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RESUMO

OBTENCAO DE FIBRAS DE POLI (ACIDO LATICO):CERAMICA PARA APLICACAO EM
SISTEMAS DE LIBERACAO PROLONGADA DA CLOXACILINA. O uso indiscriminado
de antibidticos causa sérios problemas a saude humana e ao ambiente. Isso porque o
consumo excessivo desses medicamentos pode provocar o desenvolvimento de
superbactérias capazes de resistir aos efeitos dos tratamentos em humanos, além de
ocasionar consequéncias ambientais. Dentre as alternativas usadas, as fibras obtidas por
eletrofiagcdo destacam-se como estratégia simples e de baixo custo, podendo aumentar
a biodisponibilidade do principio ativo no local infeccionado, por exemplo, atingindo os
niveis terapéuticos com uma unica dose. Assim, o objetivo deste trabalho foi obter fibra
poli (acido lactico):amido:argila para liberagdo controlada/prolongada de farmacos. As
fiboras foram produzidas, utilizando-se a técnica da eletrofiacdo em que foram
desenvolvidos quatro sistemas diferentes: poli (acido lactico); poliacido lactico e amido;
poliacido lactico, amido e laponita; poliacido lactico, amido e montmorilonita. No entanto,
para cada sistema desenvolvido foram testadas a cloxacilina benzatina e a sddica. Foram
realizados testes bactericidas com todas as amostras frente as bactérias S. aureus e. E.
coli. Alem disso, foram feitos analise mecanica dos sistemas desenvolvidos. Para os
ensaios de liberagdo foram realizados em solugcbes tamponadas pH 7 e os farmacos
foram quantificados com auxilio do espectrofotdmetro ultravioleta-visivel. Os resultados
indicaram que as fibras do sistema poli (acido lactico), amido e montmorilonita
apresentaram maiores valores de tensdao e deformagdo, aproximadamente 4 vezes,
quando comparada as fibras de poli (acido lactico). Nos testes de liberagdo, foram
observados perfis de liberagdo controlada/prolongada, ao adicionar as argilas, laponita e
montmorilonita, as quais foram ajustadas pelo modelo de Korsmeyer-Peppas. Nos
demais sistemas, observaram-se perfis de liberagao rapida. Os ensaios microbiologicos
para esses sistemas, usando cloxacilinas sodica e benzatina, comprovaram atividade
bactericida frente a bactéria S. aureus. Portanto, os sistemas que contém argilas s&o
promissores para aplicacdo na liberacdo de cloxacilinas, em especial aqueles que
necessitem de dosagem, cuja concentragdo permanega por longo periodo na faixa
terapéutica desse medicamento.
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ABSTRACT

OBTAINING POLY (LACTIC ACID) FIBERS: CERAMIC FOR CLOXACILLIN
PROLONGED RELEASE SYSTEMS. The excessive consumption of these drugs can
cause the development of superbugs capable of resisting treatments in humans, in
addition to environmental consequences. Among the alternatives used, fibers obtained by
electrospinning stand out as a simple and low cost strategy, increasing the bioavailability
of an active principle at an infected site, for example, reaching therapeutic levels with a
single dose. Thus, the objective of this work was to obtain fiber polylactic acid: starch: clay
for controlled / prolonged drug release. The fibers were produced using electrospinning
technique in which four different systems were developed: polylactic acid; polylactic acid
and starch; polylactic, starch and laponite; polylactic acid, starch and montmorillonite.
However, for each system developed, benzathine and sodium cloxacillin were tested.
Bactericidal tests were carried out with all samples against the bacteria S. aureus and E.
coli. In addition, mechanical analysis of the developed systems was carried out. The
release tests were carried out in buffered pH 7 solutions and the drugs were quantified
with the aid of an ultraviolet-visible spectrophotometer. The results indicated that the fibers
of the polylactic acid starch and montmorillonite system showed higher values of tension
and deformation, approximately 4 times, when compared to the polylactic acid fibers. In
the release tests, controlled/prolonged release profiles were observed, by adding clays,
laponite and montmorillonite, which were adjusted by the Korsmeyer-Peppas model. In
the other systems, burst release profiles were observed. Microbiological tests for these
systems, using benzathine and sodium cloxacillin, have shown bactericidal activity against
the bacterium S. aureus. Therefore, systems that contain clays are promising for
application involving the release of cloxacillins, especially those that require dosage,

whose concentration remains for a long time in the therapeutic range of this medication
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1 INTRODUGAO

Os antibidticos tém sido rotineiramente usados para manter humanos e
animais saudaveis, pois sdo agentes quimicos naturais ou sintéticos utilizados para inibir
o crescimento ou matar microorganismos (ZHU et al., 2013). Os antibiéticos sdo uma
classe de antimicrobianos, denominados bactericidas ou bacteriostaticos, ou seja,
quando matam s&o bactericidas e quando inibem o crescimento, bacteriostaticos (WANG
et al., 2019).

A descoberta de antibioticos reduziu significativamente a mortalidade
resultante de doengas infecciosas, como também proporcionou seguranga nos
procedimentos cirurgicos (LIU et al., 2017). Eles também sdo empregados
extensivamente para prevenir e tratar doencgas infecciosas em humanos e animais. Apos
a invengao da penicilina para uso antibacteriano em 1942, um marco histérico para a
sociedade, varios antibidticos foram desenvolvidos rapidamente para tratamento de
inumeras infecgdes (QIAO et al., 2018). Porém, o abuso de antibioticos tem produzido
grandes quantidades de residuos nocivos a serem liberados no ambiente (SHAO et al.,
2018).

