs4H3FN202 e sua estrutura molecular esta representada na
Figura 9. Seu espectro de UV-Vis apresenta uma banda caracteristica de uma
transicdo =n-m*, com absorcdo em 266 nm e fluorescéncia em 391 nm quando
excitada em 315 nm (Bayomi e Al-Badr, 1990).

O

Figura 9 - Estrutura molecular do 5-FU (Azhar e Olad, 2014).

O mecanismo de agdo do 5-FU exige sua conversdo enzimatica no
nucleotideo (ribosilagédo e fosforilagdo) para exercer atividade citotoxica. Existem
diversas vias disponiveis para formagao dos agentes citotoxicos trifosfato de
floxuridina (FUTP), monofosfato de fluorodesoxiuridina (FAUMP) e difosfato de
fluorodesoxiuridina (FAUTP) (Figura 10). A estratégia € inibir a sintese de DNA
através de precursores, capazes de entrar facilmente nas células tumorais e sofrer
ativacdo por enzimas intracelulares. Por exemplo, o 5-FU €& convertido em
desoxinucleotideo, o FAUMP, que, por sua vez, bloqueia a enzima timidilato sintase
(TS), necessaria para conversao fisiolégica do monofosfato de desoxiuridina (dUMP)
em monofosfato de desoxitimidina (dTMP), que € um componente do DNA. Em
células tratadas com 5-FU, o FAUTP incorpora-se ao DNA, em lugar do trifosfato de
timidina (TTP) que sofreu deplecgao fisioldgica, apesar do significado da incorporagao
nao estar completamente esclarecido, presume-se que a incorporagcdao ao DNA
desencadeia o processo de excisao-reparo. Esse processo resulta na quebra de
filamento de DNA, visto que o processo de reparo do DNA necessita de TTP.
Entretanto, esse substrato esta ausente em consequéncia da inibicdo do TS. A
incorporagao dos metabdlitos do 5-FU ao RNA também causa citotoxidade, em
consequéncia dos principais efeitos observados sobre o processamento e as
funcbes do RNA (Brunton et al., 2012).



Figura 10 - Vias de ativagdo metabdlicas do 5-FU. difosfato de floxuridina (FUDP);
monofosfato de floxuridina (FUMP); trifosfato de floxuridina (FUTP); fluorodesoxiuridina
(FUDR); difosfato de fluorodesoxiuridina (FAUDP); monofosfato de fluorodesoxiuridina
(FAUMP); trifosfato de fluorodexosiuridina (FAuTP); 5-fosforribosil-1-pirofosfato (PRPP);
timidilato sintase (TS); ribonucleotideo redutase (RR); timidina quinase (TK);
dihidrofluorouracil (DHFU); dihidropirimidina desidrogenase (DPD); uridina fosfatase (UP);
uridina quinase (UK); fluoridina (FUR); fosforibosiltranserase (OPRT); fosfato de timidina
(TP) (Longley et al., 2003).

Os metabdlitos do 5-FU tém estrutura analoga aos componentes do DNA e
atuam inibindo a sintese do DNA ou séo incorporados ao RNA ou ambos, agindo em
fase especifica do ciclo celular. Portanto, tende a ser mais util primariamente no
tratamento de linfomas e leucemias, patologias em que a proliferacdo celular € mais
intensa que tumores solidos que crescem mais lentamente (Foye, 1995). Apds sua
descoberta, 5-FU ainda permanece como um dos principais agentes quimioterapicos
para o tratamento de cancer de célon. A estratégia mais usada na administragcao de
5-FU é seu uso com Leucovorin, que também é um inibidor da enzima TS e aumenta
a eficacia do 5-FU. Inicialmente, 5-FU era administrado via oral. A administracéo por

essa via foi estudada por diversos autores no tratamento de diversos carcinomas,



dentre eles adenocarcinoma recorrente e de metastase (Douglass e Mittelman,
1974; Brunton et al., 2012). Douglass e Mittelman (1974) estudaram dois pacientes
com metastase de carcinoma de cdélon via administracdo oral, intravenosa e intra-
hepatica de 5-FU radioativo e observaram que apos duas horas de uma
administracdo intravenosa praticamente ndo havia 5-FU detectavel no plasma
periférico e na secrecao biliar; quanto a via intrahepatica, o 5-FU néo foi detectado,
indicando que o figado degrada rapidamente o farmaco; ja pela via oral, houve
aumento de concentragéo inicial apds ingestdo com uma infusao continua de até 3 h
apo6s a ingestao. Porém essa via nao foi mais utilizada apés a publicacédo de Hahn et
al. (1975) mostrando que a intravenosa era mais efetiva devido a absorgao do
farmaco no intestino ser variavel quando administrado oralmente. Em outro estudo
realizado por Thomas (1978), a administragao de 5-FU em cachorros da raca beagle
demonstrou que a absorcdo de 5-FU no lumen estomacal é baixa, o que torna
improvavel a eficiéncia de administracao desse farmaco pela via oral. Além disso, a
mucosa gastrointestinal contém DPD, uma das enzimas que catabolizam o 5-FU e
dependendo do individuo, a concentragcdo dessa enzima € elevada, reduzindo os
niveis deste farmaco no plasma.

Algumas estratégias tém sido desenvolvidas para diminuir esse problema,
como a co-administracdo de farmacos que inibem a acdo de DPD, como uracil e
eniluracil, e a administracdo oral de pré-farmacos do 5-FU que sado absorvidos
intactos e sao metabolicamente ativados apds absorg¢do intestinal, como a
capecitabina (Mayer, 2001). Paek et al. (2006) estudaram a administracdo do
farmaco para o tratamento de cancer retal em camundongos pelas vias oral e retal.
5-FU administrado via supositorio composto de polaxamer 188 e propilenoglicol teve
menor toxicidade sistémica, pois permitiu o contato tdépico direto com a neoplasia
retal e maior concentragdo nos tecidos do intestino, que a administracao
intravenosa. Atualmente, 5-FU é administrado via intravenosa como um bdlus ou
como uma perfusdao continua. Em pacientes com metastases no figado é usada
perfusdo intra-hepatica continua como alternativa a intravenosa, embora 50% do
ativo sejam eliminados via primeira passagem pelo figado. Como a meia vida deste
farmaco no plasma é pequena (10-20 min), o protocolo envolve a administragcéo

intravenosa de doses elevadas (400-600 mg.m'z), semanalmente, para que sejam



alcangados niveis terapéuticos, fato que exacerba os efeitos adversos (Peters et al.,
1993; Hasan et al., 2006).

O 5-FU atua contra células que se dividem rapidamente afetando a medula
O0ssea e as mucosas gastrointestinal e oral. Os efeitos adversos mais frequentes
incluem inicialmente anorexia e nauseas seguidas de estomatite e diarreia.
Entretanto, os efeitos adversos mais sérios decorrem da mielo supressao a qual se
manifesta clinicamente como leucopenia (reducdo da quantidade de glébulos
brancos), trombocitopenia e anemia. Ocorre, também, perda de cabelo, alteracdes
nas unhas e dermatite. Entre as manifestagdes neuroldgicas, destaca-se a sindrome
cerebelar aguda. Na administracao intra-hepatica podem advir complica¢des devidas
ao atrito do cateter com a artéria gastroduodenal, resultando necrose, hemorragia e
até perfuracado do epitélio intestinal; causando, ainda, efeitos neuroldgicos, necrose
do miocardio, isquemia e reagdes inflamatérias como conjuntivite aguda e crénica
(Peters et al., 2002). Em razao disto, tém sido feitas varias tentativas para
encapsular 5-FU a fim de reduzir os efeitos adversos que ele provoca (Azhar e Olad,
2014).

2.7.1 Encapsulamento do 5-Fluorouracil

Ouchi et al. (1989) estudaram a reducao de efeitos secundarios, a afinidade
por células tumorais e a atividade anti-tumor de formulag¢des de 5-FU com quitosana
e quitina através de espagadores de hexametileno, sendo esses espacadores
responsaveis por modular a interagao entre a molécula do farmaco e quitosana e a
quitina, via ligagdes carbamoil. Os ensaios in vivo visaram combater leucemia em
ratos e inibicdo do crescimento de Meth-A nos fibrossarcomas. Os conjugados de
quitosana, quitina e 5-FU mostraram efeito significativo sobre a inibicdo de Meth-A
fibrossarcoma. As formulagdes de quitosana, quitina e 5FU nao apresentaram
qualquer toxicidade aguda em ratos numa dose de 800 mg/kg corporeo.

Akbuga e Bergisadi (1996) demostraram que as taxas de liberagao in vitro
de microesferas de quitosana e 5-FU sao afetadas pela relacéo quitosana/5-FU, tipo
de dleo, taxa de agitacdo e também aditivos. A liberagdo de 5-FU a partir de
microesferas de quitosana caracteriza-se por uma liberacio inicial rapida e a adi¢cao
de substancias tais como o acido alginico, quitina, agar, caprilato de sédio e acido
estearico alteram as propriedades de liberacdo de 5-FU das microesferas.



Os parametros de obtengdo de microesferas podem interferir na taxa de
liberagdo e no didmetro das microesferas de quitosana e 5-FU. No estudo de Seyyal
e Pisékin (1999) foram preparadas microesferas de quitosana na faixa de tamanho
de 10 - 200 um, para isso foram alterados parédmetros de concentragdo da emulsao,
taxa de agitacdo, a relagdo quitosana/solvente e propor¢ao de solugdo de
farmaco/quitosana. O tamanho e distribuicdo do tamanho das microesferas
diminuiram quando a taxa de concentracdo do emulsificante e agitacdo foi
aumentada. Microesferas menores foram obtidas quando a razdo quitosana/solvente
e a relagdo quitosana/5-FU foram mais elevadas. Cerca de 60 % do 5-FU foi
liberado nas primeiras 24 horas, em seguida as taxas de liberagdo tornaram-se
muito lentas.

Chandy et al. (2000) demostraram que o 5-FU pode ser encapsulado por
quitosana, em microesferas com diametro de 10-25 um. Nesse estudo, uma emulséo
de 5-FU e acido polilactico (PLA) dissolvido numa mistura de acetona-diclorometano
foi vertida em outra solugdo alcéolica (poli-vinilico) de quitosana, num
homogeneizador de alta velocidade, para a formagdo de microesferas. A
recuperacao do 5-FU em microesferas variou de 44 — 66%, dependendo do polimero
e dos sistemas de emulsdo utilizados na preparagao. A liberacdo do 5-FU foi
inicialmente de 25%, seguida por uma liberagao lenta constante por um periodo de
estudo de 30 dias.

A eficacia antitumoral do 5-FU em nanoparticulas de poli acido D, L-lactico-
glicélico (PLGA) apresenta uma dependéncia com a proporgao do 5-FU. Nair et al.
(2011) testaram duas combinagdes diferentes, 50-50 e 90-10, ambos sintetizados
usando um método de emulsdo, e sua avaliagao biolégica foi realizada em glioma
(células U87MG) e adenocarcinoma da mama (MCF7) celulares. As nanoparticulas
da formulagédo 50-50 apresentaram menor didmetro e eficiéncia de encapsulagao de
66%. Analise de difracdo de raios X sugeriram a presenga do 5-FU em forma de
dispersao molecular. Nos estudos de liberagao in vitro houve liberagao prolongada
de 5-FU em ambas as combinagdes com PLGA, entretanto a combinagdo 50-50
mostrou liberagdo mais rapida. Todos os resultados indicam que as nanoparticulas
50-50 possuem uma melhor eficacia antitumoral do que as nanoparticulas 90-10 e o
5-FU isoladamente. Esse estudo mostrou que a exposicdo em longo prazo de

tecidos doentes a nanoparticulas 5-FU/PLGA é mais favoravel do que a



administracdo regular isoladamente do 5-FU, os resultados indicaram o potencial
das nanoparticulas 5-FU/PLGA para tratamento quimioterapico de cancer.

Segundo Aydin e Pulat (2012) nanoparticulas de quitosana e 5-FU com
148,8 + 1,1 nm de tamanhos, demonstraram ser sensiveis ao pH no que diz respeito
a resposta de inchago (pH: 3 - 5 ) e encolhimento (pH: 5 - 7,4). No estudo de
liberagcao in vitro houve uma liberagcado controlada de 5-FU. Além disso, os perfis de
liberacdo demonstraram significativa dependéncia com o pH, essas caracteristicas
favorecem a entrega do 5-FU em tumores localizados. Os autores relatam que as
nanoparticulas de 5-FU e quitosana oferecem varias vantagens em relagcdo a
terapias convencionais, pois superam os efeitos secundarios em relagdo a dosagem
e toxicidade.

Azhar e Olad (2014) incorporaram o 5-FU em montmorilonita (MMT) pelo
meétodo de intercalagdo, de modo a retardar a liberacdo da droga no ambiente
gastrico. O nanocompésito 5-FU/MMT foi composto com alginato (ALG) e revestido
com quitosana. De acordo com os resultados, o sistema nanocompodsito 5-
FU/MMT/ALG/quitosana contendo 30 % de MMT apresentou liberagéo controlada de
50% do farmaco num tempo de 8 horas, num pH de 7.4. Os perfis de liberagao do 5-
FU nos sistemas nanocompdésitos foram melhor ajustados pelo modelo cinético
Korsmeyer-Peppas, sugerindo que o mecanismo de liberagdo controlada ocorre por
difusdo. O sistema nanocompdsito 5-FU/MMT/ALG/quitosana se mostrou adequado
para a entrega de 5-FU no intestino delgado de forma controlada.

De acordo com o descrito, estudos sobre o desenvolvimento de hibridos
quitosanal/argila para sistemas carreadores de farmacos néo tem sido tao difundidos
quanto aqueles com quitosana pura. Contudo, varios beneficios podem ser
alcancados para essa aplicagdo quando a quitosana é associada a argila. Entre os
materiais argilosos, a montmorillonita tem atraido grande atencdo devido a sua
capacidade de liberar farmacos de uma maneira controlada, capacildade
mucoadesiva para as formulacbes farmacéuticas, capacidade de atravessar a
barreira gastrointestinal e biodisponibilidade por via oral. Ela também tem
capacidade de adsorver toxinas alimentares e € atoxica (Joshi et al., 2009).



2.7.2 Individualizagdao Farmacocinética do 5-Fluorouracil

O sucesso terapéutico de um farmaco esta relacionado com a quantidade do
farmaco que consegue chegar aos locais de agao e quando isso ocorre. A absorgao,
a distribuicdo, o metabolismo e a excregdo dos farmacos constituem os processos
conhecidos como farmacocinética. O entendimento e a utilizacdo dos principios
farmacocinéticos aumentam o sucesso terapéutico e normalmente reduz a
ocorréncia de efeitos adversos dos farmacos no organismo (Brunton et al., 2012).

O 5-FU apresenta significativa variabilidade na resposta terapéutica e na
ocorréncia de toxicidade associada a sua farmacocinética variavel. Blaschke et al.
(2011) demonstraram que o ajuste das doses de 5-FU com base na area sob a
curva (ASC) parece ser a melhor alternativa para todos os regimes terapéuticos de
5-FU. Evidéncias indicam que uma ASC entre 20-25 mg.h.L”' permitem um
adequado balango entre eficacia e redugao da toxicidade no tratamento de cancer
colorretal, mas tais resultados s6 sé&o alcangados com uso de doses ajustadas para
manutengdo da ASC (Gamelin et al., 2008). Nesse estudo foi observado que 17,3%
dos pacientes necessitaram de reducao de doses e 68% necessitaram de aumento
de doses para obter a ASC determinada. Em outro estudo os pacientes submetidos
ao tratamento com doses ajustadas farmacocineticamente apresentaram reducao da
incidéncia de toxicidade quando comparadas a dosagem padrao (Martins et al.,
2013). Alnaim (2010) relataram em estudo que 70-80% dos pacientes com doses
ajustadas atingiram intervalo terapéutico adequado, enquanto apenas 20-30% dos
pacientes do regime sem ajuste de dose apresentaram ASC adequado.

Portanto a individualizacdo farmacocinética deve possibilitar o desenvolver
regimes terapéuticos de 5-FU personalizados, com impactos significativos nos
resultados terapéuticos e redugdo na toxicidade (Lee et al., 2004; Blaschke et al.,
2011; Martins et al., 2013).

2.8 Equipamento para Obtengao de Microesferas Poliméricas

Segundo Prado et al. (2010), o equipamento de atomizacao por spray-drying
€ utilizado para obtencdo de microesferas poliméricas, porém, o custo desse
aparelho gira em torno de R$ 50 mil no mercado nacional. Para minimizar os custos
do sistema de obtencao, Rorrer et al. (1993) e Dias et al. (2008) desenvolveram

sistemas de baixo custo via prototipagem; esses sistemas produzem microesferas



pelo método de inversdo de fase, o qual necessita de uma bomba peristaltica e um
compressor de ar, a somatéria dos equipamentos custa em torno de R$ 6 mil. Em
funcdo do alto custo dos equipamentos comerciais, Prado et al. (2010)
desenvolveram um equipamento com materiais de baixissimo custo e que permite a
obtencdo de microesferas sem quaisquer problemas financeiros, pois o sistema foi
construido usando um compressor de ar de 12 V com o custo de R$ 36, uma bomba
de aquario de R$ 29, uma caneta de R$ 1 e uma agulha hipodérmica de R$ 0,40. A
Figura 11 mostra o esquema e a imagem do sistema desenvolvido por Prado et al.
(2010).