Segundo as estatisticas, existem mais de 250 classificagcbes diferentes de
antibioticos registrados para tratamento de humanos e animais (AHMED et al., 2015). A
China tem a maior produgdo e consumo de antibiéticos do mundo, em 2013, foram
produzidas 2,48x10° e consumidas 1,62x10° toneladas, impactando o ambiente com um
total de 5,38x10* toneladas, das quais 46% foram destinados ao corpo aquatico e 54%
ao solo (LI et al., 2018; QIAO et al., 2018; ZHANG et al., 2015). O Brasil, por sua vez,
esta entre os paises com maior consumo de antibiéticos do mundo. Conforme, a
Organizagdo Mundial de Saude, o Brasil tem consumo diario em torno de 2.225,47
toneladas (WHO, 2018).

A grande questdo do uso indiscriminado de farmacos esta relacionada a
resisténcia bacteriana, que se constitui uma séria ameacga para a saude humana e ao
ambiente. Isto porque, com administragdo de dose excessiva desse medicamento ao
paciente, as bactérias podem se modificar geneticamente, tornando-se super-resistentes
a esses farmacos, ou seja, bactérias causadoras de doengas infecciosas como



pneumonia, meningite, tuberculose podem resistir aos efeitos da medicacdo (SZABO et
al.,2016).

Baseada nessas consideragbdes, a industria farmacéutica e muitos
pesquisadores tém desenvolvido plataformas para o tratamento de diversas doencgas, tais
como: infecgdes bacterianas, cancer, tuberculoses entre outras (LI et al.,, 2018;
NASIRUDDIN et al., 2017). Dentre essas alternativas, os nanocarreadores constituem
uma estratégia interessante para a melhoria da ag&o terapéutica dos principios ativos
existentes, uma vez que, esses sistemas permitem liberar o farmaco de forma controlada
dentro da faixa terapéutica por tempo prolongado utilizando dosagem unica (PRASAD et
al., 2018).

Esses materiais por estarem em escala nanométrica sdo potencialmente
promissores em atuag&o no organismo vivo e, como consequéncia, podem promover a
reducdo da resisténcia das bactérias aos antimicrobianos, bem como aos efeitos
colaterais. Sobretudo, os nanocarreadores podem ser mais eficientes, quando
comparados aos meétodos convencionais, que se limitam a necessidade de dosagem
suficiente para atingir e permanecer por longo tempo na faixa terapéutica. Caso, nao seja
administrada uma nova dose, o tratamento pode se tornar ineficaz, ou seja, fora da faixa
terapéutica. Contudo, concentragdes elevadas podem ser toxicas ao paciente (DAS et
al., 2011).

Neste sentido, varios sistemas de administracdo de farmacos de forma
controlada foram desenvolvidos e/ou estdo sendo investigados, tais como: formulagdes
em lipossomas, micelas poliméricas, particulas, fibras entre outros. As fibras processadas
por eletrofiacdo tém atraido atencao de pesquisadores nas ultimas décadas, porque além
de apresentar potencialidades para melhorar os efeitos terapéuticos, pode reduzir a
toxicidade das formas de dosagem convencionais, como também pode ser versatil na
selecdo de seus materiais e insumos farmacéuticos ativos, utilizados nos sistemas de

liberagao controlada.

1.1 Processamento de fibra por eletrofiagao

Dentre os diversos sistemas desenvolvidos para liberacdo controlada de
farmacos, aqueles produzidos por eletrofiacdo apresentam algumas vantagens, sendo



possivel manipular a taxa de degradacéo das fibras, e consequentemente a taxa de
liberacdo do medicamento. Acrescentam-se a essa vantagem, a alta capacidade de
encapsulamento do farmaco, facilidade de operagdo para liberagdo imediata ou
prolongada, podendo ser utilizado também, como curativo para tratamentos inflamatérios
ou quimioterapicos (TORRES et al., 2018).

Para a producédo das nanofibras, a técnica da eletrofiagdo € comumente
empregada. No entanto, os primeiros estudos foram iniciados por Rayleigh em 1897 e
posteriormente detalhados em 1914 com os trabalhos de eletropulverizacdo do
pesquisador Zeleny (SILL e VON, 2008). Embora iniciados e detalhados os estudos em
anos anteriores, o marco principal foi quando Formhals patenteou a técnica em 1934,
publicando descri¢des do método (FORMHALS, 1934). Em 1969, Taylor estudou o jato
acionado eletricamente, que formou as bases para a eletrofiacdo (TAYLOR, 1969). Nas
décadas seguintes, apenas alguns pesquisadores estudaram e usaram a eletrofiagéo,
mas no inicio do século XXI a técnica comegou a ganhar amplo interesse na comunidade
de pesquisa por ser considerada simples na instrumentacéo e versatil para preparacao
de fibras, e principalmente por produzir materiais com elevada area de superficie e
didmetros de fibras controlados, abrindo novos caminhos para futuras tecnologias e
aplicacoes, especialmente para a area médica (KHADKA e HAYNIE, 2012).

Um tipico aparelho de eletrofiacédo inclui uma fonte de alimentagao de alta
voltagem, uma seringa com agulha metalica e um coletor (FIGURA 1.1). Para que sejam
produzidas fibras poliméricas, aplica-se uma alta tens&o para criar um campo elétrico
entre a ponta da agulha metalica e o coletor com bomba hidraulica aterrado (HAN et al.,
2008). Inicialmente, prepara-se uma solu¢do polimérica com viscosidade necessaria,
coloca-se a solugdo na seringa e ajusta-se os parametros da eletrofiagdo (vazao, tenséo
e distancia). Com auxilio de uma bomba, a solu¢ao polimérica flui até a ponta da seringa
a uma taxa constante formando uma gota, concomitantemente, apds acionamento do
sistema de alta voltagem, essa gota adquiri uma tensao superficial na ponta da seringa
que gradualmente se rompe a medida que o campo elétrico aumenta, isto porque a forga
eletrostatica torna-se suficientemente maior para superar a tensédo superficial da gota.
Neste instante, um cone denominado cone de Taylor se forma e depois do rompimento
da gota, um jato fino sera formado em direcdo ao coletor. Assim, durante o trajeto da
solucao polimérica até o coletor, ocorre a evaporagao do solvente e a formacao das



nanofibras sdlidas serdo depositadas no coletor e uma manta polimérica sera formada
(HAIDER et al., 2015). A FIGURA 1.1 ilustra o esquema do sistema de eletrofiagéo.
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metalica e
L. 800 |
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Fonte de alimentacgao de alta voltagem (kV)

FIGURA 1.1- llustragdo esquematica do sistema de eletrofiagao
Fonte: FIGURA adaptada de HE et al 2014.

O sucesso no processo de eletrofiagdo e a morfologia das nanofibras
obtidas dependem de diferentes parametros, os quais estdo diretamente relacionados.
Os parametros que afetam a morfologia das nanofibras obtidas podem ser divididos em
parametros da solugdo, parametros de processamento e condigcdes ambientais. Em
termos de parametros da solugao, a viscosidade, a tensio superficial e a condutividade
sdo as mais determinantes. Entre os parametros do processamento, os mais decisivos
sdo a tensao aplicada, a taxa de vazao e a distancia da agulha metalica ao coletor.
Embora, esses parédmetros tém uma influéncia predominante na formagao e morfologia
das nanofibras, o efeito das condi¢des ambientais (temperatura e umidade) ndo séo
despreziveis. A TABELA 1.1, sumariza a relagdo dos parametros com a morfologia das
fibras, adaptada de HAIDER et al., 2015.



TABELA 1.1 - Efeitos dos parametros na morfologia das fibras.

Parametros da solugao

Parametros Efeitos na morfologia das fibras
B O aumento da concentragdo leva ao aumento no
Concentragao _ _
didametro das fibras.
O aumento da viscosidade leva a produgao de
Viscosidade fibras com didmetros maiores, que podem gerar
fibras com defeitos denominados beads.
o O aumento da condutividade leva a producéo de
Condutividade

fibras mais finas.

Massa molar do

polimero

O aumento da massa molecular do polimero gera

nanofibras com defeitos reduzidos.

Volatilidade do

solvente

Solventes mais volateis requerem uma taxa de
vazao mais alta que leva a formagéao de fibras com

menos beads.

Constante dielétrica

O solvente empregado deve apresentar uma
constante dielétrica suficiente para que a
eletrofiacdo seja bem sucedida.

Parametros do processamento

Vazao de fluxo

Uma vazao muito baixa do fluxo da solugao
polimérica resulta em fibras mais finas. O contrario

pode ocasionar beads.

Voltagem aplicada

Uma voltagem muito alta aplicada pode ocasionar

a formacgéao de defeitos nas fibras

Distancia do coletor
até a ponta da

seringa

E necessaria uma distancia minima para obter
fiboras homogéneas. Os beads sdo formados

quando a distancia & muito curta ou longa demais.

Geometria do coletor

Os coletores de metal com estrutura rotativa sao
preferidos, pois podem alinhar as nanofibras.

Parametros

Ambientais

Umidade mais baixa permite maior vazao,

Umidade consequentemente os beads podem ser
reduzidos.
Fibras mais finas podem ser obtidas quando a
Temperatura

temperatura aplicada € mais alta.




Os parametros listados na TABELA 1.1, relacionam-se também com o
polimero a ser processado na eletrofiagdo. Em teoria, a escolha do polimero para ser
eletrofiado € ilimitada, desde que o polimero permita a preparagao de uma solugao com
caracteristicas adequadas para o processamento. Neste sentido, a selegao do polimero
empregado no campo biomédico desempenha um papel fundamental, uma vez que o
material ideal deve ser biocompativel, biodegradavel, ndo toxico, hidrofilico e com
resisténcia mecénica adequada (SUN et al., 2019).

Assim, os polimeros mais usados para esse aplicagdo sdo poli (alcool
vinilico) (PVA), poli (6xido de etileno) (PEO), poli (e-caprolactona) (PCL), quitosana, poli
(acido  acrilico) (PAA), etilcelulose (CE), acetato de celulose (CA),
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), poli (acido L-lactico) (PLLA), poli (acido lactico-co-
acido glicdlico) (PLGA), poliacrilonitrila (PAN), ftalato de acetato de celulose (CAF) e
poliuretano (PU) entre outros. Um aspecto importante com respeito as nanofibras
desenvolvidas nesses sistemas, quando comparadas aos sistemas de formulagdes
convencionais, € o fato de melhorar a biodisponibilidade do medicamento no organismo
do ser vivo (MARTINEZ et al., 2018).