(A)

Figura 11 - (A) Esquema do sistema de obtengédo das microesferas contendo compressor de
ar (1), sistema de gotejamento (2), solugdo coagulante (3) e bomba de aquario (4); (B)
Imagem do sistema de obtencao das microesferas (Prado et al., 2010).

O presente trabalho seguiu a mesma estrutura do equipamento proposto por
Prado et al. (2010), mas com automacgao do sistema de injegdo com o uso de um
microcontrolador eletrdnico, que permite ajustar o fluxo de injecado da solugédo e
eliminar o gradiente indesejavel de fluxo de injecao presente nos equipamento

citados anteriormente.

2.8.1 Microcontrolador

Os microcontroladores sdo usados em muitos sistemas de controle com
diversas vantagens, tais como: flexibilidade, facilidade de uso, custo e tamanho.
Além disso, os microcontroladores apresentam baixo custo em comparagdo com

outras tecnologias de controle.



Microcontroladores sao geralmente fabricados em duas categorias:
plataforma de chip unico ou plataforma de circuito impresso. Segundo Banzi e Shiloh
(2015) o microcontrolador Arduino € uma plataforma de circuito impresso e a
escolha de um modelo para prototipagem dependera da necessidade de cada
usuario, os modelos se diferenciam pelos distintos formatos e configuragdes. O
modelo mais popular € o Arduino Uno (Figura 12), o qual foi utilizado no sistema de
injecdo do presente trabalho, por sua versatilidade e baixo custo (R$ 9,00). Ele
apresenta chip ATmega328, tensao de operagao de 5V, 14 pinos de entrada/saida
digitais, 6 pinos de entrada/saida analdgicos, 32 KB de memoria flash, 2 KB de
SRAM, 1 KB de EEPROM e velocidade de clock de 16 MHz.

Figura 12 - Microcontrolador Arduino Uno (Arduino, 2015).

Esse microcontrolador foi criado em janeiro de 2005, no Instituto de
Interatividade e Design (Italia). O principal objetivo foi criar uma ferramenta de
hardware facil de programar e de baixo custo. Os desenvolvedores criaram um
ambiente de desenvolvimento integrado e uma ferramenta de software que traduz a
linguagem de alto nivel C/C++ (Silveira, 2011). Segundo Mcroberts (2011), o
microcontrolador pode ser utilizado para desenvolver varios projetos, conectando
diversos dispositivos como sensores, interruptores, motores e pode ser conectado
em computadores, em redes e até mesmo a Internet, podendo assim disponibilizar
os dados coletados em uma péagina de internet, sendo exibidos em forma de texto,

graficos e tabelas para os usuarios.



Atualmente o microcontrolador é de cddigo aberto (open source) que pode
ser programado usando um software livre que usa uma versdo simplificada da
linguagem de programacéo C/C**. Com o microcontrolador é possivel escrever um
programa para controlar sistemas fisicos pela leitura e gravagdo de sinal
analodgico/digital, para isso € necessario alguns sensores analégicos e o ADC
(conversor analdgico-digital) que é responsavel por converter os sinais analdgicos
para sinais digitais (Al-Haija et al., 2014). Para programar e configurar é utilizado o
software Integrated Development Environment (IDE) mostrado na Figura 13, ele
permite escrever o codigo fonte do programa e carrega-lo no microcontrolador
através de upload, sendo o cdodigo fonte responsavel pela execucdo das tarefas
pretendidas (Arduino, 2015).

Blink | Arduino 1.0.6 — B

File Edit Sketch Tools Help

00 BR B
Elink & v

wroid setup () {

pinMode {13, OUTPUT) :
}

/¢ the loop function runs owver and ower again forewer

moid loop () |
digitalWrite (13, HIGH); 44 turn the LED on (HIGH is the wvoltag
delay(l000) ;2 4f wait for a second
digitalWrite (13, LOW); /4 turn the LED off by making the wolt
delay(l000) ;2 Jf wait for a second

Arduine Uno on COMZ

Figura 13 - Software Integrated Development Environment (IDE) (Arduino, 2015).

O uso do microcontrolador foi necessario para solucionar um problema
presente nos equipamentos propostos por Prado et al. (2010) e Dias et al. (2008),
pois o sistema de injegdo apresenta um indesejavel gradiente de fluxo de injecao,

ocasionado pelo tipo de bomba de injecao utilizada no processo, esse gradiente de



fluxo ocasiona variacdo no diametro das microesferas obtidas. A fungdo do
microcontrolador € anular o gradiente de fluxo de injecdo, pois no sistema
microcontrolado o deslocamento do parafuso de injegdo € constante, tornando o
fluxo do biopolimero constante no bico de inje¢do. Outro aspecto relevante é que o
fluxo de injecdo pode ser modificado através do IHM (interface homem maquina),
isso pode ser realizado com o uso de botdes seletores de velocidade de rotacdo do
motor de passo. O sistema de injecdo microcontrolado esta representado na Figura
14.

Microcontrolador Drive Motor de passo Solugac Polimérica
Arduino de rotagiao

s PRI R

FLUXO DE INJECAO

Figura 14 - Sistema de injecdo microcontrolado.

2.9 Modelagem Molecular

Atualmente a aplicagdo de meétodos computacionais no estudo de
compostos bioativos tem se tornado uma pratica rotineira. Esses métodos permitem
estudar as interagdes ou reagcbes que ocorrem entre ligantes e macromoléculas.
Esta complementaridade permite o estabelecimento de interacbes mais ou menos
especificas, como interagdes dipolo-dipolo e ion-ion, ligagbdes hidrogénio e forgas de
dispersdo, que contribuem para a energia de interagdo entre as moléculas. E neste
ponto que a modelagem molecular pode dar sua contribuicdo, pois através dela
pode se ter uma descricdo detalhada da estrutura, interacdes intermoleculares,
reagdes quimicas e pode ser aplicada em estratégias de modelagem direta e indireta

de novas drogas (Barreiro et al., 1997; Sant, 2009).



A modelagem molecular consiste em um conjunto de ferramentas para a
construgcdo, edicdo e Vvisualizagdo, analise e armazenamento de sistemas
moleculares complexos, objetivando encontrar meios de reproduzir e prever o
comportamento de moléculas e sistemas moleculares (Cohen et al., 1990; Barreiro
et al., 1997; Andrew, 2001). A base da modelagem molecular esta na criacdo de
modelos tedricos, em escala atomistica, visando relacionar propriedades
moleculares importantes com propriedades macroscopicas de um determinado
sistema. Certos modelos tedricos utilizam métodos de Mecanica Quantica para
caracterizar propriedades eletrbnicas do sistema, e certos modelos utilizam métodos
de Mecanica Estatistica classica (Mecanica Molecular), para a descri¢cao fisica de
sistemas moleculares complexos em fase condensada. Métodos tedricos tanto de
mecanica molecular como da mecéanica quantica (semi-empiricos, ab initio e
hibridos) tém se tornado mais seguros quanto a previsdo de estruturas e
propriedades moleculares. A boa concordancia com dados experimentais tem
estimulado o uso de métodos tedricos e implementagdo de novas técnicas
computacionais (Franca, 2009).

O método da Mecanica Molecular (MM) baseia-se na visdo classica de
estrutura molecular como um conjunto de esferas unidas por molas com constantes
de forga caracteristicas. O campo de for¢cas neste caso é constituido pelo somatério
de termos de energia relacionados as posi¢gdes de equilibrio do sistema (distancias
de ligacdo, angulos de ligacdo, angulos diedros, distédncias de van de Waals,
ligagcdes hidrogénio, interacdes eletrostaticas, etc.) as quais podem ser associadas
penalidades energéticas para seu afastamento, isto €, as constantes de forga das
“molas” (Burkert e Allinger, 1982). A principal vantagem da mecanica molecular é a
rapidez na avaliacdo de sistemas complexos. Além disso, os métodos de simulagao
computacional, baseados na mecéanica classica, tém permitido o entendimento das
interagbes intermoleculares e o comportamento de moléculas orgéanicas e de
macromoléculas em solugao. Técnicas de mecanicas estatisticas como Monte Carlo
(MC) e Dinamica Molecular (DM) sao usadas para estudar estruturas, propriedades
de liquidos puros, fendmenos de solvatagcdo, termodinamica e propriedades

espectroscopicas de moléculas em solugéo (Allen e Tildesley, 2012).



2.9.1 Dinamica Molecular
Na DM, as configuragdes sucessivas do sistema sdo geradas a partir da

integracao da equacao diferencial da segunda lei de Newton:

i dZXi

m; N dt?

Fy.

(19)

A Equacéao 19 descreve o movimento da particula de massa miao longo da
coordenada (x;), sendo Fx; a forga da particula nesta direcdo. A posi¢cao de cada
atomo é dependente do conjunto de forgcas aplicadas a ele, que pode ser descrita
pelo gradiente de energia potencial total. Assim, o calculo da energia potencial
obtida através do campo de forga, permite obter a forga Fx;. A Equagéo 19, pode ser

escrita da forma:

dv 1 aZXi

— = (20)
dXi m; ot?

O processo de integracdo para cada particula do sistema ocorre em
pequenos intervalos de tempo (At). Como resultado, obtém-se um conjunto de
trajetorias num tempo total dado pela multiplicagdo do numero de passos pelo
intervalo de tempo de integracdo. Esta trajetdria especifica como as posi¢coes e as
velocidades das particulas do sistema variam com o tempo (Andrew, 2001). O
intervalo de tempo da integracdo deve ser pequeno (107°~10"%s) de forma a n&o
suprimir eventos moleculares importantes, como vibragcdes moleculares, e nao criar
artificialidades no sistema. Em outras palavras, se o valor de At for muito grande,
alguns eventos podem nao ser descritos pela trajetoria (Franca, 2009).

As propriedades macroscépicas obtidas por dinamica molecular sao
extraidas do sistema no estado de equilibrio termodindmico. O conjunto de
trajetorias em equilibrio ocorre quando ha convergéncia da energia total e
consequente diminuicdo na variagao estrutural (Van Der Spoel et al., 2005). Os
principais algoritmos disponiveis para a realizagdo de integragdes numéricas das
equacgdes de movimento séo: Verlet, Velocity-Verlet e Leap-Frog. O esquema geral
seguido por estes algoritmos consiste em: gerar o potencial de interagcdo dado pelas

posicdes atdmicas iniciais; calcular a forca aplicada aos atomos devida as interagdes



com os demais atomos e as condigbes externas (acoplamento de pressédo e
temperatura); obter a nova configuragéo pela integragdo da equacdo de movimento
de Newton e registrar no disco rigido as informacbes atdbmicas de posicao,
velocidade, energia, pressao, temperatura e quaisquer outras. Dependendo do
algoritmo escolhido pode haver pequenas variagbes na sequéncia das etapas
seguidas ou adigdo de novas etapas (Verlet, 1967).

Uma vantagem nas simulagdes por métodos classicos é a possibilidade de
utilizar o modelo de solvatagao explicita. A utilizagao deste tipo de modelo permite
uma descricdo mais precisa de varias propriedades que sido diretamente dependes
da interagdo com solventes, no entanto aumenta o custo computacional das
simulacdes. Conforme a dependéncia do sistema em interagir com o solvente, opta-
se por um modelo mais ou menos preciso. Os modelos de solventes aquosos
explicitos mais utilizados sado o SPC, TIP3P, TIP4P e TIP5P (Mark e Nilsson, 2001;
Silva, 2013).

2.9.1.1 Condigoes Periédicas de Contorno

Nas simulag¢des por dindmica molecular, o sistema fica inserido numa caixa
virtual, o qual resulta em dois principais problemas. O primeiro é o efeito de
superficie criado nos atomos da margem da caixa, uma vez que estes presenciariam
forgcas diferentes dos atomos no centro da caixa (Hinchliffe, 2005). O segundo
problema refere-se ao numero de particulas na caixa, que é relativamente pequeno
em comparagao com um sistema macroscépico, que possui 0 numero de atomos da
ordem de Avogadro. Com o intuito de amenizar esses problemas, aplica-se a
condigdo periodica de contorno que consiste em realizar cépias da caixa de
simulacéo em todas as diregdes, resultando em um arranjo perioddico tridimensional
(Silva, 2013).

A Figura 15 exemplifica tridimensionalmente as condigbes periddicas de
contorno, de forma que em trés dimensdes, cada caixa é recoberta por outras 26
caixas idénticas. As coordenadas das particulas nas caixas replicadas sao obtidas
pela soma ou subtracdo do comprimento da caixa nas integrais. Como
consequéncia, o movimento dos atomos na caixa original € reproduzido em imagens

periddicas. Desta maneira, ha a conservagao do numero de atomos e da densidade



do sistema, ja que quando um atomo sai da caixa original, uma de suas imagens

entra pela face oposta, com velocidade idéntica durante a simulagao.

Figura 15 - Condigbes periodicas de contorno em trés dimensdes.

2.9.1.2 Dinamica Molecular do Complexo 5-FU/MMT

Bellon (2014) realizou simulacdes de dindmica molecular com quatro
modelos do complexo sao eles: Na-MMT/5-FU4, Na-MMT/5-FU8, Na-MMT/5-FU12 e
Na-MMT/5-FU16, contendo quatro, oito, doze e dezesseis moléculas de 5FU e a
MMT. O espagamento basal do complexo Na-MMT/5-FU obtido experimentalmente
foi de 15,8 A. O modelo Na-MMT/5-FU4 teve o espagamento basal 12,42 A,
mostrando todas as moléculas neutras de 5FU adsorvidas paralelamente formando
uma camada de moléculas com orientagdo planar em relacdo a superficie lamelar
sem formar nenhuma ligacdo hidrogénio com os atomos de oxigénio lamelar. As
moléculas de 5FU, nos modelos Na-MMT/5-FU8 (média = 14,84 A) e NaMMT/5-
FU12 (média = 15,79 A), aumentaram a distancia do espacamento basal da Na-
MMT na qual as moléculas de 5FU estao adsorvidas pela interagdo do grupo amina
do anel sobre a superficie da Na-MMT, formando ligacao hidrogénio com os atomos
de oxigénio presentes na superficie. O modelo Na-MMT/5-FU12 mostrou
espacamento basal muito similar ao resultado obtido experimentalmente variando de
15,04 A a 16,01 A durante a simulacdo. O modelo Na-MMT/5-FU16 (média = 17,85
A) variou dentro da faixa de 18 A onde as moléculas de 5FU realizaram ligacéo



hidrogénio com os atomos de oxigénio da superficie lamelar. A Figura 16 mostra a
imagem do modelo Na-MMT/5-FU12 em 1 nanosegundo (ns) de dinamica molecular.
O 5FU é um farmaco que apresenta-se na forma neutra e os dados demonstraram
uma boa correlagdo entre os dados experimentais e simulados, com adsor¢édo no

espaco interlamelar.

d=1568 A

..d
5 b i Sl O
9929299929
._

e
_ X XK 'E

CRLLLOLC0E

,’

P
=

Figura 16 - Imagem do modelo MMT/5-FU de simulacdo em dindmica molecular (Bellon,
2014).



3  MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Quitosana, fornecida na forma de pd pela Polymar/Brasil, com grau de
desacetilagdo de 93,3%, conforme informagdes do fornecedor e estdo de acordo
com os valores determinados neste estudo, por espectrofotometria UV-vis.
Montmorilonita sodica comercial Cloisite® Na* (CL), na forma de po, produzida pela
Southem Clay Products, Texas/EUA e adquirida da Buntech, Sdo Paulo/ Brasil. Esta
argila apresenta distancia interplanar basal (doo1) de 1,17 nm e densidade de 2,86
g/cm3, de acordo com a ficha técnica. Acido acético glacial P.A. de 99,9% e
hidroxido de sodio 99,9% P.A., ambos adquiridos da Vetec Quimica Fina. Acetato de
sodio tri-hidratado 99,5% P.A., fornecido pela Dindmica Quimica. Substancia ativa 5-
Fluorouracil (5-FU), férmula molecular C4HsFN,O,, massa molar 130,1 g.mol™” e
pureza > 99%, fornecida pela Sigma-Aldrich e solugéo tampao fosfato (PBS) com pH
7,2 adquirida da Vetec Quimica fina.

O microcontrolador, drive de rotacdo UNL2003, motor de passo DC 5V
28YBJ-48, tela LCD 16x2 com interface [2C, temporizador Tempus |,
microprocessador MKT 1120, relé de estado sélido Teletronic T6675Z e as
interfaces homem-maquina (IHM) foram adquiridos da Shen Zhen Blue Sky
Technology. Os demais itens para construgao do equipamento foram adquiridos no

mercado local.

3.2 Métodos

3.2.1 Preparacgao das Microesferas de Quitosana e Quitosana/Argila

A preparacao das microesferas de quitosana foi realizada adaptando-se o
método proposto por Prado et al. (2010) e com simulagéo do fluxo de ar no software
Solidworks Simulation versdo 24.0.05025. Em resumo, uma solucdo de quitosana
4% (m/v) foi preparada em solugdo de acido acético 5% (v/v) e, com o auxilio do
equipamento de injecao (Figura 17), foi gotejada em uma solugdo coagulante de
hidréxido de sodio 8% (m/m) mantida sob 50 rpm de agitagdo. O sistema de
gotejamento foi construido utilizando-se tubos poliméricos e uma agulha (0,45 mm
J; 13 mm), para a preparagao das microesferas. O sistema de fluxo de injecéo foi

construido para nado gerar gradiente de fluxo no processo de obtencdo das


http://www.aliexpress.com/store/1552345
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microesferas, além disso possibilita modificacdo no fluxo para controle do didametro

das microesferas.