Por causa das caracteristicas das nanofibras mencionadas acima, uma
variedade de medicamentos com diferentes classes terapéuticas, como: antiinflamatario,
antimicrobiano, antineoplasico, cardiovascular, diversos, anti-histaminicos,
gastrointestinais, paliativos e anticoncepcionais foram adicionados as matrizes
poliméricas. Dessa maneira, ha diversas estratégias de processamentos para insergéo
de ingredientes farmacéuticos ativos nas nanofibras. A FIGURA 1.2 (a) ilustra como os
farmacos podem ser adicionados apos a producéo das fibras; FIGURA 1.2 (b) ilustra
também a adigdo de farmaco apés adicao da fibras, porém com o uso de nanocarreador;
FIGURA 1.2 (c) apresenta a possibilidade de imobilizagdo dos farmacos durante o
processamento das fibras, co-eletrofiadas; FIGURA 1.2 (d) apresentam uma alternativa
de processamento de fibras no formato casca-nucleo (core-shell) (HE et al, 2014).
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FIGURA 1.2 - Representagéo grafica de varias estratégias para a preparagao de fibras
carregadas com farmacos. Fonte: Figura adaptada por HE et al, 2014.

Dentre as estratégias apresentadas na FIGURA 1.2, a co-eletrofiagéo é o
meétodo mais popular, ente os métodos citados, devido a simplicidade de processamento
e baixo custo. Assim, uma variedade de medicamentos, como cloridrato de tetraciclina,
mefoxina, ibuprofeno, cefazolina, rifampicina, ltraconazol, rapamicina e medicamentos
antitumorais como carmustina, paclitaxel, cloridrato de doxorrubicina (DOX), fluorouracil,
polifenol e camptotecina foram incorporados nas fibras eletrofiadas, com ajuste das

interagdes entre drogas e polimeros (HE et al., 2014).

1.2 Polimero poli (acido lactico) (PLA)

O poli (acido latico) € um poliéster alifatico altamente versatil,
biodegradavel, derivado 100% de recursos renovaveis, como por exemplo o milho. Uma
das formas de obtencdo do PLA é através da sintese quimica a partir do acido lactico
obtido por fermentacé&o bacteriana de glicose extraida do milho (GARLOTTA, 2001).



Como o acido latico é uma molécula quiral, o PLA possui esterecisémeros, como poli (L-
acido lactico) (PLLA), poli (D-acido- lactico) (PDLA) e a mistura racémica origina o poli
(D,L- acido lactico) (PDLLA). O PDLLA é opticamente inativo e amorfo, enquanto PLLA e
PDLA s&o opticamente ativos e semicristalinos (GARLOTTA, 2001). A FIGURA 1.3 ilustra

a estrutura do acido lactico e seus respectivos isbmeros opticos.
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FIGURA 1.3 - Isbmeros 6pticos do a) acido lactico: b) L-acido lactico e c¢) D-acido lactico

Dependendo da composi¢céo do isémero, opticamente ativo L e D (FIGURA
1.3 (b-c) e 0 modo de processamento para obtengdo do PLA, este pode cristalizar em
trés formas (a, §,v). A fase a ocorre devido as diversas condi¢des de cristalizag&o a frio,
ou do estado fundido. A fase a’, por sua vez, € considera fase a modificada com
desordenamento limitado. Nessa fase, o crescimento de cristais esta relacionado a
baixas temperaturas de cristalizacdo. Na forma B os cristais crescem devido aos
processos de fiacdo de polimeros fundidos ou solugao, contudo faz-se necessario altas
taxas de estiramento. A ultima fase y tem uma formagao mais especifica que as demais,
composto com cristais e substratos bem definidos (PAN e INOUE, 2009). Dentre essas
estruturas a forma a € a mais estavel. Nas aplicagbes biomédicas, a estrutura e a
natureza 6ptica do PLA influénciam nas propriedades de barreira e mecanica do polimero
(AURAS et al., 2004).



O PLA por apresentar vantagens, como biodegradabilidade,
biocompatibilidade e processabilidade, devido esses fatores, foi aprovado pela agéncia
reguladora dos Estados Unidos (FDA) para ser usado nos humanos em suturas,
implantes Osseos e parafusos, e em formulagbes para administracdo sustentada de
medicamentos, bem como antigenos de vacina (proteinas, peptideos e DNA) (IMMICH
et al., 2013).

Baseado nas vantagens acima, o PLA tem sido empregado para o
desenvolvimento de nanofibras por eletrofiacdo. Sendo facilmente dissolvido em
diferentes tipos de solventes convencionais, como acetona (AC), cloroféormio (CHL),
diclorometano (DCM), dimetilacetamida (DMAc), dimetilformamida (DMF) entre outros. A
eficiéncia desses sistemas ja foi comparada a microparticulas e apresentou
superioridade, caso apresentado no estudo XIE et al. (2008) quando utilizou nanofibras
de PLA carregadas com cisplatina, comparados com as microparticulas de PLA. A
eficiéncia de encapsulagcdo das microparticulas variou de 33 a 72%, enquanto as fibras
eletrofiadas foram superiores a 90%. Além disso, as microparticulas carregadas com
cisplatina mostraram uma liberacgdo inicial de aproximadamente 70% seguida por uma
liberacdo lenta e sustentada por 35 dias. Por outro lado, as fibras alcangaram uma
liberacdo sustentada de 75 dias, sem nenhum efeito de liberacgdo inicial. As analises de
citotoxicidade indicaram que as formula¢des com as nanofibras foram 4 vezes superiores
a droga na forma livre.

LIU e colaboradores (2013b) encapsularam doxorrubicina nas fibras do
polimero PLLA para verificar a eficacia na quimioterapia local contra carcinoma hepatico,
assim, as fibras foram sobrepostas no figado com carcinoma. Nas primeiras 24 h, o
medicamento foi rapidamente liberado da fibra para o tecido hepatico, inibindo
significativamente o crescimento do tumor e, consequentemente, aumentou o tempo
meédio de sobrevivéncia dos ratos no experimento. Para se ter uma ideia da aplicagao
das nanofibras, a FIGURA 1.4 ilustra mantas de fibra de PLA processadas por

eletrofiacéo.
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FIGURA 1.4 — a) Imagem da manta de fibras de PLA; b) imagem de microscopia
eletronica de varredura das fibras do PLA. Fonte: XU et al 2015.

A FIGURA 1.4 a) exemplifica como a manta do PLA molda-se facilmente ao
substrato devido a sua flexibilidade. A FIGURA 1.4 b) ilustra imagem de microscoépia
eletrdnica de varredura (MEV) dessas fibras. E possivel observar que a manta de fibra
se molda facilmente na superficie da mao e apresenta facilidade para retirar.

Embora, o PLA seja considerado biomaterial ecolégico, com excelentes
propriedades, possui muitas desvantagens, tais como: 1) taxa de degradacéo lenta, que
pode levar de 6 meses a 2 anos, constituindo-se uma limitagdo para aplicacbes
biomédicas; 2) O PLA nao apresenta boas propriedades mecénicas (quebradico), o que
limita sua aplicagdo, a menos que seja adequadamente modificado; 3) O PLA é
fortemente hidrofébico, podendo provocar uma resposta inflamatéria dos tecidos dos
hospedeiros vivos, devido a sua baixa afinidade com as células quando é usado como
material de engenharia de tecidos (PAWAR et al., 2014). Além disso, o alto custo de
comercializacdo implicam na utilizagdo deste polimero, pois o custo final da produgcao
desta fibra pode ser economicamente inviavel.

Baseado, nessas argumentacgdes a insergao de aditivos de baixo custo, que
sejam biocompativeis e biodegradaveis ao PLA, como por exemplo o amido, séo
fundamentais para ter éxito no desenvolvimento de plataforma para aplicacdo na

liberagao de farmacos.
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1.2.1 Amido

O amido é um polimero natural constituido pela amilose e amilopectina,
FIGURA 1.5
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FIGURA 1.5 - Estrutura quimica do amido: a) amilose e b) amilopectina
Fonte: Figura adaptada de CHEN et al., 2015.

A primeira macromolécula (FIGURA 1.5 a) é linear, com unidades de glicose
unidas por ligagdes glicosidicas nas posi¢cdes a-1,4, cristalina e soluvel em agua, com
média de massa molar 1x105 a 1x10% g/mol que pode corresponder a 20% em
massa de amido. A segunda macromolécula (FIGURA 1.5 b) tem estrutura ramificada
formada por unidades de glicose unidas com 95% em a-1,4 e 5% em a-1,6, € insoluvel
em agua e tem massa molar com variagdo de 1x10” a 1x10° g/mol, além de ser
essencialmente amorfo. Ressalta-se que
as proporgdbes em massa dependem das diferentes espécies e do grau de
maturacdo das plantas que originam o amido (CHEN et al., 2015).

Essas duas macromoléculas naturais conferem ao amido tamanhos de

granulos com diferentes formatos, aparéncias e propriedades. No interior do granulo
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tém-se duas regides, a amorfa e a cristalina, que s&o exibidas de forma alternadas
dentro do granulo. (CHEN et al., 2015).

Embora, o amido seja frequentemente usado em embalagens (KAEWPHAN
et al., 2013), ele tem sido empregado na area biomédica devido a agdo em sitios
especificos, com melhoria de aprisionamento do farmaco e por proporcionar a eficacia
terapéutica do medicamento (SANTANDER-ORTEGA et al., 2010)

Adicionalmente, € um produto atoxico, conforme reportado por BISWAS e
SAHOO (2016) que no seu estudo utilizou o0 amido de tapioca com alginato de sédio para
formulacdo de um adesivo a ser empregado na mucosa gastrica para liberacdo do
farmaco tartaro de metoprolol, medicamento bastante utilizado no tratamento de
hipertensdo. O aprisionamento do farmaco no amido mostrou eficiéncia de 88% na
liberagcdo, em meio acido (pH=1,2) e periodo de liberagdo em torno de 3 a 4 horas.

No estudo de GOK e colaboradores (2016) foram desenvolvidos adesivos
contendo a progesterona para serem administrados na mucosa vaginal das ovelhas,
os quais foram formulados a partir de amido e poli(acido acrilico). Os resultados
demonstraram que a formulagcdo contendo o amido de trigo gelatinizado, contendo 75
mg de progesterona permaneceu na mucosa vaginal durante 7 dias, onde inicialmente
houve liberagdo brusca do principio ativo seguido de liberagdo sustentada ao longo
dos dias em conformidade com outros estudos. Os autores afirmaram que esta
formulagdo pode ser uma alternativa para a medicina veterinaria.