LD OE MLEECAD

(B) (€)

Figura 17 - Diagrama esquematico (A), detalhe do sistema de gotejamento (B) e
equipamento (C), usado para preparar microesferas de quitosana: (1) microcontrolador
eletrénico, (2) bomba de injegao, (3) venture, (4) agitador, (5) rotdmetro, (6) bomba de ar.

O controle do fluxo de injegao foi obtido por meio do controle da frequéncia
de pulsos fornecido ao motor DC 5V 28YBJ-48 que gira o parafuso de deslocamento
do émbolo. Para isso, foi desenvolvido um programa para modulagao da frequéncia

de pulsos. As principais fungdes do programa chamado Proglnje¢cdo séao:



estabelecer a comunicagao entre o drive UNL2003 e o motor DC 5V 28YBJ-48;
ajustar a posi¢cao do parafuso de injecdo e selecionar o fluxo de injecdo desejado.
Na Figura 18 € mostrado um fluxograma do Proglnjegéo.

Para estabelecer correlagdes entre os parametros de processo e o diametro
das microesferas, foram testados trés fluxos de injegdo da solugcdo polimérica
(0,150; 0,300 e 0,600 mL.min™"), codificados como V1, V, e Vs, respectivamente, e
quatro fluxos de ar no sistema de arraste (2,5; 5,0; 7,5 e 10 L.min™"). A solugao
coagulante contendo as microesferas foi filtrada em papel qualitativo com abertura
de poros de 14 ym e as esferas obtidas foram lavadas com agua destilada até pH
7,5 e secas a 50 °C durante 24 hs.

Ajuste
parafuso

V1, Vz ou Vs Selecdo do
fluxo de injecég

Envia e recebe
dados do UNL2003

\ Dadosdo 'L
processo |Armazena e
LCD processa 0s
A dados

Fim

Solicitacdo
ao usuarig

Figura 18 - Fluxograma do programa Proglnjegao.

Para obtencdo das microesferas de quitosana/argila, foi seguida a mesma
metodologia empregada para fabricagdo das microesferas de quitosana. A solugao
de quitosana a 4% (m/v) em acido acético 5% (v/v) teve o pH ajustado para 4,9 com
adicdo de uma solugao de hidroxido de sodio a 1 molar sob agitagdo magnética a
temperatura ambiente. Em seguida, uma dispersdo de argila foi preparada na
concentracdo de 10% argila/agua com auxilio do agitador/aquecedor PID (Figura
19), com uma rotagcao de 400 rpm e 50 + 0,5°C por 30 min, essa dispersao foi



adicionada a solugdo de quitosana aquecida a 50 + 0,5°C. A mistura de
quitosanal/argila, foi mantida sob agitagdo mecanica na temperatura de 50 = 0,5°C
por 4 horas e 30 minutos. A solugdo coagulante contendo as microesferas de
quitosanal/argila foi filtrada em papel qualitativo com abertura de poros de 14 ym e
as esferas obtidas foram lavadas com agua destilada até pH 7,5 e secas a 50 °C
durante 24 hs.

Figura 19 - Sistema de agitagdo/aquecimento adaptado para preparar a solugdo de
quitosana com (1) sensor Pt 100, (2) agitador-aquecedor, (3) microcontrolador PID, (4)
temporizador.

Para obtengdo das microesferas encapsuladas com 5-FU foi necessario
automatizar o controle de temperatura durante a mistura do 5-FU/quitosana e 5-FU/
quitosana/argila. Normalmente o controle utilizado em placas de aquecimento é um
controle ON/OFF, que é uma forma mais simples e barata de controle, mas a
temperatura é controlada com dois valores, normalmente 0% e 100% da razao
ciclica. Na pratica, existe uma zona diferencial de liga e desliga, histerese, que se
deve as caracteristicas mecanicas do proprio controlador e gera uma amplitude
indesejada em torno da temperatura programada. Outro aspecto negativo do
controle ON/OFF é que o sensor de temperatura geralmente é acoplado na placa de
aquecimento, ocasionado dificuldade no controle de temperatura do meio reacional

(Ogata et al., 2003). Para evitar flutuagdes de temperatura foi utilizado um sensor de



temperatura Pt 100 em contato direto com a solugcdo de quitosana e adaptado um
microprocessador MKT 1120 com PID (Proporcional, integral e derivativo) no
agitador/aquecedor Fanem Modelo 258. O microcontrolador PID implementado

apresenta relagao entre saida e o sinal de erro dado por:

de(t)
dt

t
u(t) = K, (e(t) + %f e(ndt + Ty
i Jo

1

)iU(s) =K, (1 +T;S+Td.S>E(S) (21)

l

Onde K, é o ganho proporcional, T; € o tempo integral e T4 € o tempo derivativo.

A implementacao do controle PID possibilitou o controle de temperatura com
precisdo de + 0,5 °C na faixa dindmica de temperatura de 40 até 95°C, essa
precisdo foi obtida em funcéo da velocidade de feedback entre os blocos de controle

em malha fechada, conforme diagrama de blocos abaixo (Figura 20):
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Figura 20 - Diagrama de blocos de um sistema de controle em malha fechada, baseado no
microprocessador PID (Bezerra, 2010).

Durante a adaptagcdao, o sistema primario de controle de aquecimento
ON/OFF do agitador/aquecedor foi desativado, essa medida possibilitou implementar
o relé de estado soélido Teletronic T6675Z no circuito elétrico de aquecimento do
agitador. Outra melhoria foi desligamento automatico do aquecimento com a adicao
de um temporizador da Full Gauge modelo Tempus |. Esse temporizador foi
programado para desligar o sistema de agitagdo/aquecimento com 4:30 h de

processamento, entretanto ele pode ser programado entre 1 até 6039 minutos.



3.2.2 Encapsulamento do 5-Fluorouracil

Para incorporagao do 5-FU nas microesferas de quitosana, foi realizada uma
dissolu¢ao do 5-FU (100 mg) em 10 mL da solugéo de quitosana (4%) com adicao
do acetato de sodio (400 mg), obtendo uma relagdo 5-FU/quitosana/acetato de
1:4:4. Para incorporagdo do farmaco nas microesferas de quitosana/argila, foi
realizada a dissolugéo do 5-FU (150 mg) em 18 mL da mistura de quitosana/argila,
obtendo uma relagdo massica 5-FU/argila/quitosana de 1:2:4 conforme sugerido por
Huang et al. (2010). Para a etapa de gotejamento foi adicionado acetato de soédio
(600 mg) a dispersdo 5-FU/argila/quitosana obtendo-se uma relagdo massica de
1:2:4:4 (5-FU/argila/quitosana/acetato). As dispersdes foram gotejadas em uma
solugao coagulante de hidréxido de sodio 8% e mantidas sob leve agitacéo,
empregando o sistema de gotejamento apresentado na Figura 17. A solugéo
coagulante contendo as microesferas foi filtrada em papel filtro qualitativo com
abertura de poros de 14 pm; as microesferas obtidas foram lavadas com agua
destilada até pH 7,5 e secas a 50 °C durante 24 h.

As microesferas preparadas apresentam diferentes condi¢cdes de
processamento e composicoes na mistura. Cada microesfera recebeu a
nomenclatura considerando os parametros de processamento, presenca do farmaco

e da argila na composicao, conforme Tabela 2.

Tabela 2 - Nomenclatura das microesferas em relagdo ao processamento e composigao.

Fluxo de

Vi V, V3 V, V4
Injecéo
Presenca do Presenca
Fluxo de ar Auséncia de 5-FU e MMT 5-FU do 5-FUe
MMT

2,5 Vi-2,5 Vy-2,5 V3-2,5 Vi-2,5-F Vi-2,5-FA

5,0 V,-5,0 V»-5,0 V3-5,0 * *

7,5 Vi-7,5 V,-7,5 V3-7,5 * *
10,0 V4-10 V2-10 V3-10 V4-10-F V4-10-FA

*Microesferas nao preparadas.



3.2.3 Caracterizacao
3.2.3.1 Grau de desacetilagado quitosana

O grau de acetilacédo da quitosana foi determinado por espectrofotometria
UV-vis em triplicata. As amostras de quitosana foram dissolvidas em solucdo de
acido cloridrico 0,1 M e tiveram suas absorbancias medidas no comprimento de
onda de 201 nm. O grau de acetilagao foi calculado conforme Equagéo 22 (Liu et al.,
2006):

o 161.1. Abs. V — 0,0218. m
Grau de Acetilacdo (%) = 33615 m— 421 Abs V .100 (22)

Onde Abs é a absorbancia no comprimento de onda (1) 201 nm; V é o volume em

litros da solugéo de HCI (0,1 M) e m é a massa de quitosana em miligramas.

3.2.3.2 Microscopia Otica

A microscopia 6tica (MO) das microesferas foi conduzida em um microscépio
modelo Q734ZT série 059 da DP Instrumentos Cientificos LTDA. As micrografias
foram obtidas com escala de 1:2,04 (pix:um) e foram utilizadas as Equacdes 23 e 24
na determinagdo dos didmetros equivalentes (D, e Ds), Equacéo 25 para o volume
(V), Equagao 26 para area superficial (S) e Equacgao 27 para esfericidade (E) das

microesferas preparadas, com o auxilio do software Pixcavator 5.

1/2

-
- )
v ’6) (25)

_ 2
S = TI,'.DS (26)



Onde A é a area da particula e P é o perimetro.

3.2.3.3 Correlacao dos parametros de processamento

Foi utilizada correlagdo empirica na obtencédo das fungdes de transferéncia
(polinomial) dos parametros do processo. Os parametros de processo (fluxo de
injecdo e fluxo de ar) que apresentaram melhor coeficiente de correlagdo de
Pearson e coeficiente de determinagdo (R?) foram utilizados na preparagdo das

microesferas incorporadas com 5-FU.

3.2.3.4 Difratometria de Raios X (DRX)

O espacamento basal doos da argila no sistema 5-FU/quitosana/MMT foi
determinada por difratometria de raios X em um equipamento Shimadzu XDR -
7000, utilizando radiagao K, do cobre (A = 1,5418 A), tensdo de 40 kV, corrente 30
mA, varredura 20 de 2 a 70° e velocidade de varredura de 1°.min”". A MMT pura foi

examinada no intervalo 20 de 2 até 12° e velocidade de varredura de 1°.min™".

3.2.3.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia das microesferas de quitosana e quitosana/argila preparadas
na auséncia e presenca do 5-FU foi observada em um microscépio eletrénico de
varredura (MEV). Para andlise das areas superficiais as microesferas foram
recobertas com uma fina camada de ouro utilizando um metalizador e a analise foi
conduzida em microscopio eletrbnico de varredura Shimadzu modelo SSY-550. As
imagens foram renderizadas na escala de cinza no software MATLAB 9.02 para
obtencdo das dispersdes luminosas que causam interferéncias destrutivas e

construtivas (speckle).

3.2.3.6 Eficiéncia de encapsulagao
A eficiéncia de encapsulamento (EE) do 5-FU nas microesferas foi
determinada através da absorcdo UV-vis da agua de lavagem das microesferas.

Para determinar a quantidade de 5-FU liberada na lavagem das microesferas, foi



feita uma curva de calibragdo para o 5-FU empregando sete solugbes de
concentracdes diferentes e os respectivos valores de absorbancia foram medidos no
comprimento de onda 283 nm (Figura 38). A eficiéncia de encapsulagao de 5-FU nos
sistemas foi calculada de acordo com a seguinte equagdo (Papadimitriou et al.,
2008):

W, — W

*100 (28)

EE (%) =
t

Onde W; representa a massa de 5-FU presente nas microesferas; Ws a massa de 5-
FU liberada durante o processo de lavagem. Todas as medidas foram realizadas em

triplicata e os valores foram calculados de acordo com as seguintes equagdes:

Massa das microesferas lavadas
t =

Relagdo massica s_py)

Wt = Viavagem * C (30)

A Relagdao massica para as microesferas sem argila foi de 9 (1:4:4) e para
microesferas com argila foi de 11 (1:4:4:2). O volume de lavagem (Viavagem) das
microesferas foi de 2200 mL e a concentragao (C) foi obtida através de curva de
calibracdo UV-Vis. A curva de calibracdo foi obtida a partir de 7 niveis de
concentracéo do 5-FU, equidistante distribuidos entre 0-30 pyg.mL™" numa solugao de

hidroxido de sédio a 0,18%. O memorial de calculo esta descrito no Apéndice 1.

3.2.3.7 Liberagao do 5-FU

O estudo da liberagdo do farmaco foi realizado in vitro empregando 500 mg
das microesferas e 50 mL da solugdo PBS em diferentes pH (1,2; 7,4 e 10) a 37°C £
0,5°C sob agitagao constante de 100 rpm. Apds pesagem de uma amostra de
microesferas, a mesma foi colocada em erlemeyer e adicionada a solugao PBS: para
evitar a evaporagao da solugao PBS o orificio do erlemeyer foi fechado com filme de
PVC. A concentragdo do 5-FU liberado no meio foi determinada a partir dos

espectros de absorbancia coletado em um espectrofotometro UV-vis da Perkim



Elmer modelo Lambda 35. Para determinar a concentragdo do farmaco liberado,
foram construidas curvas de calibragdo para o 5-FU empregando seis solugdes de
concentracdes diferentes, os respectivos valores de absorbancia foram medidos em
comprimento de onda 266 nm para o PBS com pH 1,2 e pH 7,4 (Figura 40 e Figura
41) e em 267 nm para o PBS com pH 10 (Figura 42), todas as medidas foram
realizadas em triplicata. Em seguida, foi plotado um grafico com os valores de
absorbancia versus a concentragdo correspondente. Depois as curvas foram
linearizadas para obtengao das curvas de calibragdo do 5-FU, conforme Equacgao
31. O limite de detecgao (LD) e o limite de quantificagcdo (LQ) foram obtidos atraves
das Equacdes 32 e 33. O LD representa a menor concentracdo da substancia em
exame que pode ser detectada, mas ndao necessariamente quantificada, utilizando
um determinado procedimento experimental, ja o LQ representa a menor

concentracéo da substancia em exame que pode ser medida (Ich, 1995).

Abs =A+B.C (31)
_325 (32)
LD = 3,3.B
— 102 (33)
LQ =10.-
Onde:

Abs = Valores de absorbancia;

C = Concentragdo do 5-FU (ug.mL™);
A = Intersecao;

B = Coeficiente angular da reta;

s = Desvio padrao do branco.

O estudo, in vitro, da liberacdo do 5-FU foi realizado com as microesferas
V4-2,5-F, V4-10-F,V4-2,5-FA e V4-10-FA. Foram retiradas aliquotas de 5 mL da
solugao PBS de liberagao, na faixa de 15 min até 4320 min (0,25-72 h), seguido de
reposicao da solugcao PBS. A concentracdo do farmaco contido na aliquota de PBS
foi obtida através do valor médio da absorbancia, a partir de duas leituras, aplicando

a equacao da curva de calibragao do 5-FU no pH correspondente.



As massas do 5-FU das aliquotas retiradas foram quantificas e acumuladas
utilizando a Equacédo 34, onde o numero 2 representa o volume em mL das
aliquotas. A massa liberada em cada intervalo de tempo foi calculada utilizando a
Equacédo 35, onde o numero 50 representa o volume em mL do meio PBS de
liberacdo. A massa do farmaco presente no t = 0 s foi calculada utilizando a Equacéao
36, essa equacgao leva em consideracao a EE e relacdo massica. A relacdo massica
das microesferas sem argila foi 9 (1:4:4) e com argila 11 (1:4:4:2). Com esses dados

foi possivel calcular a fragao liberada de 5-FU, utilizando a Equagéao 37.

t-1
A= (Zi=1A-> +2.C, (34)

1

Massa liberada () = A1) + 50.Cy (35)

5

M d f/ —
assa do farmaco(ug) Relagio massicags_ru)

Massa liberada
© 100 (37)

Fracao liberada © = Massa do farmaco”

Onde A representa a massa de 5-FU acumulada das aliquotas analisadas e Cy a

concentracado de 5-FU na solucao de liberagao.

A taxa de liberacdo foi calculada utilizando a Equacdo 38, onde M) € a

massa total de 5-FU que foi liberada durante o ensaio de liberacao.

Massa liberada

(38)
M (o)

Taxa de liberagdo () =

Para simulagdo das condigdes do trato gastrointestinal foram determinadas
as quantidades de 5-FU liberadas das microesferas retirando um volume do sistema
de liberagao em diferentes tempos. Para simular as condi¢cdes de transito estomacal

foram retiradas aliquotas até duas horas da solugdo PBS pH 1.2, entre 2 até 6 horas



foram retiradas amostras da solugdo PBS em pH 7.4 e em pH 10 de 6 até 24 horas

para simular as condi¢des de transito intestinal e cecal (Josué et al., 2000).