No estudo de WANG et al. (2016) as nanoparticulas de amido foram
preparadas em microemulsdo de agua/dleo, devido as suas propriedades de baixa
tensao interfacial e a sua capacidade de solubilizar liquidos imisciveis. As nanoparticulas
incorporadas com amido apresentaram condicbes oOtimas de encapsulamento da
droga modelo (azul de metileno) por 2 h, 27°C e concentracdo de 0,2 mg/mL. Na
analise da liberagcdo da droga, inicialmente, o farmaco apresentou uma liberagéo
brusca nas regides proximas as microesferas de amido, e depois houve liberagéo
sustentada, devido ao inchamento do amido. Uma das vantagens de utilizar nanofibras
de amido em liberacdo de farmacos, esta associada a elevada area superficial quando
confrontada aos filmes e hidrogéis, por promover a hemostasia, absorgéo do farmaco e,
proliferacéo celular.
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Além desse fator, o tamanho de poros permite a respiracdo das células,
protegendo a lesdo contra infecgdo bacteriana, principalmente, quando comparados aos
materiais tradicionais com acabamento sintético a base de petroleo, tais como nylon e
poliestireno. Todavia, para fabricar nanofibras de amido, estudo das propriedades
reologicas das solugdes e parédmetros necessarios para produzir as nanofibras por
eletrofiacdo devem ser avaliados, como também o estudo de solventes que sejam
biocompativeis para a aplicagdo biomédica, com isengdo total dos residuos
indesejaveis (GOK et al.,2016).

No estudo de KONG E ZIEGLER (2015) foi investigado a possibilidade de
formacéo de estruturas complexas com a inclusdo de amido com alto teor de amilose.
Para isso, foram testados varios solventes para a formagdo dos complexos, a saber,
acido palmitico,
palmitato de ascorbila, e brometo de cetiltrimetilambnio, seguido de adicdo de amido
e etanol (75%) para a producdo das nanofibras. Dentre os solventes testados, o
palmitato de ascorbila apresentou baixa solubilidade ao etanol, ja o acido palmitico e
o brometo de cetiltrimetilamodnio apresentaram boa estabilidade térmica. O brometo de
cetiltrimetilaménio necessitou de maior quantidade (2%) quando comparado ao
acido palmitico (1%). Os mesmos testes foram feitos substituindo o etanol pelo
dimetilsulféxido (DMSO), porém os resultados ndo foram significativos.
Sutjarittangtham e colaboradores (2014) fabricaram nanofibras de amido de
tapioca com agua deionizada em diferentes concentragées de amido (3; 3,5, 4; 4,5 e
5% m/m). No entanto, o sistema de eletrofiacédo foi colocado de modo axial e o sistema
coletor continha etanol (-20°C). Apds a obtencdo das nanofibras, a agua e o etanol
foram removidos usando secagem a vacuo. Em decorréncia dessas modificagbes no
sistema de eletrofiacdo, os resultados indicaram que a proporg¢ao 4,5% em massa de
amido, teve aumento da fase amorfa e no grau de pureza, podendo ser utilizado nas
aplicacdes de liberagao de farmacos.

KONG E ZIEGLER (2015) utilizando a mesma modificagdo do
SUTJARITTANGTHAM e colaboradores (2014), adicionaram amido com DMSO/etanol,
durante a fabricagéo das fibras, seguido de secagem a vacuo. Apos a producgao, as fibras

foram submetidas ao tratamento térmico visando aumentar a cristalinidade do material e
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a estabilidade em agua. Assim, foram obtidas fibras lisas e uniformes com diédmetros
micrométricos.

No estudo de XU e colaboradores (2009), as fibras de amido produzidas via
eletrofiagcdo foram modificadas quimicamente com acido acético ou anidrido acético
na presenca de catalisadores como, acido sulfurico ou acido perclérico. As fibras
obtidas apresentaram uma estrutura uniformes e finas, com taxa de liberacdo do
farmaco de forma prolongada e controlada.

Uma alternativa, comumente empregada é a utilizagdo de argilas para
aumentar a propriedade de barreira na matriz. A incorporagdo de argilas
proporciona aumento da estabilidade quimica, térmica e/ou fotoquimica do principio
ativo devido a barreira protetora, possibilitando aumento da solubilidade dos principios
ativos devido a sua carga superficial e a liberagdo controlada das espécies intercaladas
na auséncia e/ou frente aos fatores com controle externos (pH, concentragédo de oxigénio,
temperatura e/ou pela presenga de certas enzimas ou ions, entre outras) (ZENG et al.,
2005).

1.3 Argilominerais laponita e montmorilonita

A montmorilonita pertence a classe dos filossilicatos 2:1, cujas placas s&o
caracterizadas por duas folhas tetraédricas de silica (SiOs4) com uma folha central
octaédrica que pode conter Al2(OH)s e Mg3(OH)e, que sé@o unidas entre si por atomos de
oxigénio comuns em ambas as folhas, formando uma camada denominada lamela. A
estrutura lamelar é devido a continuidade das folhas nos eixos, com orientagdo nos
planos (001) dos cristais (JAYRAJSINH et al., 2017).

Esse argilomineral é a mais abundante do grupo das esmectitas, cuja
formula geral € dada por Mx(Als-xMgx)SisO20(OH)4, sendo o M um cation monovalente
(PAIVA et al., 2008). Devido a presenca desse cation na estrutura, a montmorilonita
apresenta elevada capacidade de troca idnica, permitindo a sua ampla aplicagdo, por
exemplo, na liberacao de fertilizantes, catalisadores, adsorventes, agentes descorantes,
entre outras utilidades. Isso se deve, principalmente, a algumas propriedades de
inchamento, adsor¢cado e plasticidade, além das propriedades reoldgicas e coloidais
(NAGELSCHMIDT, 1936)
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Os argilominerais, quando aplicados na area biomédica, tém chamado a
atencado de pesquisadores, uma vez que esse material permite incorporar compostos
organicos entre as camadas, que posteriormente serdo liberados de forma prolongada.
No estudo de IANNUCCELLI e colaboradores (2015), a tetraciclina foi incorporada a
montmorilonita modificada para tratamento de infecgédo gastrica causada pela Heliobacter
pylori. Os resultados indicaram que o uso da montmorilonita no tratamento ocorreu em
duas fases, a primeira foi a ruptura do farmaco quimicamente ligado a argila seguida por
uma fase sustentada, por cerca de 1 h, frente ao valor médio da utilizagao da tetraciclina
administrada de forma convencional. Ademais, o uso da argila nesse estudo
proporcionou distribuicdo homogénea do antibiético na mucosa gastrica de forma
promissora para o tratamento do H. pylori.