3.2.3.8 Coeficiente de difusao e q,
O coeficiente de difuséo foi calculado analiticamente através da Equagao 13

e o valor do coeficiente de particdo adotado foi de K = 1, conforme estudos
anteriores (Crank, 1979; Cruz, 2004; Zhao et al., 2008). O coeficiente g, foi obtido
através do método das secantes, o critério de parada na aproximagao para o método
das secantes foi um |Erroreiativol] £ 0,001. Os calculos de iteragdo para calculo das
raizes estao representados no Apéndice 3.
3.2.3.9 Simulagao por dinamica molecular

Todas as simulacbes e analises foram realizadas utilizando o pacote
computacional GROMACS 5.0.x (Van Der Spoel et al., 2005). O campo de forga
utilizado € uma adaptagdo do GROMOS53a6 (Lins e Hlnenberger, 2005). Os
sistemas quitosana/5-FU consistiram em um filamento de quitosana solvatado e as
interagdes foram definidas através de uma caixa cubica de simulagdo de 3 nm de
aresta. A estrutura inicial para o filamento de quitosana foi composta de 3
mondmeros de polissacarideos com conformacgao inicial totalmente randémica,
apresentando angulos @~ -90° e @ ~ +90° (sendo ¢ e y definido pelos atomos O5-
C1-01-C4 e C1-01-C4-C3, respectivamente). A Figura 21 mostra a representagéo

dos angulos ¢ e y.

Figura 21 - Definicao dos angulos diedros ¢ e y ao redor da ligagao glicosidica.



Inicialmente o filamento de quitosana e o 5-FU foram colocados na caixa de
simulagédo e solvatados com moléculas de agua SPC (Single Point Charge).
Seguidamente realizada a minimizagao de energia de cada sistema quitosana/5-FU
através de 10000 passos, utilizando o algoritmo steepest descent. Em seguida, a
temperatura do sistema foi aumentada realizando-se sucessivas simulagbes por
dindmica molecular a 30, 40, 50, 60, 70 e 80 °C. Finalmente foi realizada a dindmica
molecular do sistema, no intervalo de integracdo de tempo de 4000 ps para cada
temperatura de interesse. Todas as simulagdes foram realizadas em um ensemble
isotérmico-isobarico (NPT) utilizando o algoritmo Leap-Frog (Hockney, 1970). As
coordenadas de todos os atomos do sistema foram coletadas a cada 1 ps para a
realizacdo das anadlises. A pressado foi mantida em 1 bar pelo acoplamento do
barostato de Berendsen (Berendsen et al., 1984) com um tratamento isotropico e

tempo de relaxacéo de 0,1 ps e compressibilidade de 4,5 . 10 bar™ (Franca, 2009).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Grau de Desacetilagao da Quitosana

O grau de desacetilagdo € um importante parametro que esta relacionado ao
numero de grupos aminos presentes na cadeia polimérica da quitosana, que por sua
vez exerce influéncia sobre propriedades como hidrofobia, solubilidade e
viscosidade de suas solugdes (Gonsalves et al., 2011). Os dados de desacetilagdo

da quitosana utilizada nesse estudo estdo representados na Tabela 3.

Tabela 3 - Grau de desacetilagdo da quitosana.

Massa Absorbancia Volume HCI Grau de Grau de
(mg) (201 nm) 0,1 M (L) acetilacao desacetilagao
8,0 0,245732 0,05 6,84% 93,16%
10,5 0,329946 0,05 7,02% 92,98%
6,8 0,191729 0,05 6,22% 93,78%

Pode-se observar que a média do grau de desacetilagao foi de 93,31% com
um desvio padrao de 0,32%. Schatz et al. (2003) estudaram o comportamento
relacionado as propriedades fisico-quimicas da quitosana em solugdo aquosa de
acido acético em funcédo do grau de acetilacdo. Eles concluiram que a quitosana
apresenta trés comportamentos diferentes de acordo com o valor do grau de
acetilacdo: 1) quitosana com grau de desacetilagdo acima de 80% comporta-se
como polieletrélito catibnico e as interacdes eletrostaticas sao predominantes; 2) as
interacdes hidrofilicas e hidrofébicas estdo em equilibrio para as amostras com
valores de grau de desacetilagdo entre 50 e 80 %; 3) para quitosana com grau de
desacetilagao abaixo de 50 %, predominam as intera¢des hidrofobicas e surgem as
associagcdes entre as cadeias do polimero. Portanto, as solugbes de quitosana
utilizadas na obtencdo das microesferas devem comportar-se predominantemente

como um polieletrélito catiénico.

4.2 Correlagao entre o Processamento e a Morfologia
Inicialmente avaliou-se a influéncia do fluxo de injecdo da solugcdo de

quitosana e do fluxo de ar do sistema de arraste nas dimensdes das microesferas de



quitosana preparadas. Os fluxos de inje¢do avaliados foram 0,150 mL.min™, 0,300
mL.min"" e 0,600 mL.min"; essa faixa e valores foi estabelecida em fungdo do torque
maximo do motor de passo do sistema. Cada fluxo de injecao foi testado com fluxos
de ar pré-estabelecidos (2,5; 5,0; 7,5 e 10 L.min'1). A altura entre o bico de injecao e
a solugéo coagulante foi fixada em 5 cm, pois alturas superiores influenciaram na
morfologia das microesferas formadas.

A automacgao do controle do fluxo de injecdo com o microcontrolador
eletrénico permitiu monitorar, via IDE e porta serial, a regularidade do fluxo de
injecdo. De acordo com a Figura 22, o comportamento dos fluxos de injecao
estudados foram lineares. Isto indica que a pressao de inje¢do no bico do gotejador
foi constante, isto €, ndo foi detectado qualquer gradiente de fluxo entre o inicio e o
fim do processo. Isto permitiu a preparagdao de microesferas de quitosana com
distribuicdo de tamanho uniforme usando o aparelho desenvolvido em nosso
laboratério, como pode ser comprovado pelos valores de diametro e esfericidade,
determinados a partir de microscopias oOpticas, com o auxilio do software Pixcavator
5 (Tabela 4).
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Figura 22 - Regularidade dos deslocamento do parafuso nos fluxos estudados: 0,150
mL.min-1 (V4), 0,300 mL.min-1 (V) e 0,600 mL.min-1 (V3).

A Figura 23 mostra as imagens das microesferas de quitosana obtidas por
microscopia 6tica (MO). Observa-se que o fluxo de injecéo e o fluxo de ar afetaram

as dimensbes das microesferas de quitosana, o que pode ser observados pelos



valores do diametro, volume, area superficial e esfericidade das microesferas,

obtidos das analises das imagens de MO (Tabela 4).
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Figura 23 - Imagens, obtidas por microscopia o6tica, das microesferas de quitosana
preparadas com trés fluxos de injecdo: 0,150 mL.min'1(V1), 0,300 mL.min'1(V2) e 0,600
mL.min™'(V3) e quatro fluxos de ar (2,5; 5,0; 7,5 e 10 L.min™).



Tabela 4 - Dados dimensionais das microesferas de quitosana.

g::i[)nceetgs);z ec?tij?\gleet:mc’ie Volume Area superficial ~ Esfericidade
(mm) (mm?®) (mm?)
V4-2,5 0,993 £ 0,018 0,513+ 0,028 3,568 + 0,120 0,932 + 0,011
V4-5,0 0,776 £ 0,047 0,247 + 0,042 2,442 + 0,093 0,880 + 0,043
V4-7,5 0,615+ 0,031 0,123+ 0,018 1,558 £ 0,263 0,878 + 0,036
V4-10 0,437 £ 0,044 0,045+ 0,013 1,040 + 0,497 0,795+ 0,105
V,-2,5 0,987 + 0,037 0,505 + 0,058 3,483 + 0,240 0,938 + 0,004
V,-5,0 0,669 + 0,010 0,157 + 0,007 1,839 + 0,303 0,881 + 0,072
V,-7,5 0,494 + 0,020 0,063 + 0,007 0,908 + 0,073 0,920 + 0,033
V,-10 0,514 £ 0,098 0,077 + 0,045 1,100 £ 0,298 0,870 + 0,054
V32,5 0,832 + 0,019 0,302 + 0,021 2,480 + 0,100 0,937 + 0,005
V3-5,0 0,634 + 0,051 0,135+ 0,033 1,485 + 0,322 0,928 + 0,025
Vs-7,5 0,560 + 0,016 0,092 + 0,008 1,254 + 0,080 0,887 + 0,043
V3-10 0,579 £ 0,015 0,102 + 0,008 1,329 +£ 0,103 0,892 + 0,023

As superficies de resposta com as variaveis estudadas estao representadas
na Figura 24. Em geral, as superficies de resposta indicaram uma interagcao simples
entre as duas variaveis. O modelo proposto para estudar a influéncia dos
parametros foi um polinbmio de segunda ordem que esta representado pela

Equacao 39.
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Figura 24 - Superficie de resposta tridimensional (A), Superficie de contorno bidimensional

(B).

Z = 1,566 — 1,039X — 0,187Y + 0,472X? + 0,008Y2 + 0,090XY (39)

Onde Z representa o didmetro das microesferas, X representa o fluxo de ar e Y
representa o fluxo de inje¢cdo da solugéo de quitosana. O erro associado de 0,01206
e coeficiente de correlagdo R? de 0,9412 sugerem que o modelo apresentado para a
superficie de resposta descreve bem os dados experimentais obtidos. O maior erro
associado foi do termo linear do fluxo de ar (+0,508) e para o termo quadratico da
mesma variavel (+0,621). A sustentabilidade da Equagdo 39 pelo modelo, que
representa os valores 6timos para as respostas, foi testada e esta de acordo com os
valores estimados (Figura 25). Pode-se observar que os didmetros das microesferas
apresentam uma maior dependéncia com o fluxo de ar, fato que fica evidenciado
pela magnitude dos indices da variavel X. Os resultados permitem concluir que os
diametros sao afetados em diferentes graus pelas variaveis fluxo de ar e fluxo de
injecdo. Dentro das condigdes estudadas € possivel observar que valores
crescentes, aplicados simultaneamente, para fluxo de ar e fluxo de injegao,
acarretaram em reducdo no didmetro das microesferas. Foi possivel, durante os
ensaios, determinar os valores maximos para as variaveis estudadas. Valores de
fluxo de ar maiores que 10 L.min”" causaram turbuléncia no arraste das

microesferas, ou seja, causaram irregularidade no crescimento das microesferas.



Fluxos de injecdo superiores a 0,600 mL.min" geraram corrente elétrica
(amperagem) acima da corrente maxima admitida pelo motor de passo utilizado no
sistema, ocasionando travamento motor e zeragem do fluxo de inje¢cdo da solugéo

de quitosana.
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Figura 25 - Valores estimados e experimentais para o modelo.

A Figura 26 mostra os didmetros das microesferas como fungao do fluxo de
ar para cada fluxo de inje¢ao da solucao de quitosana (V4, V2 e V3). Observa-se que
os diametros das microesferas diminuem quando ha um aumento no fluxo ar. O fluxo
de ar que flui paralelamente a agulha é o principal responsavel pela resisténcia a
queda da gota, impedindo o seu crescimento. Assim, quanto maior o fluxo de ar,
maior a forca de arrasto, impedindo o crescimento da gota, resultando em

microesferas com didmetro menor (Dias et al., 2008).
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Figura 26 - Diametro das microesferas preparadas em diferentes fluxos de ar.

O atrito entre as particulas de ar e a superficie da gota, causa transferéncia
de momento entre as particulas de ar e as particulas da gota (Figura 27). Essa
transferéncia de momento decresce da superficie da gota até o eixo central da gota,
formando um gradiente de momento. O gradiente gera uma forga (Fy) que arrasta a
gota para baixo, F, deve ser proporcional a area da gota (A) e ao gradiente de

velocidade do fluxo de ar (dV,,/dy), conforme equagéo:

dvy . |Fy| dvy (40)

Onde K é uma constante associada as caracteristicas da solucdo de quitosana
injetada. A Fy ndo é ortogonal a area superficial da gota e admitindo que o fluxo de
ar é paralelo a superficie da gota, podemos concluir que a Equagao 40 assume uma
dimensao de cisalhamento. Com base na Equacao 40, podemos afirmar que o fluxo
de ar €& inversamente proporcional a area superficial da microesfera e
consequentemente ao didmetro, como pode ser constatado nos didmetros e fluxos
dear2,5;5,0e7,5L.min™.
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Figura 27 - Formagéo das gotas com diferentes fluxos de ar.

Nas simulagbes computacionais o fluxo de ar apresentou maior gradiente de
cisalhamento nas microesferas obtidas com fluxo de ar 10 L.min™", assumindo uma
turbuléncia de 2% em todas as simulagbes. As curvas de pressado geradas pelo ar
na superficie das microesferas, durante o processo de obtencdo das microesferas
V4-2,5 e V4-10, estéo representadas na Figura 28. Os dados obtidos nas simulagdes
estdo de acordo com a transferéncia de momento gerado na obtencdo das

microesferas.
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Figura 28 - Curvas de pressao das microesferas V;-2,5 (A) e V4-10 (B).



O didametro das microesferas preparadas com fluxo de injegado V4 demonstra
uma relacdo linear com o fluxo de ar, com um coeficiente de correlagdo de R? =
0,994 e erro padrao de 0,0032 (Tabela 5). Com V; e V3, a dependéncia é nao linear,

sugerindo interferéncia no processo de formagao da gota de quitosana.

Tabela 5 - Coeficientes de correlacdo de Pearson, R? e erro padrio.

Curva Pearson R? Erro Padréo
V4 -0,99807 0,9942 0,00322
V, -0,90318 0,7236 0,02143
V3 -0,86364 0,6188 0,01375

Os diametros das microesferas produzidas com V; e V3 sdo menores do que
com V, até fluxo de ar de 7,5 L.min™', com fluxo de ar acima dessa faixa ocorre um
aumento dos didmetros das microesferas, isso pode ser justificado pela reducéo da
velocidade média do ar paralela a superficie da gota, pois com fluxo de ar maior que
8 L.min" o regime deixa de ser laminar e passa para turbulento na proximidade do
bico de inje¢do. Essa constatacao foi evidenciada durante o processo de fabricagao
das microesferas, pois ocorreu forte agitagcao da superficie do liquido de coagulacao,
reducao da esfericidade das microesferas obtidas com V3 e alteracdo no padrao de
ruptura (Figura 29). As setas em vermelho na Figura 29 - B indicam que o
gotejamento ocorreu com oscilagéo lateral da gota formada com fluxo de ar 10
L.min™", essa oscilagédo ficou preservada na superficie da microesfera em funcéo da
coagulagao instantanea. No fluxo de ar 2,5 L.min™ n3o é possivel observar o mesmo
padrao de ruptura, indicando que o processo de desprendimento da gota ocorre sem

grandes oscilagdes laterais (Figura 29 - A).
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Figura 29 - MEV dos padrdes de rupturas e esfericidade de V4-2,5 (A) e V3-10 (B).

O fluxo de injecdo V; foi escolhido para obtengcdo das microesferas
carregadas com 5-FU e MMT, pois esse fluxo apresentou melhor linearidade e
regularidade com os dados dimensionais das microesferas. As microesferas
carregadas com 5-FU foram preparadas com fluxos de ar 2,5 L.min" e 10,0 L.min™’
sem MMT (V4-2.5-F e V4-10-F) e com MMT (V4-2,5-FA e V1-10-FA). Esses fluxos de
ar foram escolhidos para estudar a relagao da area superficial das microesferas com
o perfil de liberagdo do 5-FU. As microesferas V4-2,5-F, V4-10-F, V4-2,5-FA e V4-10-

FA estao representadas na Figura 30.
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Figura 30 - Imagens obtidas por MO das microesferas com 5-FU.

As microesferas V4-2,5-F e V-10-F apresentaram valores dimensionais
similares as microesferas sem 5-FU (Tabela 6), pois essas microesferas
preservaram a esfericidade apds o processo de secagem. Os dados demonstram
que V4-2,5-FA e V4-10-FA sofreram reducao no volume e area superficial. Segundo
Sinha et al. (2004) essa modificacdo pode estar relacionada com a propor¢ao
quitosana/solvente. A solugdo de injegao utilizada na obtengao de V¢-2,5-FA e V;-
10-FA apresentou uma proporcao 20% maior de solvente por causa da disperséo de
MMT. A Figura 31 demostra que houve perda do formato esférico com formacéao de
pequenos cilindros rugosos, esses cilindros apresentam altura média de 0,151 mm

(V4-2,5-FA) e 0,096 mm (V1-10-FA).

Tabela 6 - Dados dimensionais das microesferas com 5-FU.

Diametro

Amostra equivalente Volume Area superficial
(mm) (mm®) (mm?.g™)
V1-2,5-F 0,836 +0,042 0,310 £ 0,043 1428,0 £227,9
V1-10-F 0,451 £0,014 0,048 £ 0,004 2138,9 £302,5
V1-2,5-FA 0,560+0,023 0,037+0,001 2172,9+198,9
V1-10-FA 0,41340,015 0,013+0,001 2475,9+84,8
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Figura 31 - Perda de esfericidade V;-2,5-FA (A) e V1-10-FA (B).

4.3 Localizagcao dos Sitios de Interagao entre a Quitosana e o 5-FU

Os resultados obtidos por dindmica molecular mostraram a ocorréncia de
interagdes de pontes de hidrogénio entre o 5-FU e a quitosana, principalmente com
a hidroxila e o grupo amino da quitosana. As interagdes entre o 5-FU e a quitosana
ocorreram em sitios especificos. O hidrogénio ligado ao N1 apresentou interagdes
mais efetivas com hidroxilas HO3-O3 e/ou HO4-O4. A Figura 32 mostra o
posicionamento do 5-FU em relacdo a quitosana em determinado instante da

simulagao.



Figura 32 - Interacdo do 5-FU com a hidroxila HO3-O3. Esta imagem foi captuada na
simulacao em 50 °C.