No estudo de UL-ISLAM et al. (2012) foram desenvolvidos compdsitos de
celulose/montmorilonita (MMT), que destacaram a utilizagdo da argila MMT como refor¢o
as propriedades fisico-quimicas da matriz. Além disso, o compdsito apresentou aumento
no tempo de liberagdo em agua, fator primordial para utilizagdo deste material como
sistema de liberacdo controlada na biomedicina. Por outro lado, as propriedades
mecanicas (resisténcia a tracdo) e térmicas (temperatura de degradagcdo do

nanocomposito), apresentaram melhora em relagéo a celulose pura.

1.3.1 Laponita

A laponita é uma hectorita sintética e possui férmula quimica
Na0,7Mg5,5Li0,3Si8020(OH)4. Na FIGURA 1.6, tem-se a representagao da laponita: a)
composic¢ao atdmica; b) estrutura cristalina e b) formato da laponita em disco. A literatura
reporta que a laponita é formada por discos com aproximadamente 25 nm de didmetro e
0,92 nm de espessura (NEUMANN e SANSOM, 1970a e 1970b; LEACH et al., 2005).

LIU et al. (2013) ilustram a organizacao estrutural da laponita em folhas ou
lamelas. Essas folhas combinam-se uma com as outras originando camadas, as quais
sdo organizadas por folhas tetraédricas e octaédricas. Os cations s&o trocaveis, uma vez
que a agua solvata os cations labeis, ocasionando desequilibrios na substituicdo
isomorfica, gerando repulsdo mutua entre as lamelas e como resultado final, ocorre a

dispersdo da argila no meio aquoso.
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FIGURA 1.6 - Representacdo esquematica da laponita: a) composi¢cao atbmica; b)
estrutura cristalina e b) formato da laponita em disco.
Fonte: CUMMINS (2007)

Devido a propriedade hidrofilica da laponita, ela é muito usada em
produtos domeésticos, cosméticos, agricultura e horticultura, pegas ceramicas, na
medicina entres outras areas. Conforme Directiva 1999/45 / CE (1999), a laponita € um
produto seguro, a qual ndo esta associada efeitos negativos para o ambiente e seres
humanos, mesmo quando degradada sob condigdes fisiolégicas. Somado a esses
fatores, a laponita € comercializada pela metade do preco ao comparar com a argila
natural hectorita, diminuindo o custo na producédo de plataforma para liberacdo de
farmacos.

Quando as argilas sdo usadas no campo biomédico, alguns parametros sao
esséncias para que a argila seja aplicada nas formulagbes farmacéuticas, tais como,
granulometria, grau de pureza, quantidade de agua adsorvida, composi¢do quimica e
contaminagao microbioldgica. No caso, especifico da laponita, as principais vantagens
da utilizagdo estdo associadas a biodisponibilidade e biodegradabilidade
como reportado por WANG et al. (2012). Os autores verificaram que a laponita foi
importante na proliferagcéo,diferenciacéo e expressdo do gene osteogénico nas células
de tecidos, bem como na regeneracéo do tecido 6sseo. Essa argila apresentou melhor
biocapacidade da reposta (farmaco/células) devido ao formato de nanodiscos, os quais
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carregaram maiores concentragdes de farmacos, proporcionando uma eficiéncia de
98,3% na liberagédo da doroxubicina em células cancerigenas, principalmente, utilizando
pH=5,4. Adicionalmente, esses nanodiscos possuem a capacidade de transportar
proteinas e nutrientes necessarios para a modulacédo e a diferenciagdo de células
progenitoras.

No trabalho de GHADIRI et al. (2013), os resultados indicaram que a
incorporacdo do farmaco na laponita sdo promissores, uma vez que a atividade
antimicrobiana da tetraciclina liberada foi mantida e n&o foi afetada pela intercalacédo de
tetraciclina para o carreador (laponita). Consequentemente, a liberagao ocorreu a partir
do carreador, proporcionado eficiéncia na agao do principio ativo.

No estudo de LIU e colaboradores (2013), a laponita foi incorporada a
solugdo de poli (alcool vinilico — PVA) para produgcdo de nanofibras por meio da
eletrofiacdo. As fibras obtidas apresentaram deformagdes com superficie aspera apds a
adicdo da laponita. Esses fatores foram atribuidos as seguintes razdes: orientagéo
aleatoria de nanoargila ao longo da direcdo da fibra axial, descontinuidade da fibra
causada pela nanoargila e distribuicio n&o homogénea da nanoargila.
Quando a laponita foi modificada com poli (acido lactico-co-acido glicdlico —
PLGA) e posteriormente eletrofiadas, as nanofibras produzidas apresentaram a
capacidade de induzir o osteoblasto em meio de crescimento sem quaisquer fatores
de indugdo, podendo assim ser aplicado no campo da engenharia de tecidos. Além
disso, as nanofibras apresentaram boa capacidade de adsor¢cdo de substancias
hidrofilicas na superficie, enquanto os testes de hemocompatibilidade, que avaliam os
contato das nanofibras e os efeitos do sangue que permaneceram inalterados.