Ocorreram interagcdes entre o N2 do 5-FU e a hidroxila HO3-03, conforme
representacdo na Figura 33, entretanto essa interacdo n&o ocorreu com a hidroxila

HO4-04. Estes dois sitios de interacdes foram observados em todas as simulagdes
realizadas.
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Figura 33 - Interagéo do N2 com a hidroxila HO3-O3 na temperatura de 50 °C.



A interagdo com menor efetividade ocorreu entre o hidrogénio do N1 e o
oxigénio da ligagao glicosidica (Figura 34-A), pois a funcéo de distribuicdo radial de
pares, g(r), apresentou baixo pico de interagdo. A interagdo do 5-FU com as
hidroxilas do filamento de quitosana foi expressiva, principalmente entre os
hidrogénios fluor do 5-FU e as hidroxilas do filamento polimérico (Figura 34-B); ja
com o grupo amino (Figura 34-C) a interagdo foi minima, ocasionado pela
protonacdo do grupo amina. Em nenhum sistema simulado foi observado uma

interacéo efetiva entre o 5-FU e um grupo amino.
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Figura 34 - Interacao entre o hidrogénio do N1e o O1 da quitosana (A); Interagdo entre o
Fluor e a hidroxila HO3-O3 (B); Interagéo 5-FU com o grupo amino (C).

A evolugdo temporal das diversas simulagdes do numero de pontes de
hidrogénio entre a molécula de 5-FU e o filamento de quitosana esta representada
na Figura 35. Nota-se, que ocorreu um maior numero de interagdes nas
temperaturas 50 e 80 °C, o que refletiu numa menor distancia de interacdo e com
menor variagao neste valor, ao contrario das outras simulagdes. Em funcdo dessa
informagcdo a temperatura de 50 °C foi utilizada para dissolugdo do 5-FU na
obtencdo das microesferas. A temperatura 80 °C apresentou limitacbes em sua

utilizacdo, pois a solucdo de solvente de acido acético (5%) volatiliza durante o



processo de mistura. Essa analise de perfil permite selecionar a temperatura que
favorece a maior interacdo e menor disténcia entre o filamento de quitosana e o 5-
FU.
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Figura 35 - Evolugao temporal do numero de pontes de hidrogénio formadas entre o 5-FU e
o filamento de quitosana nas simulagdes.

Na Figura 36 as setas apontam para os valores meédios das distancias entre
o 5-FU e o filamento de quitosana e entre parénteses o desvio padrdao. As menores
distancias entre o 5-FU e a quitosana variaram de 0,3 a 3,4 A. As interacdes mais
efetivas ocorreram em 50 °C e 80 °C, pois nessas temperaturas ocorreram as
menores distancias entre o filamento de quitosana e o 5-FU, essa informacéao
confirma os resultados anteriores com formagao de maior numero de pontes de

hidrogénio (Figura 35).
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Figura 36 - Evolugdo temporal das distancias médias entre o 5-FU e o filamento de
quitosana.

4.4 Difratometria de Raios X (DRX)

A difratometria de raios X € uma técnica que é usada para a identificagao
das fases cristalinas presentes em materiais solidos e analise das propriedades
estruturais. Os padrées de DRX da quitosana e 5-FU/quitosana/MMT estao
representados na Figura 37. O padrao de DRX da quitosana apresenta dois picos de
difragcao caracteristicos em 10° e 20° (Figura 37A), o mesmo observado na literatura
(Lizardi-Mendoza et al., 2016). A MMT pura apresentou pico caracteristico em 20 = 6
° (Figura 37 C), o que corresponde a um espagamento basal de 1,47 nm . No
nanocompdsito 5-FU/quitosana/MMT (Figura 37B), o pico caracteristico relacionado
ao argilo mineral foi deslocado para um grau menor (26 = 4,87 °), correspondendo a
uma distancia interplanar basal (doo1) de 1,81 nm, calculada com base na equacao
de Bragg. Isto indica que nanocompdsitos intercalados foram obtidos e que
possivelmente bicamadas de quitosana e 5-FU foram posicionadas entre as

camadas da montmorilonita. Esta intercalagdo ¢é favorecida pela interagao



eletrostatica dos grupos -NH3" da segunda camada com os ions acetato da solugéo
de quitosana tornando acessiveis os sitios para troca aniénica (Tan et al., 2008).
Considerando que a espessura de camada de silicato € de 0,96 nm (Azhar e Olad,
2014), a quitosana e o 5-FU aumentaram o espaco intercalar até 1,47 nm, indicando
a intercalagdo do 5-FU no espaco intercalar e obtencdo do bionanocompdsito
intercalado 5-FU/quitosana/MMT.
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Figura 37 - Difracao de raio X quitosana (A), 5-FU/quitosana/MMT(B) e MMT pura(C).

4.5 Eficiéncia de Encapsulagao do 5-FU

As curvas de absorgéo e calibragdo do 5-FU para a agua de lavagem estao
representadas na Figura 38. Os coeficientes de regressdo A, B e correlacdo (R?)
foram obtidos por regressao linear a partir dos pontos experimentais. O coeficiente
de correlagao foi de 0,9914, evidenciam um bom ajuste da curva de calibragdo em
relacdo aos dados (Jeffery et al., 2006; Skoog et al., 2006).

O Amax do 5-FU na agua de lavagem (alcalina) sofreu um efeito batocrémico
(deslocamento para o vermelho) com deslocamento do Amax de 266 nm para 283 nm.
Normalmente o 5-FU apresenta um pico de absor¢ao no espectro UV-Vis, entre 250-
325 nm representando transicdes eletrénicas n—n da forma tautomérica cetonica do
5-FU (Shah et al., 2012). Esse pico pode sofrer influéncia do pH do meio solvente;
em pH menor que 9,1, os pares isolados de elétrons do 5-FU provavelmente ficam
rodeados por proétons, tornando-os indisponiveis para a transicao n—m, mas sob
condicbes fortemente alcalinas, o pico correspondente a transicéo n—om aparece

devido a disponibilidade de pares isolados de elétrons no atomos de oxigénio. O



deslocamento do pico de absorcdo para maiores comprimentos de onda no
ambiente basico pode ser relacionado a ressonancia dos grupos -NH devido a

desprotonagao ocasionado pelo excesso de grupos —OH do meio (Mahan e Myers,

1995; Shah et al., 2012).
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Figura 38 - Curvas de absorcdo UV-vis do 5-FU em agua de lavagem (A) e curva de
calibracdo 5-FU em agua de lavagem no Amax = 283 nm (B).

O processo de encapsulagao do farmaco foi realizado durante a producéao
das microesferas de quitosana e quitosana/argila, com o 5 FU sendo dissolvido na
solugdo de quitosana e com posterior gotejamento na solugdo coagulante. Dessa
forma, o farmaco foi aprisionado na matriz polimérica. As eficiéncias de
encapsulagéo variaram entre 29,37 e 74,99% (Tabela 7). Trabalhos anteriores
relatam EE de 5-FU entre 28-69 % (Yang e Hon, 2009; Aydin e Pulat, 2012; Sun et
al., 2017). Neste estudo, os resultados apresentaram boa correlagdo com os estudos
relatados.

O tamanho das microesferas afetou o encapsulamento do 5-FU, esse fato foi
constatado pela quantificagcdo do 5-FU por UV-Vis na agua de lavagem das
microesferas. A agua de lavagem das microesferas V4-2,5-F; V41-10-F; V¢-2,5-FA e
V;-10-FA apresentaram teores de 19,79; 21,15; 7,07 e 8,89 ug.mL" de 5-FU,
evidenciando que quanto maior a area superficial das microeferas por unidade de

massa, maior € a perda do farmaco durante o processo de coagulacao e lavagem.



Tabela 7 - Dados de eficiéncia de encapsulagéo do 5-FU.

Amostra W, W; EE
(mg) (mg) (%)
V4-2,5-F 69,44 43,54 37,29
V4-10-F 65,88 46,53 29,37
Vi-2,5-FA 62,18 15,55 74,99
Vi-10-FA 56,36 19,75 64,96

A presenca da MMT aumentou significativamente a eficiéncia de
encapsulagdo do 5-FU. Segundo Azhar e Olad (2014), a preparagéo
nanocompositos com 5-FU e MMT pode expandir o espaco interlamelar em 0,81 nm,
levando a intercalagdo de 5-FU (Figura 39), essa intercalacdo pode justificar o

menor teor de 5-FU na agua de lavagem das microesferas V1-2,5-FA e V1-10-FA.
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Figura 39 - Possivel arranjo estrutural 5-FU/MMT (Azhar e Olad, 2014).

4.6 Perfil de Liberagao do 5-FU in vitro

Os dados de absorbancia das solugdes de calibracdo de 5-FU estao
representado na Tabela 8 e as curvas de absorc¢ao e calibragao do 5-FU em PBS pH
1,2, 7,4 e 10 estdo representadas na Figura 40, Figura 41 e Figura 42,
respectivamente. Os coeficientes de regresséo A, B e correlagdo (R?) foram obtidos
por regressao linear a partir dos pontos experimentais. Este ultimo parametro
permite avaliar a qualidade da curva obtida, pois quanto mais préximo de 1, menor a

dispersédo do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes



de regresséao estimados (Ribani et al., 2004). Os coeficientes de correlagao para de
5-FU em pH 1.2, 7.4 e 10 foram 0,9964, 0,9992 e 0,9926, esses valores evidenciam
um bom ajuste da curva de calibragdo em relacdo aos dados (Jeffery et al., 2006;
Skoog et al., 2006).

Tabela 8 - Média das absorbancias do 5-FU em pH 1,2, 7,4 e 10.

Abs Abs Abs
5-FU (pg.mL'1) 266 nm 266 nm 267 nm
pH 1,2 pH 7,4 pH 10
PBS -0,0027 -0,0061 0,0040
10 0,3820 0,4613 0,4716
20 0,8004 0,9593 0,9484
30 1,2372 1,4599 1,3911
40 1,6616 2,0200 1,7822
50 2,1644 2,4639 2,0582
3.0 2,5
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Figura 40 - Curvas de absor¢cdo UV do 5-FU em PBS pH 1.2 (A) e curva de calibragdo 5-FU
em PBS pH 1.2 (B).
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Figura 41 - Curvas de absor¢édo UV do 5-FU em PBS pH 7.4 (A) e curva de calibragdo 5-FU
em PBS pH 7.4 (B).
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Figura 42 - Curvas de absorgao UV do 5-FU em PBS pH 10 (A) e curva de calibragéo 5-FU
em PBS pH 10 (B).

Os limites de deteccdo e quantificacdo estdo representados na Tabela 9, e
serviram para determinar o inicio da faixa util da curva de calibragdo, ou seja, o
inicio da faixa onde as medidas quantitativas podem ser realizadas. Todas as
medigbes de liberagao in vitro apresentaram valores acima do LQ e dentro da faixa

de lineariadade das curvas de calibracéo, evidenciando que as medi¢cdes ocorreram



dentro das faixas uteis das curvas de calibracdo. Os dados analiticos de

absorbancia, concentracdo e massas liberadas estédo representados no Apéndice 2.

Tabela 9- Limites de deteccao e quantificagao das curvas de calibragdo de 5-FU em pH 1.2,
7.4 e 10.

Limites pH 1,2 pH 7,4 pH 10
LD (ug.mL™) 0,04 0,05 0,03
LQ (ug.mL™) 0,12 0,15 0,09

O perfil de liberagdo das microesferas em PBS pH 1,2 foi avaliado pelo
modelo de Hixson-Crowell e os dados de regressao estédo representados na Tabela
10 e Figura 43. As microesferas V¢-2,5-FA e V41-10-FA apresentaram um melhor
ajuste ao modelo de dissolugdo com R? de 0,801 e 0,928. O menor valor de R? das
microesferas V¢-2,5-F e V¢-10-F indica predominancia de mais de um mecanismo de
liberagdo, essa simultaneidade também foi observada no estudo de Nivethaa et al.
(2015).

Tabela 10 - Parametros de dissolugdo do modelo de Hixson-Crowell das microesferas em
pH 1,2.

Amostra Ks R?
(mg1/3.s'1)
V;-2,5-F 6,33.107 0,617
V4-10-F 7,72.10° 0,408
V4-2,5-FA 2,22.10™ 0,801
V4-10-FA 2,56.10™ 0,928

Os valores da constante Ks demostram a forte relacdo entre o raio das
microesferas e o perfil de liberacéo, pois quanto maior o valor da constante, maior é
a inclinacao da curva de liberacao, conforme pode ser observado na Figura 43. Nair
et al. (2011) obtiveram resultados semelhantes com microesferas de didametro
reduzido. A explicacdo para a dependéncia diametro/liberacdo deve estar
relacionada com a Lei da Raiz Cubica de Hixson e Crowell (1931), pois a constante
Ks é inversamente proporcional ao raio da microesfera, conforme equagéao abaixo
(Shen et al., 2003):



W01/3. @.Cs
r.p

Ks (41)

Onde:

¢ € uma relagao entre o coeficiente de difusdo e a espessura de difuséo;
Cs é solubilidade do farmaco;

r € o raio da particula;

Wy é a massa inicial do farmaco;

p € a densidade.

A rugosidade superficial das microesferas V4-2,5-FA e V4-10-FA também
pode ter contribuido para maior liberagao do 5-FU, conforme pode ser observado na
Figura 44, pois 0 aumento da rugosidade leva a liberagdo mais rapida de farmacos,
devido principalmente ao aumento da area para intumescimento das microeseras
(Kalosakas e Martini, 2015). O aumento da rugosidade e area superficial pode ter
favorecido o inchamento da microesfera e posterior difusdo do 5-FU, pois o
inchamento é acompanhando do aumento da frente de eroséo e da frente de difusao
(Lopes et al., 2005; Lee et al., 2012).
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Figura 43 - Perfil de liberacdo do 5-FU das microesferas em PBS pH 1,2 sem MMT (A) e

com MMT (B).



A Figura 43 mostra duas etapas de liberagdo, a primeira com liberagéo
rapida (burst) nas horas iniciais de liberagdo e outra fase longa (lag) até o final do
teste. Apds 48 horas, a quantidade 5-FU liberada foi de 1990 pg, 2092 ug, 8118 ug e
7817 ug para as microesferas V¢-2,5-F, V4-10-F, V¢-2,5-FA e V4-10-FA.
Normalmente a liberagdo brusca ocorre em um periodo curto de tempo em
comparagao com todo o processo de liberagdo (Azhar e Olad, 2014). Esta liberagéo
rapida do farmaco é muitas vezes indesejavel porque a quantidade total do farmaco
liberado é influenciada por essa alta liberagao inicial (Talukdar et al., 1996). A alta
liberacdo inicial do 5-FU deve ter ocorrido principalmente pela dissolu¢ao e difusao
do farmaco presente na superficie dos sistemas carregados com o 5-FU e a
segunda fase liberacado deve ter envolvido difusdo, seguido de dissolugdo da matriz

polimérica.



Figura 44 - Rugosidade das microesferas V-2,5-F (A), V4-10-F (B), V41-2,5-FA (C) e V4-10-
FA (D).



Tabela 11 — Dados de fragao liberada (%) de 5-FU de V4-2,5-F e V4-10-Fem pH 1.2; 7.4 e
10.

Tempo Fracao liberada (%)
pH 1,2 pH 7,4 pH 10
(h) V4-2,5-F V4-10-F Vi-2,5-F  V4-10-F V4-2,5-F  V4-10-F
0,25 4,20 8,11 1,25 3,50 0,43 2,44
0,5 4,59 8,28 1,27 3,51 0,53 2,46
0,75 5,39 9,61 1,31 3,53 0,55 2,47
1,00 5,81 9,59 1,30 3,54 0,55 2,48
2,00 6,35 9,40 1,32 3,64 0,62 2,47
3,00 6,70 9,99 1,32 3,65 0,67 2,54
4,00 6,78 10,41 1,34 3,7 0,66 2,52
5,00 7,12 10,78 1,34 3,79 0,68 2,58
6,00 7,57 12,29 1,38 3,82 0,66 2,58
24,00 8,48 12,81 1,43 4,16 1,09 3,57
48,00 9,60 12,81 1,43 4,16 1,10 3,61

Tabela 12 - Dados de fracao liberada (%) de 5-FU de V4-2,5-FA e V-10-FAempH 1,2; 7,4 e
10.

Tempo Fragao liberada (%)
pH 1,2 pH 7,4 pH 10
(h) Vi-2,5-FA  V;-10-FA  V4-2,5-FA  V4-10-FA  V4-2,5-FA  V4-10-FA

0,25 2,20 3,79 0,60 0,19 0,42 2,7.10°
0,5 4,39 6,21 0,69 0,19 0,45 0,014
0,75 10,93 10,40 0,69 0,19 0,47 0,021
1,00 11,89 12,82 0,68 0,20 0,48 0,028
2,00 13,21 16,87 0,78 0,18 0,51 0,043
3,00 16,52 20,30 0,78 0,24 0,59 0,104
4,00 18,14 21,31 0,80 0,25 0,60 0,115
5,00 22,26 22,99 0,82 0,26 0,63 0,126
6,00 23,59 24,01 0,85 0,28 0,66 0,146
24,00 24,21 25,43 0,89 0,46 0,73 0,213
48,00 23,97 26,12 0,88 0,47 0,87 0,249
72,00 23,81 26,47 1,11 1,11 1,24 1,008

As curvas de liberagao in vitro das microesferas em meio PBS pH 7,4 e pH
10 estdo representadas na Figura 45 e Figura 46, respectivamente. Os dados de
fracao liberada de 5-FU das microesferas V4-2,5-F e V4-10-F estado representados na
Tabela 11 e das microesferas V4-2,5-FA e V4-10-FA na Tabela 12. Os perfis de

liberacdo em pH 7,4 e 10 foram diferentes do perfil de liberacdo em pH 1.2 para



todas as microesferas estudadas. Observa-se que ocorreu uma liberagdo mais lenta
(menor inclinagdo da curva de liberagc&o) nas primeiras horas em relagdo a liberagao
brusca que ocorreu em pH 1,2. Apds 48 horas, a quantidade 5-FU liberada em pH
7,4 foi de 296 ug, 679 ug, 511 ug, 329 ug e em pH 10 foi de 228 ug, 589 ug, 488 ug
e 284 g para as microesferas V4-2,5-F, V4-10-F, V4-2,5-FA e V4-10-FA,
respectivamente. Esses dados evidenciam que o teor de MMT nas microesferas
reduz a velocidade de liberagao do 5-FU e estdo de acordo com estudos anteriores
(Kevadiya et al., 2012; Azhar e Olad, 2014). O aumento do pH ocasiona aumento na
carga negativa da argila, enquanto o 5-FU permanece carregado positivamente (pKa
= 8), isso indica que o farmaco deve estar ligado mais intensamente a MMT, por isso
é liberado com menor velocidade com o aumento do pH do meio (Kevadiya et al.,
2012).

Outro aspecto que deve ter influenciado a massa liberada de 5-FU foi o
aumento da area superficial. No sistema V4-2,5-F/V1-10-F houve um aumento da
area superficial de 1428,0 para 2138,9 mm2.g™" e no sistema V;-2,5-FA/V;-10-FA de
2172,9 para 2475,9 mmZ.g™', a magnitude no aumento da area no sistema sem argila
justifica 0 aumento da massa liberada, pois 0 aumento da area das microesferas
deve aumentar a massa liberada de 5-FU, isso ocorre por que o fluxo (J) € uma
relacdo entre a quantidade de massa (m) que passa através de uma area (A) por
unidade de tempo (f), conforme Equagéo 42 (Livi, 2000). Entretanto o aumento de
area nos sistemas com MMT néo foi determinante para aumentar a massa liberada
de 5-FU, a menor liberagdo deve estar relacionada com a menor EE das
microesferas V1-10-FA, pois a menor EE gerou menor gradiente de concentragao

(aPS—FU

oy ) e consequentemente menor fluxo, conforme Equacgao 7.

m
it (42)

] =

Os resultados revelaram que em pH 74 e pH 10 o 5-FU é liberado
lentamente pelas microesferas contendo MMT, quando comparado com o perfil de
liberagcdo das microesferas sem MMT. Provavelmente a diferenca de liberagdo deve
estar relacionada com a intercalagao de 5-FU nas camadas do silicato, resultando

numa menor difusdo dentro da matriz, retardando e suprimindo a liberagdo do 5-FU



(Azhar e Olad, 2014). O retardo na liberagdo demostra que as microesferas V4-2,5-

FA e V41-10-FA apresentaram propriedades de liberacdo controlada do 5-FU em pH
7,4 e 10.
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Figura 45 - Perfil de liberacdo do 5-FU das microesferas em PBS pH 7,4 sem MMT (A) e
com MMT (B).
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Figura 46 - Perfil de liberagao do 5-FU das microesferas em PBS pH 10 sem MMT (A) e com
MMT (B).



Os dados demostram que o pH do meio influenciou o perfil de liberagao do
5-FU, esse evento deve estar relacionado com a reducdo da solubilidade da
quitosana com o aumento do pH. Comportamento similar foi observado para a
quitosana em modelos de dinamica molecular, onde foi observado um pequeno
tempo de vida para a ligagdo O3— HO3---O5 devido a orientagdo das moléculas de
agua ao redor do grupo amino protonado, causando a desestabilizagdo da ligagéo
intramolecular (Figura 47). Entretanto, em pH elevado a ligagdo O3-HO3---05 é
estabilizada pela presenca de grupos aminos desprotonados (NH2) como observado
na Figura 47. Dados de energia livre de solvatagado, obtidos a partir da resolu¢ao
numérica da equagao nao-linear de Poisson-Boltzmann, demostram que ocorre um
aumento da energia livre de solvatagdo com o aumento do pH, justificando a
reducdo da solubilidade da quitosana. As simulagdes por dindmica molecular
concordam com as observagdes experimentais e sugerem que a variagdo de pH
afeta significativamente a conformacédo e solubilidade da quitosana (Silva et al.,
2011).

Figura 47 - Desestabilizagao e estabilizagdo da ligagao de hidrogénio intramolecular O3—
HO305 (Silva et al., 2011)

4.6.1 Simulacao Liberagao Gastrointestinal

A Figura 48 mostra duas etapas de liberagdo em todos os sistemas, a
primeira com liberagao rapida nas duas horas iniciais de liberagéo e outra fase longa
até o final do teste. Normalmente a liberagao rapida ocorre em um periodo curto de
tempo em comparagao com todo o processo de liberagédo (Yang et al., 2016). A alta
liberacao inicial do 5-FU deve ter ocorrido principalmente por dissolugao do 5-FU

presente na superficie dos sistemas e a segunda fase liberagdo deve ter envolvido



difusdo, conforme dados do modelo cinético de liberacdo. Em pH 1,2, ocorreu a
liberacdo do 5-FU durante o intervalo de tempo de 0 até 2 horas, com liberacdo de
6,35%, 9,40%, 13,21% e 16,87% das microesferas V4-2,5-F, V41-10-F, V41-2,5-FA e
V1-10-FA, respectivamente. Em pH 7,4 foi observado que houve liberacao de 7,74%,
13,23%, 14,06% e 17,15 % de 5-FU de 2 até 6 horas. Finalmente no pH 10 e no
intervalo de tempo de 6 até 24 horas, a liberacdo de 5-FU foi de 8,83%, 16,80%,
15,30% e 18,16%.
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Figura 48 - Simulagédo in vitro de liberagao gastrointestinal do 5-FU das microesferas sem
MMT (A) e com MMT (B).

A maior liberagdo de 5-FU em meio acido também deve estar relacionada
com a facilidade de protonacgéo dos grupos amino (-NH3;") nesse meio. Esse evento
resulta na repulsdo eletrostatica e enfraquecimento da resisténcia mecanica e
quimica da estrutura, o que deve ter favorecido consideravelmente o grau de
inchamento da quitosana. Com a elevacdo do pH, a protonacdo da quitosana
decresce, o0 que reduziu o grau de inchamento. Em pH préximo da neutralidade, ha
equilibrio entre as cargas o que promove maxima interacdo entre os grupos
ionizaveis, proporcionando maior estabilidade a matriz (Mendes et al., 2011). Essa
estabilidade reduz o numero de grupos amino da quitosana protonados, afetando as
propriedades de intumescimento e liberagdo do 5-FU pelas microesferas. Em pH 10
a maioria grupos amino estavam desprotonados, indicando que a liberagcédo de 5-FU
neste meio, deve ter dependido das caracteristicas de intumescimento da argila e da

solubilidade do 5-FU no meio alcalino.



Comparativamente as microesferas com argila apresentaram maior
liberacdo, esse fato pode estar associado as lamelas de MMT que foram expostas a
agua; as moléculas de agua sao adsorvidas na superficie das camadas, que séo
entdo separadas umas das outras. Este comportamento é chamado de inchamento
interlamelar e pode progredir até um espagcamento de 40,0 A (Brindley, 1952;
Lummus e Azar, 1986). Esse inchamento pode ter favorecido a difusdo do 5-FU,
pois € acompanhando do aumento da frente de erosdo e da frente de difusdo,
conforme esquema representado da Figura 49 (Lopes et al., 2005). Entretanto as
diferengas entre EE e area superficial das microesferas sdo aspectos que limitam a

comparacgao direta entre as microesferas com e sem argila.

Camada gelificada

Frente de difusio

Frente de erosdo

- Polimero no estado vitreo

: ; (zona seca)
Frente de intumescimento

Figura 49 - Esquema ilustrativo das frentes de movimento (intumescimento, difuséo e
erosao) durante a liberagdo de farmacos a partir de sistemas matriciais intumesciveis (Lopes
et al., 2005).

A fragéo liberada de 5-FU foram maiores nos sistemas V¢-2,5-FA e V4-10-
FA, esta caracteristica deve estar relacionada com o aumento da area superficial e o
tamanho das microesferas, pois a liberagao é influenciada diretamente pelo tamanho
da particula e area superficial (Fangueiro et al., 2012). O aumento na liberagao nas
formulacbes V4-2,5-FA e V4-10-FA devem apresentar melhoras significativas nas
propriedades de absorgéo e biodisponibilidade do 5-FU in vivo (Shegokar e Muller,
2010; Moschwitzer, 2013).

As diferencas entre as fragdes liberadas de 5-FU ao término do ensaio (V-
25 e V10 = 7,97%; V4-2,5-FA e V4+-10-FA = 2,86%) provavelmente esta



relacionada com o aumento da area superficial. No sistema V-2,5/V4-10 ocorreu um
aumento da area superficial de 1428,0 para 2138,9 mm2.g™ e no sistema V;-2,5-FA/
V4-10-FA de 2172,9 para 2475,9 mmz.g'1, a magnitude no aumento da area dos
sistemas justifica 0 aumento da massa liberada, pois o0 aumento da area superficial
das microesferas facilita o aumento da massa liberada de 5-FU, conforme Equagao
42 (Livi, 2000; Lee e Yeo, 2015).

4.6.2 Cinética de Liberagao
A cinética de liberacado do 5-FU das microesferas foi avaliada com aplicagao
do modelo de Korsmeyer et al. (1983). A Figura 50 e Figura 51 apresentam as taxas

de liberagdo e as regressbes do modelo de Korsmeyer em PBS pH 7,4 e 10,

respectivamente.
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Figura 50 - Taxa de liberagéo V;-2,5-F e V4-10-F (A) e V4-2,5-FA e V4-10-FA(B) em PBS pH
7,4.
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Figura 51 - Taxa de liberagéo V,-2,5-F e V4-10-F (A) e V4-2,5-FA e V4-10-FA(B) em PBS pH
10.

Os valores do expoente n encontrados para os perfis de liberagdo do 5-FU em
em pH 7,4 e 10 estao representados nas Tabela 13 e
Tabela 14. Os valores de n indicam que em PBS pH 10 a liberacdo do 5-FU
a partir das V4-2,5-F e V41-10-F ocorreu por um mecanismo do tipo anémalo e em
PBS pH 7,4 o mecanismo é de difusdo de Fick. No mecanismo anbémalo
provavelmente ocorreu uma acao conjunta dos processos de difusdo controlada
(difusdo de Fick), difusdo parcial e erosdo da matriz polimérica. Estudos anteriores
mostram que a liberagdo do 5-FU em compostos de biopolimero/argila podem seguir
um mecanismo de difusdo controlada, difusdo parcial através da matriz polimérica
inchada ou poros cheios de agua nas formulagdes, e que o tipo de mecanismo varia
com o tempo de liberacao (Kevadiya et al., 2012; Nivethaa et al., 2015).

Tabela 13 - Parametros de regressao da equacéo de Korsmeyer na liberagédo 5-FU V4-2,5-F
e V-10-F em PBS pH 7,4 e 10.

pH V4-2,5-F V4-10-F
K n b R? K n b R?
7,4 2,19 0,01 -1,48 0,9315 0,09 0,12 0,60 0,8915

10 0,005 0,45 0,38 0,9092 0,005 0,72 0,65 0,8999




Tabela 14 - Parametros de regressao da equagao de Korsmeyer na liberagéo 5-FU V,-2,5-
FA e V4,-10-FAem PBS pH 7,4 e 10.

pH Vi-2,5-FA V-10-FA

K n b R? K n b R?

74 00015 04867 03849 0,9845 0,0041 0,4492 0,0062 0,8836
10 0,0084 0,3762 0,1541 0,9621 0,0053  0,4446 -0,1190 0,8828

Os valores de n apresentados na

Tabela 14 indicam que a liberagao do 5-FU em pH 10 a partir das V4-2,5-FA e
V1-10-FA ocorreu por um mecanismo de difusdo de Fick (Siepmann e Peppas,
2001). Em pH 7,4 a V4-10-FA, apresentou mecanismo de liberagdo por difusdo de
Fick e a V4-2,5-FA apresentou mecanismo anémalo. Entretanto a proximidade do
expoente n com a faixa de transporte anémalo (0,45-0,89) indica que pode estar
havendo difusdo e intumescimento na matriz polimérica (Siepmann e Peppas, 2001;
Lopes et al., 2005). As imagens de MEV renderizadas sugerem que pode estar
ocorrendo erosao superficial da matriz polimérica (

Escala em tons de cinza

10-30 =—— 31-50 51-70 71-90 91-110

Figura 52), pois a textura superficial apresenta um maior numero de
irregularidades, com mais vales e picos em tons de cinza nas microesferas poés
liberagcdo, essas informagdes concordam com um mecanismo andémalo de
dissolugdo, pois nesse mecanismo ocorre difusdo e erosdo durante a liberagdo do
farmaco. Na analise dos dados, foi utilizado o conceito de textura do Engineers
(1990); apud Khalifa et al. (2006), onde textura é um atributo representando o
arranjo espacial dos niveis de cinza dos pixels em uma regido. Portanto, as
informacdes indicam que um processo de erosao pode estar ocorrendo durante o

processo de liberacdo do farmaco nos meios estudados.
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Figura 52 - MEV renderizada V;-2,5-FA antes da liberagéo (A); V1-2,5-FA poés liberagdo em
pH 7,4 (B) e pH 10 (C); V4-10-FA antes da liberagao (D); V4-10-FA pés liberagao pH 7,4 (E)
e pH 10 (F).



4.6.3 Coeficiente de Difusao

Os valores das constantes de difusdo e dos coeficientes de difusdo estédo
representados na Tabela 15 e Tabela 16. Os calculos para obtengdo dos
coeficientes g, e a estdo representados no Apéndice 3. As microesferas nao tiveram
o coeficiente de difusdo (D) calculado em PBS pH 1,2, pois durante a liberagéo in
vitro ocorreu dissolugdo gradativa das microesferas, essa dissolugdo dificulta o

calculo de difusdo no modelo escolhido.

Tabela 15 - Numero de microesferas (N), coeficientes q, e a da liberagao in vitro.

Amostra N Qn o
mL.cm™
V4-2,5-F 1250 3,1979 16,3521
V4-10-F 1512 3,1526 86,1034
V1-2,5-FA 2857 3,1807 23,8028
V1-10-FA 3245 3,1597 52,2440

Tabela 16 - Coeficientes de difusao (D) das microesferas em PBS pH 7,4 e 10.

Amostra pH 7,4 pH 10
D (cm?s™") D (cm?s™)

V4-2,5-F 524.10° 922107

V4-10-F 9,96.10°  6,20.107

V4-2,5-FA 2,61.107 2,09.107
V4-10-FA 8,20.10° 6,63.10°

As microesferas V1-2,5-F e V41-10-F apresentaram coeficientes de difusdo
que estao de acordo com estudos anteriores que mostram valores de coeficientes de
difusdo na faixa de 5.10°-107 (Fang et al, 1998; Rokhade et al, 2007). Os
coeficientes de difusdo foram maiores para as microesferas V¢-2,5-F/V4-10-F em
comparagao com as microesferas V4-2,5-FA e V4-10-FA, evidenciando que a
presenca da MMT deve ter aumentado a tortuosidade do percurso do 5-FU dentro
das microesferas (Ray, 2013; Gurses, 2015). Observa-se uma tendéncia semelhante
nas taxas de liberacdo do 5-FU (Figura 50 e Figura 51), isto €, as microesferas sem

MMT mostraram uma taxa de liberagao maior do que as formulagdes com MMT PBS



pH 7.4 e 10. Os resultados do presente estudo foram semelhantes a estudos
anteriores encontrados na literatura (Kevadiya et al., 2012; Azhar e Olad, 2014).

Os valores do coeficiente de difusdo das microesferas sem MMT foram mais
elevados em pH 7.4. Esse evento deve estar relacionado com a maior facilidade de
protonagédo dos grupos amino em PBS pH 7.4 quando comparado com o meio PBS
pH 10. Essa maior protonacdo favorece uma repulsdo eletrostatica e o
intumescimento das microesferas, reduzindo provavelmente o livre caminho médio
percorrido para as moléculas de 5-FU e facilitando sua difusdo. Esses dados estao
de acordo com os dados de perfil de liberagcao e taxa de liberagdo. Entretanto o
mesmo comportamento n&o foi observado nas microesferas contendo MMT, pois os
coeficientes de difusdo ndo apresentaram diferengas significativas entre os meios
PBS pH 7.4 e pH 10. Nesse caso a menor dependéncia entre difusdo e o pH do
meio, pode estar relacionado com a prevaléncia das interacdes eletrostaticas das
monocamadas longitudinais de MMT e 5-FU (Kevadiya et al., 2012), quando
comparado com o aumento da difusdo causado pelo intumescimento das

microesferas.

4.6.4 Dosagem e Individualizagao

Para pacientes oncoldgicos, com fungdo hematopoiética adequada, o
esquema posoldgico semanal emprega 500-600 mg.m? de 5-FU, durante 6-8
semanas (Brunton et al., 2012). Admitindo uma quimioterapia sistémica e mantendo
0 mesmo esquema posolégico, seria necessario utilizar 12,8 g das microesferas sem
argila (EE=35%) e 7,3 g das microesferas com argila (EE=75%), entretanto a massa
total das microesferas pode ser reduzida com otimizacao da etapa de coagulagao e
lavagem das microesferas, reduzindo a perda do farmaco nessa etapa.

Apesar dos avangos na quimioterapia sistémica e do grande numero de
estudos clinicos controlados e ndo controlados realizados com paciente portadores
de cancer hepatocelular, nenhum agente isolado, ou combinagdo de agentes, leva,
de modo reprodutivel a uma taxa de resposta de 25%, ou efeito na sobrevida
(Braunwald et al., 2013). Entretanto, o uso de quimioterapia regional com
microesferas por meio da artéria hepatica apresenta vantagem na sobrevida dos
pacientes, mas so foi demostrada com doxorrubicina e cisplatina (Lo et al., 2002;
Llovet e Bruix, 2003). As microesferas obtidas nesse estudo estdo dentro da faixa de

didmetro (40-1000 pum) dos produtos comerciais disponiveis (Contour SE e



Embosphere) para quimioembolizagdo, e podem ser utilizadas para testes de
liberagdo controlada de 5-FU localmente, pois estudos anteriores ja demostraram
que a citoxicidade do 5-FU é menor na presenga de MMT e quitosana (Kevadiya et
al., 2012; Ganguly et al., 2015; Nivethaa et al., 2015). Essa terapia € pouco invasiva
e deve reduzir o numero de procedimentos para administracdo do farmaco, além
disso, pode reduzir os efeitos colaterais, pois a exposicao sera localizada no sitio de

interesse.



5 CONCLUSAO

O sistema de baixo custo que foi aperfeicoado para obtencdo das
microesferas encapsuladas com 5-FU de quitosana e quitosana/montmorilonita,
apresentou resultados reprodutiveis e obtencdo de microesferas regulares. Os
parametros fluxo de inje¢ao e fluxo de ar podem ser ajustados para obtencédo de
microesferas com didmetros variados. Durante a obteng¢ao das microesferas ocorreu
perda do 5-FU nas etapas de coagulagdo e lavagem, essa perda interferiu na
eficiéncia de encapsulacdo do 5-FU. De acordo com os resultados de difratometria
de raios X ficou evidenciado que a incorporagdo da montmorilonita a quitosana levou
a formacgao de bionanocompdsitos intercalados. A formagao de bionanocompdsitos
favoreceu o aprisionamento do 5-FU, reduzindo o coeficiente de difusdo nos
sistemas estudados. O modelo matematico de Crack, obtido a partir das leis de
difusdo de Fick, para liberacao a partir de microesferas, tem boa representatividade
em meio PBS pH 7,4 e 10, com tipico comportamento Fickano. No entanto, para
meio PBS pH 1,2, o comportamento de liberacdo € ndo Fickano e ocorre por
dissolucdo. As microesferas com bionanocompdsitos apresentaram perfil de
liberacdo controlada e tém potencial para ultrapassar a barreira gastrica e liberar o
farmaco no ambiente intestinal, também apresentaram dimensdes compativeis com
microesferas utilizadas em quimioembolizagdo, que sao utilizadas como agentes
antitumorais em locais especificos. A metodologia utilizada foi adequada para a
sintese de microesferas de bionanocompdsitos quitosana/montmorilonita com alta
eficiéncia de encapsulamento e com caracteristicas controladas de liberacdo do
farmaco, indicando que os bionanocompdsitos podem ser sistemas promissores de

administragao do 5-FU por uma terapia menos invasiva do que a via venosa.



6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Realizar avaliacdo das microesferas com células tumorais in vitro e tumores
induzidos in vivo;

e Avaliar o perfil de liberacdo das microesferas em situacbes de reducgao e
elevacao de temperatura;

e Avaliar a possiblidade do uso transdérmico das microesferas, uma vez que
constitui uma alternativa para ultrapassar as limitacdes de outras vias, como a

oral e parenteral.
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8 APENDICE 1

Calculo de eficiéncia de encapsulag¢ao (EE) das microesferas V4-2.5-F
Massa das microesferas lavadas com 2200 mL de agua destilada = 625,0 mg
Massa do farmaco presente antes da lavagem (W;):
_ 625myg
9
Concentragao de 5-FU presente na agua de lavagem = 19,79 ug/mL

= 69,44 mg

Farmaco perdido na lavagem (Ws):
Wi = Vigvagem * C = 2200 ml * 19,79ug.ml™! = 43538ug = 43,538mg
Logo:

Wy —Wr 69,44mg —43,54myg
w, 69,44 mg

Calculo de eficiéncia de encapsulag¢ao (EE) das microesferas V4-10-F

EE =

= 0,373

Massa das microesferas lavadas com 2200 ml de agua destilada = 593,0 mg
Massa do farmaco presente antes da lavagem (W;):
_ 593 myg
9
Concentragao de 5-FU presente na agua de lavagem = 21,15 ug/ml

= 65,88 mg

Farmaco perdido na lavagem (Wys):
Wr = Vigvagem * C = 2200 ml * 21,15pug.ml™! = 46530pg = 46,53 mg
Logo:

W, — Wy 6588mg —46,53mg
w, 65,88 mg

Calculo de eficiéncia de encapsulacao (EE) das microesferas V4-2.5-FA

EE =

= 0,293

Massa das microesferas lavadas com 2200 ml de agua destilada = 684,0 mg
Massa do farmaco presente antes da lavagem (W;):
684 mg
T
Concentragao de 5-FU presente na agua de lavagem = 7,07 ug/ml

= 62,18 mg

Farmaco perdido na lavagem (Ws):
Wr = Vigvagem * C = 2200 ml * 7,07 pg.mi~! = 15554 pg = 15,55 mg
Logo:



W, —W; 62,18 mg — 15,55 mg
w, 62,18 mg

EE = = (0,7499

Calculo de eficiéncia de encapsulagao (EE) das microesferas V4-10-FA
Massa das microesferas lavadas com 2200 mL de agua destilada = 620,0 mg
Massa do farmaco presente antes da lavagem (W;):
620 mg
T
Concentragao de 5-FU presente na agua de lavagem = 8,98 pg.mL'1

= 56,36 mg

Farmaco perdido na lavagem (Wjs):
Wr = Vigpagem * C = 2200 ml * 8,98 ng.ml™" = pg = 19,75 myg
Logo:

Wy =Wy 56,36 mg —19,75myg

EE =
W; 56,36 mg

= 0,6496



9 APENDICE 2

Memorial calculo da Massa de 5-FU liberada e Fragao Liberada pelas microesferas V,-2.5-F
em PBS pH 1.2, nos tempo 0,25 (t=1) e 0,5 h (1=2).

t-1

Ay = (ZHA_> +5.C, = 2mL.17,4139ug. mL™! = 34,82pg
- 1

Massa liberada 1y = A—1) + 50.C(3y = 0 + 50mL.17,4139ug. mL™" = 870,695ug

5.10%(ug) = EE _ 5.105(pg) = 0,3729

Massa do farmaco = — —
Relag¢do massica(s_py) 9

= 20716,7ug

Massa liberada 1) 0— 870,695ug

Fragio liberada ;) = Y T 20716,70g
ragao berata ) = Vassa do farmaco 20716,7g

.100 = 4,20%

t-1
A = (Z A_) +5.C, = 34,82ug + 2mlL.18,35pg. mL™! = 71,52pg

i=1 i

Massa liberada () = A—1) + 50.C(z) = 34,82ug + 50mL. 18,35ug. mL?
=952,5ug

Massa liberada 952,25nug
Massa do fAarmaco 20716,7ug

Fragdo liberada () = .100 = 4,59%

Todas as Massas Liberadas e Fracdes Liberadas do 5-FU foram obtidas

dessa forma e estéo representadas nas tabelas seguintes.



Tabela 17 - Massa de 5-FU liberada pelas microesferas V4-2.5-F em PBS pH 1.2.

Tempo Absorbancia Absorbancia Absorbancia Concentracao Massa Fracao
1 2 média liberada liberada
(h) (ug.mL™) (M9) (%)

0,25 0,4632 0,4831 0,4732 17,4139 870,6944 4,2011
0,50 0,4780 0,4886 0,4833 18,3537 952,5130 4,5959
0,75 0,5105 0,5116 0,511 20,9222 1117,6463 5,3927
1,00 0,5123 0,5300 0,521 21,8532 1206,0417 5,8192
1,50 0,5235 0,5235 0,5235 22,0750 1260,8361 6,0836
2,00 0,5240 0,5282 0,5261 22,3162 1317,0463 6,3548
2,50 0,5079 0,5276 0,5177 21,5412 1322,9287 6,3832
3,00 0,5149 0,5306 0,5227 22,0019 1389,0435 6,7022
3,50 0,5151 0,5172 0,5161 21,3917 1402,5380 6,7673
4,00 0,5025 0,5126 0,5075 20,5968 1405,5759 6,7820
4,50 0,5010 0,5225 0,5117 20,9833 1466,0981 7,0740
5,00 0,5041 0,5061 0,5051 20,3708 1477,4398 7,1287
5,50 0,4995 0,5126 0,5061 20,4602 1522,6491 7,3469
6,00 0,4949 0,5203 0,5076 20,6051 1570,8148 7,5793
6,50 0,5236 0,5505 0,5370 23,3278 1748,1593 8,4350
24,00 0,5246 0,5341 0,5294 22,6181 1759,3287 8,4889
48,00 0,5576 0,5815 0,5695 26,3370 1990,5139 9,6043

Tabela 18 - Massa de 5-FU liberada pelas microesferas V4-10-F em PBS - pH 1,2.

Tempo  Absorbancia Absorbancia Absorbancia Concentragédo Massa Fracao
1 2 média liberada liberada
(h) (Mg.mL™) (Hg) (%)

0,25 0,5642 0,5782 0,5712 26,4903 1324,5139 8,1145
0,50 0,5628 0,5687 0,5657 25,9856 1352,2630 8,2845
0,75 0,5924 0,6104 0,6014 29,2875 1569,3269 9,6143
1,00 0,5775 0,5988 0,5881 28,0588 1566,4667 9,5968
1,50 0,5727 0,5871 0,5799 27,2958 1584,4361 9,7069
2,00 0,5515 0,5635 0,5575 25,2241 1535,4398 9,4067
2,50 0,5463 0,5690 0,5577 25,2366 1586,5130 9,7196
3,00 0,5509 0,5621 0,5565 25,1319 1631,7546 9,9968
3,50 0,5380 0,5586 0,5483 24,3690 1643,8704 10,0710
4,00 0,5372 0,5629 0,5500 24,5319 1700,7565 10,4195
4,50 0,5356 0,5407 0,5382 23,4310 1694,7741 10,3828
5,00 0,5360 0,5485 0,5422 23,8097 1760,5713 10,7859
5,50 0,5428 0,5628 0,5528 24,7870 1928,4856 11,8146
6,00 0,5383 0,5800 0,5592 25,3773 2007,5736 12,2992
6,50 0,5529 0,5671 0,5600 25,4532 2062,1245 12,6334
24,00 0,5502 0,5604 0,5553 25,0199 2091,3644 12,8125

48,00 0,5385 0,5510 0,5448 24,0421 2092,5153 12,8196




Tabela 19 - Massa de 5-FU liberada pelas microesferas V4-2.5-F em PBS pH 7 4.

Tempo  Absorbancia Absorbancia Absorbancia Concentragédo Massa Fragao
1 2 meédia liberada liberada
(h) (Hg.mL™) (1) (%)

0,25 0,2344 0,2347 0,2346 5,1914 259,5709 1,2524
0,50 0,2376 0,2396 0,2386 5,2716 263,5778 1,2718
0,75 0,2460 0,2483 0,2471 5,4418 272,0908 1,3129
1,00 0,2452 0,2470 0,2461 5,4208 271,0379 1,3078
2,00 0,2488 0,2501 0,2494 5,4875 274,3762 1,3239
3,00 0,2499 0,2508 0,2504 5,5067 275,3343 1,3285
4,00 0,2535 0,2540 0,2538 5,5739 278,6926 1,3447
5,00 0,2543 0,2548 0,2546 5,5902 279,5110 1,3487
6,00 0,2623 0,2626 0,2625 5,7482 287,4102 1,3868
7,00 0,2619 0,2623 0,2621 5,7403 287,0160 1,3849
8,00 0,2671 0,2676 0,2673 5,8452 292,2605 1,4102
24,00 0,2717 0,2727 0,2722 5,9414 297,0709 1,4334
48,00 0,2712 0,2717 0,2715 5,9277 296,3872 1,4301

Tabela 20 - Massa de 5-FU liberada pelas microesferas V-10-F em PBS pH 7,4.

Tempo Absorbancia Absorbancia Absorbancia Concentragédo Massa Fracao
1 2 média liberada liberada
(h) (pg.mL™) (19) (%)

0,25 0,5470 0,5483 0,5477 11,4401 572,0060 3,5043
0,50 0,5478 0,5496 0,5487 11,4608 573,0389 3,5107
0,75 0,5529 0,5533 0,5531 11,5493 577,4651 3,5378
1,00 0,5532 0,5544 0,5538 11,5628 578,1387 3,5419
2,00 0,5702 0,5722 0,5712 11,9096 5954790 3,6481
3,00 0,5715 0,5722 0,5718 11,9231 596,1527 3,6523
4,00 0,5862 0,5875 0,5869 12,2227 611,1327 3,7440
5,00 0,5942 0,5960 0,5951 12,3870 619,3513 3,7944
6,00 0,5986 0,6020 0,6003 12,4908 624,5409 3,8262
7,00 0,6234 0,6288 0,6261 13,0055 650,2745 3,9838
8,00 0,6416 0,6461 0,6439 13,3603 668,0140 4,0925
24,00 0,6546 0,6559 0,6553 13,5882 679,4112 4,1623
48,00 0,6545 0,6566 0,6555 13,5937 679,6856 4,1640




Tabela 21 - Massa de 5-FU liberada pelas microesferas V4-2.5-F em PBS pH 10.

Tempo  Absorbancia Absorbancia Absorbancia Concentragédo Massa Fragao
1 2 média liberada liberada
(h) (pg.mL7) (19) (%)
0,25 0,1388 0,1396 0,1392 1,8176 90,8781 0,4385
0,50 0,1556 0,1570 0,1563 2,2274 111,3680 0,5374
0,75 0,1585 0,1591 0,1588 2,2860 114,3011 0,5515
1,00 0,1598 0,1607 0,1602 2,3208 116,0394 0,5599
2,00 0,1707 0,1738 0,1723 2,6082 130,4122 0,6292
3,00 0,1794 0,1800 0,1797 2,7864 139,3190 0,6722
4,00 0,1789 0,1796 0,1792 2,7753 138,7634 0,6695
5,00 0,1816 0,1811 0,1814 2,8257 141,2843 0,6817
6,00 0,1785 0,1774 0,1780 2,7444 137,2222 0,6621
7,00 0,1772 0,1779 0,1776 2,7355 136,7742 0,6599
8,00 0,1768 0,1782 0,1775 2,7339 136,6965 0,6596
24,00 0,2537 0,2513 0,2525 4,5253 226,2664 1,0917
48,00 0,2534 0,2550 0,2542 4,5668 228,3393 1,1017
Tabela 22 - Massa de 5-FU liberada pelas microesferas V4-10-F em PBS pH 10.
Tempo Absorbancia Absorbancia Absorbancia Concentragédo Massa Fracao
1 2 média liberada liberada
(h) (pg.mL™) (19) (%)

0,25 0,3964 0,3971 0,3968 7,9732 398,6619 2,4424
0,50 0,3965 0,4021 0,3993 8,0342 401,7085 2,4610
0,75 0,4000 0,4021 0,4011 8,0756 403,7814 2,4737
1,00 0,4017 0,4032 0,4024 8,1080 405,4002 2,4836
2,00 0,4008 0,4017 0,4012 8,0798 403,9904 2,4750
3,00 0,4101 0,4118 0,4110 8,3121 415,6033 2,5461
4,00 0,4075 0,4090 0,4082 8,2472 412,3596 2,5263
5,00 0,4133 0,4184 0,4158 8,4283 421,4158 2,5818
6,00 0,4164 0,4162 0,4163 8,4400 422,0012 2,5853
7,00 0,4221 0,4227 0,4224 8,5857 429,2832 2,6300
8,00 0,4221 0,4234 0,4228 8,5941 429,7073 2,6326
24,00 0,5506 0,5511 0,5508 11,6545 582,7240 3,5700
48,00 0,5540 0,5588 0,5564 11,7875 589,3728 3,6107




Tabela 23 - Massa de 5-FU liberada pelas microesferas V,-2.5-FA em PBS pH 1.2.

Tempo Absorbancia Absorbancia Absorbancia Concentragdo Massa Fracao
1 2 média liberada liberada
(h) (ug.mL™) (Hg) (%)
0,25 0,4601 0,4704 0,4653 15,01 750,61 2,20
0,50 0,6511 0,6673 0,6592 28,48 1498,94 4,39
0,75 1,2447 1,2757 1,2602 70,21 3728,11 10,93
1,00 1,2404 1,2657 1,2531 69,72 4054,47 11,89
1,50 1,2238 1,2588 1,2413 68,9 4362,3 12,79
2,00 1,1665 1,1992 1,1828 64,84 4503,81 13,21
2,50 1,1924 1,2226 1,2075 66,56 4913,75 14,41
3,00 1,303 1,3344 1,3187 74,28 5632,52 16,52
3,50 1,2808 1,3093 1,295 72,63 5921,68 17,37
4,00 1,2507 1,2818 1,2663 70,64 6184,97 18,14
4,50 1,3881 1,4187 1,4034 80,16 7014,23 20,57
5,00 1,4537 1,4541 1,4539 83,67 7590,47 22,26
5,50 1,2756 1,3841 1,3298 75,05 7578,09 22,23
6,00 1,326 1,3842 1,3551 76,81 8041,06 23,59
24,00 1,1897 1,2252 1,2074 66,55 8253,94 24,21
48,00 1,0552 1,1204 1,0878 58,24 8171,26 23,97
72,00 0,9547 1,0227 0,9887 51,36 8118,34 23,81

Tabela 24 - Massa de 5-FU liberada pelas microesferas V4-10-FA em PBS - pH 1,2.

Tempo Absorbancia Absorbancia Absorbancia Concentragdo Massa Fracao
1 2 meédia liberada liberada
(h) (Mg.mL™) (H9) (%)
0,25 0,5643 0,5799 0,57 22,43 1121,45 3,79
0,50 0,7351 0,7562 0,75 34,48 1836,29 6,21
0,75 1,0378 1,0664 1,05 55,77 3072,82 10,40
1,00 1,165 1,1906 1,18 64,49 3788,05 12,82
1,50 1,2351 1,262 1,25 69,41 4356,18 14,75
2,00 1,309 1,3488 1,33 74,99 4982,23 16,87
2,50 1,3541 1,3925 1,37 78,07 5511,3 18,66
3,00 1,3996 1,4005 1,4 79,93 5994,57 20,30
3,50 1,289 1,3248 1,31 73,46 6070,7 20,55
4,00 1,2468 1,2845 1,27 70,6 6294,87 21,31
4,50 1,2239 1,2611 1,24 68,99 6567,37 22,24
5,00 1,1922 1,2226 1,21 66,55 6790,35 22,99
5,50 1,1599 1,1853 1,17 64,13 7002,36 23,71
6,00 1,103 1,108 1,11 59,47 7089,97 24,01
24,00 1,0483 1,0697 1,06 56,24 7509,69 25,43
48,00 1,0334 1,0401 1,04 54,7 7713,69 26,12
72,00 0,9748 1,0008 0,99 51,3 7817,32 26,47




Tabela 25 - Massa de 5-FU liberada pelas microesferas V4-2.5-FA em PBS - pH 7 4.

Tempo Absorbancia Absorbancia Absorbancia Concentragdo Massa Fragao

1 2 média liberada liberada

(h) (ug.mL™") (ug) (%)
0,25 0,1812 0,1813 0,1812 413 206,30 0,60
0,50 0,2104 0,2105 0,2105 4,71 235,48 0,69
0,75 0,2128 0,2131 0,2129 476 237,93 0,69
1,00 0,2015 0,2168 0,2091 4,68 234,18 0,68
2,00 0,2400 0,2461 0,2430 5,36 268,00 0,78
3,00 0,2438 0,2447 0,2443 5,38 269,21 0,78
4,00 0,2495 0,2523 0,2509 5,52 275,85 0,80
5,00 0,2551 0,2560 0,2556 5,61 280,51 0,82
6,00 0,2650 0,2659 0,2655 5,81 290,37 0,85
7,00 0,2803 0,2824 0,2814 6,12 306,24 0,89
8,00 0,2752 0,2774 0,2763 6,02 301,18 0,88
24,00 0,3422 0,3691 0,3556 7,61 380,35 1,11
48,00 0,4689 0,4748 0,4719 9,93 496,38 1,45
72,00 0,4849 0,4890 0,4869 10,23 511,42 1,50

Tabela 26 - Massa de 5-FU liberada pelas microesferas V4-10-FA em PBS - pH 7 4.

Tempo Absorbancia Absorbancia Absorbancia Concentragdo Massa Fracao

1 2 média liberada liberada

(h) (pg.mL™) (19) (%)
0,25 0,0332 0,0333 0,0333 1,17 58,65 0,19
0,50 0,0321 0,0330 0,0325 1,16 57,91 0,19
0,75 0,0332 0,0333 0,0333 1,17 58,63 0,19
1,00 0,0360 0,0365 0,0363 1,23 61,64 0,21
2,00 0,0305 0,0306 0,0306 1,12 55,94 0,18
3,00 0,0483 0,0484 0,0483 1,47 73,68 0,24
4,00 0,0506 0,0508 0,0507 1,52 76,03 0,25
5,00 0,0537 0,0536 0,0537 1,58 78,99 0,26
6,00 0,0577 0,0576 0,0576 1,66 82,95 0,28
7,00 0,1119 0,1132 0,1125 2,75 137,73 0,46
8,00 0,1155 0,1170 0,1163 2,83 141,48 0,47
24,00 0,2767 0,3335 0,3051 6,60 329,98 1,1
48,00 0,2944 0,2988 0,2966 6,43 321,46 1,08

72,00 0,3074 0,3016 0,3045 6,59 329,30 1,11




Tabela 27 - Massa de 5-FU liberada pelas microesferas V4-2.5-FA em PBS - pH 10.

Tempo Absorbancia Absorbancia Absorbancia Concentragdo Massa Fragao

1 2 média liberada liberada

(h) (ug.mL™") (ug) (%)
0,25 0,1836 0,1839 0,1837 2,88 144 .12 0,42
0,50 0,1914 0,1921 0,1918 3,07 153,71 0,45
0,75 0,1980 0,1982 0,1981 3,23 161,28 0,47
1,00 0,2022 0,2026 0,2024 3,33 166,45 0,48
2,00 0,2110 0,2119 0,2114 3,54 177,22 0,51
3,00 0,2325 0,2323 0,2324 4,05 202,31 0,59
4,00 0,2362 0,2370 0,2366 415 207,25 0,60
5,00 0,2440 0,2451 0,2445 4,34 216,75 0,63
6,00 0,2525 0,2534 0,2530 4,54 226,82 0,66
7,00 0,2735 0,2749 0,2742 5,04 252,22 0,73
8,00 0,3111 0,3126 0,3118 5,94 297,17 0,87
24,00 0,4041 0,4312 0,4176 8,47 423,56 1,24
48,00 0,4626 0,4647 0,4636 9,57 478,55 1,40
72,00 0,4703 0,4745 0,4724 9,78 488,95 1,43

Tabela 28 - Massa de 5-FU liberada pelas microesferas V-10-FA em PBS - pH 10.

Tempo Absorbancia Absorbancia Absorbancia Concentragdo Massa Fracao

1 2 média liberada liberada
(h) (pg.mL™) (19) (%)

0,25 0,0637 0,0639 0,0638 0,02 0,81 2,7.10°
0,50 0,0664 0,0668 0,0666 0,08 4,21 0,014
0,75 0,0679 0,0684 0,0682 0,12 6,08 0,021
1,00 0,0701 0,0701 0,0701 0,17 8,32 0,028
2,00 0,0738 0,0738 0,0738 0,26 12,78 0,043
3,00 0,0887 0,0890 0,0888 0,61 30,70 0,104
4,00 0,0913 0,0921 0,0917 0,68 34,18 0,115
5,00 0,0973 0,0913 0,0943 0,74 37,23 0,126
6,00 0,0992 0,0995 0,0994 0,87 43,31 0,146
7,00 0,1158 0,1158 0,1158 1,26 62,96 0,213
8,00 0,1254 0,1241 0,1247 1,47 73,63 0,249
24,00 0,2976 0,3268 0,3122 5,95 297,65 1,008
48,00 0,2941 0,3169 0,3055 5,79 289,61 0,981

72,00 0,3118 0,2912 0,3015 5,70 284,81 0,964




10 APENDICE 3
Calculando «a para as diferentes microesferas

Dados
V =50 mL

Tabela 29 - Numero de microesferas presentes em 500 mg.

Amostra N
V,-2,5-F 1250
V4-10-F 1512
V,-2,5-FA 2857
V;-10-FA 3245
Equacao
L/
(4ma3/3)
Portanto,
(V/n) (0,05 L/1250)
Cpep = = =~ 16,3521 mL.cm™3
1-25-F = (4ma3/3) ~ [41(0,0836 cm)3/3] e cm
(V/n) (0,05L/1512)
- - =~ 86,1034 mL.cm™3
W1-10-F = (3123 /3) ~ [4m(0,0451 cm)?/3] - oo1034mb.cm
(V/n) (0,05 L/2857)
psra = = ~ 24,8028 mL.cm™3
1-25-FA = (4123 /3) T [41(0,0560 cm)? /3] me.cm
(V/n) (0,05 L/3245)

=~ 52,2440 mL.cm™3

HV1-10-FA = (4a3/3)  [41(0,0413cm)3 /3]

Método das Secantes
O Meétodo das Secantes é uma aproximacao do Método de Newton para

determinacgao das raizes de uma equacgéao. Pelo método de Newton, temos:

G = _ fGam)
T (am)

A aproximagao consiste em substituir a derivada f'(q,,) pelo quociente das

diferencgas:

f,(qm) =~ f(Qm) - f(qm—l) (43)

9m — 9m-1




Logo, temos:

— _ f(qm) — _ f(qm)(Qm - qm—l)
et =0 " F ) = fGnd) ™ F @) — Fn-)
dm — 9m-1

Portanto, a expressao mais simples para o método das secantes:

_ -1 f(Gm) = qm f(Gm-1)
T ) — @) ()

Método das secantes para calculo das raizes de f(q).

Para ay,_,5_r = 16,3521, temos:

— dn-1 f(Qn) —qn f(qn—l)
e =T () — F )

Aproximacgao das raizes (Crank, 1979):

qo = 3,00
q. = 3,50
f = T _ta
Substituindo, temos:
343,50 3+ 3,00
.- 3 ((3 ¥ 16,3521+ 3,507) _ ta“(3'50)) —350+ ((3 ¥ 16,3521 %3,000) _ ta“(?"oo))
2 = 3%3,50 3+3,00
((3 16,3521 %3500) ta“(3'50)) - ((3 16,3521+ 3,000) _ ta“(?"oo))
Teste de condicdo, E = q”q“—_q” < 0,001
n+1

B |3,1927 — 3,500
N 3,1927

Como a condigao de parada nao foi alcanga (E < 0,001), temos:

| = 0,096

= 3,1927



3 %3,1927 353,50
. 3,50« ((3 16,3521 +3,1927%) tan(3'1927)> — 31927 + ((3 16,3521 3,500) _ ta“(3'50)>
3= 33,1927 33,50
((3 16,3521+ 3,1927%) tan(3'1927)> - <(3 16,3521 3,500 ta“(3'50))
=~ 31977
Teste de condicdo, E = |1&179n < 0,001
dn+1
3,1977 — 3,1927
- ‘ ‘ =~ 0,0016

3,1977

Como a condigao de parada néo foi alcanga (E < 0,001), temos:

q4
33,1977 33,1927
31927+ ((3 TTE35 21577~ tan(3,1977)> — 31977 * ((3 TTE3 o157~ tan(3,1927))
= 3%3,1977 3%3,1927
((3 16,3521 3,1977%) _ ta“(3'1977)> - ((3 16,3521+ 3,1927%) _ tan(3'1927))
~ 3,1979

In+17lnl (0 001.

dn+1
~ |3,1979 —3,1977
- 3,1979

Como E< 0,001 a raiz de aproximagéo qy;_,5-r = 3,1979.

Teste de condicéo, E =

‘ ~ 0,0001

Para ay;_10-r = 86,1034, temos:

Aproximacgao das raizes (Crank, 1979):

Qo = 3,00
ql = 3,50
f(q,) = ~— —tanq
M 3+« g3 n
Substituindo, temos:
3%3,50 3% 3,00
3 ((3 ¥ 86,1034 % 3502) _ tan(3'50)) — 3,50+ ((3 ¥ 86,1034 *3,002) _ tan(3'00)) - 31485
42 = ( 3% 3,50 tan(3 50))_< 3%3,00 . (300)) =2
(3 + 86,1034 = 3,502) (3 + 86,1034 = 3,002) M
Teste de condicdo, E = q”q“—_q” < 0,001
n+1

~ |3,1485 — 3,500

31485 | = 0,1116



Como a condigao de parada néo foi alcanga (E < 0,001), temos:

3 +3,1485 33,50 _
0= 3,50 ((3 + 86,1034 * 3,14852) tan(3'1485)> —3,1485 ((3 + 86,1034 * 3,502) ta“(3'50)>
3= 33,1485 3%3,50
((3 + 86,1034 * 3,14852) _ ta“(3’1485)> - ((3 86,1034  3,500) _ ta“(3'50))
=~ 3,1524
Teste de condicdo, E = q";l—_q" < 0,001
n+1

~ ‘3,1524 — 3,1485

T ‘ ~ 0,0012

Como a condigao de parada nao foi alcanca (E < 0,001), temos:

qa
33,1524 3 % 3,1485 _
3,1485 x ((3 ¥ 86,1034 x 3,1524%) ta“(3'1524)> — 31524« ((3 ¥ 86,1034 * 3,14852) ta“(3'1485))
= 3+ 3,1524 33,1485
((3 86,1034 * 3,1524%) _ ta“(3'1524)> - ((3 86,1034 * 3,14852) _ tan(3'1485))
=~ 3,1526
Teste de condicéo, E = q";l—_qn < 0,001.
n+1

_ |3,1526 —3,1524
B 3,1526
Como E< 0,001 a raiz de aproximagao qy1_19_r = 3,1526.

| = (0,0001

Para ay,_,5_p4 = 23,8028, temos:

Aproximacgao das raizes (Crank, 1979):

9o = 3,00
q. = 3,50
dn
f(qy) = —t
Substituindo, temos:
3 %3,50 3%3,00
3 ((3 F 23,8028 % 3,507) tan(3'5°)) — 3,50+ ((3 F 23,8028 % 3,000) _ ta“(3'00)) - 31750
T = ( 3+ 3,50 tanG 50))_( 3+ 3,00 . (300)) =
(3 + 23,8028 = 3,502) 20 (3 + 23,8028 = 3,002) 2N

Teste de condicdo, E = |1&279% < 0,001

dn+1



B ‘3,1759 — 3,500
B 3,1759
Como a condigao de parada nao foi alcanga (E < 0,001), temos:

’ ~ 0,1020

3 %3,1759 3 %3,50
. 3,50« ((3 + 23,8028 + 3,1759%) tan(3'1759)> — 31759« ((3 + 23,8028 * 3,502) ta“(3'50)>
3= 33,1759 3% 3,50
((3 + 23,8028 + 3,1759%) tan(3'1759)> - <(3 +723,8028 + 3,500) ta“(3'50))
=~ 3,1805
dn+1—Aqn

Teste de condicao, E = < 0,001

dn+1
B |3,1805 —3,1759
- 3,1805

| = 0,0014

Como a condigao de parada nao foi alcanca (E < 0,001), temos:

qa
3 43,1805 3+3,1759
31759+ ((3 73,0098 + 3.16055 tan(3,1805)> — 3,1805 ((3 73005 SIS tan(3,1759))
= 3% 3,1805 3% 3,1759
((3 23,8028 * 3,18057) _ ta“(3'1805)> - ((3 23,8028 % 3,17597) _ ta“(3'1759)>
~ 3,1807
Teste de condic&o, E = q";'l—_q" < 0,001.
n+1

_ |3,1807 —3,1805
B 3,1807

Como E< 0,001 a raiz de aproximagao qy;_,5-rs = 3,1807.

| = 0,0001

Para ay{_19-r4 = 52,2440, temos:
Aproximacgao das raizes (Crank, 1979):

qo = 3,00

q; = 3,50

3q
f(an) = 3T oc“q% —tanq,

Substituindo, temos:

3%3,50 3% 3,00
3 ((3 ¥ 52,2440  3,507) tan(3'5°)) — 3,50+ ((3 ¥ 52,2440 % 3,000) _ ta“(3'00)) - 21554
o ( 3» 3,50 — tan(3 50)) - ( 2+ =00 — tan(3 00)) o
(3 + 52,2440 = 3,502) 20 (3 + 52,2440 = 3,002) 20



dn+1—Aqn

Teste de condicéo, E = < 0,001

dn+1
3,1554 — 3,500

N | 3,1554
Como a condigao de parada nao foi alcanga (E < 0,001), temos:

| = (0,1092

3 %3,1554 353,50
. 3,50« ((3 + 52,2440 * 3,1554%) tan(3'1554)> — 31554+ ((3 ¥ 52,2440 * 3,502) ta“(3'50)>
3= 33,1759 33,50
((3 + 52,2440 * 3,1554%) tan(3'1554)> - <(3 ¥ 52,2440  3,500) ta“(3'50))
=~ 3,1595
Teste de condic&o, E = q";'l—_q" < 0,001
n+1

~ |3,1595 —3,1554

31595 | = 0,0013

Como a condigao de parada nao foi alcanga (E < 0,001), temos:

q4
3%3,1595 3%3,1554
31554+ ((3 T AT tan(3,1595)> —3,1595 ((3 TS tan(3,1554))
= 3%3,1595 3= 3,1554
((3 152,440 + 3,15957) ta“(3'1595)> - ((3 152,440 + 3,15547) ta“(3'1554)>
= 3,1597
Teste de condic&o, E = q";'l—_q" < 0,001.
n+1

_ |3,1597 —3,1595
B 3,1597

Como E< 0,001 a raiz de aproximacao qyq_19-ra = 3,1597

| = 0,0001