Ja no estudo de WANG et al. (2015) o antibidtico amoxicilina foi
encapsulado dentro da laponita modificado com poli (acido lactico-co-acido glicélico)
(PLGA) por intermédio da eletrofiagcdo para formar nanofibras para aplicagbes
biomédicas. Destaca-se, que neste estudo a incorporagao da amoxicilina ndo modificou
a morfologia da laponita permitindo uma libertagéo sustentada e prolongada do farmaco.
Para os ensaios de atuacdo da atividade a antimicrobianos e citocompatibilidade, os
resultados demonstraram que quando as nanofibras foram expostas a bactéria

Staphylococcus aureus ocorreu a inibigdo do crescimento dessas bactérias.
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1.4 Cloxacilinas: usos, limitagoes e aplicagoes.

A cloxacilina é um antibidtico do grupo dos B-lactdmicos de segunda
geracao, resistentes a 3-lactamases e apresentam historico de eficacia terapéutica. Esse
antibiético frequentemente é utilizado para tratar diversas doencas bacterianas, tais
como: impetigo, pneumonia, artrite séptica dentre outras doengas. Para este antibiético,
0s sais mais comumente disponiveis estdo nas formas sodica e benzatinica.

A Cloxacilina benzatina (CB) apresenta a férmula molecular
(C19H18CIN3Os5S)2:C16H20N2, € um antibidtico semissintético, com atividade
antibacteriana frente bactérias Grampositivas, especialmente Staphylococcus e
Streptococcus. Devido a sua alta bioatividade, por causa da presenca do anel (-
lactamico, esse composto é comumente usado para prevenir infecgdes e tratar mastites
bovinas, uma das doengas mais comuns dos animais leiteiros.

A cloxacilina sodica (CS) pertence aos antibioticos [-lactdmicos
semissintéticos. Devido ao anel B-lactama modificado, CS exibe suscetibilidade
acentuada a varios nucledfilos, reagentes acido/base, ions metalicos, agentes oxidantes
e até solventes como agua e alcoois, e € amplamente utilizado no tratamento de

pneumonia e parénquima de infeccdo de pele (ZHlI et al., 2012).

FIGURA 1.7 — Estrutura quimica da cloxaxicilina: (A) sédica e (B) benzatina
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A principal diferenca desses farmacos esta associada a elevada
solubilidade da cloxacilina sddica, pois o sal favorece a rapida disponibilidade do farmaco
no organismo vivo. Por outro lado, a cloxacilina benzatina constituida de sal benzatinico
possui baixa solubilidade e por essa razdo a sua aplicagdo é favorecida quando o
organismo vivo necessita de manutenc&o da dosagem desse farmaco, dentro dos limites
terapéuticos, por um periodo prolongado. No caso, da CB isto sé ocorre devido a
estrutura quimica do sal benzatinico que pode reter o farmaco no compartimento
bioldgico do individuo e, consequentemente, reduzir a velocidade de degradacéo.

Na forma sodica, a elevada solubilidade do sal favorece seu uso em
condic¢des clinicas que necessitem de rapida distribuicdo do farmaco no compartimento
biolégico desejado. Em contrapartida o sal benzatinico, apresenta baixa solubilidade, o
qgue favorece seu uso em condi¢gdes que necessitem a manutencgao do limiar terapéutico
do farmaco por um periodo maior (MESTORINO E ERRECALDE, 2012).

O mecanismo de acdo da cloxacilina envolve a ligacédo de proteinas
especificas a penicilina que estdo localizadas na parede celular bacteriana. Assim, a
cloxacilina inine o terceiro e ultimo estagio da sintese da parede celular baceteriana, logo
a lise celular é entdo mediada por enzimas autolitivas da parede celular bacteriana, como
a autolisinas, sendo possivel que a cloxacilina interfira como um inibidor de autolisina.

Assim, os farmacos sdo absorvidos pelo organismo e apos reagdes
metabdlicas sdo excretados pela urina, fezes e esterco animal, provocando diversos
impactos ao ambiente. Além disso, os antibidticos sdo utilizados como promotores de
crescimento de animais, na produ¢do do gado, produgao avicola, e também inseridos
como complemento alimentar na criacdo de peixes e porcos. Para se ter uma ideia da
rota de contaminacéo, desde a producao industrial desses medicamentos até o destino
final, a FIGURA 1.8 expde as rotas de contaminagéo dos farmacos no ambiente.
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FIGURA 1.8 — Rotas de Impactos dos farmacos no ambiente
FONTE: FIGURA adaptada OECD, 2019.

De acordo com FIGURA 1.8 os produtos e os residuos farmacéuticos
podem contaminar aguas superficiais, aguas subterraneas e os ecossistemas terrestres,
e independentemente da rota, ocasiona sérios riscos para a populagdo e o ambiente.
Para as cloxacilinas essa rota nao € diferente e podem implicar diretamente na saude
populacional e ambiental.

Dessa maneira, o desenvolvimento de sistemas de liberagao
controlada/prolongada pode ser uma boa alternativa para aplicacdo, na qual ha
necessidade de dosagem de medicamento, cuja concentragdo seja suficiente para
passar longo periodo na faixa terapéutica do medicamento. Podendo mitigar o uso
indiscriminados dos antibioticos e impactos ambientais, bem como minimizar os efeitos

colaterais no organismo vivo.
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2 OBJETIVOS

21 GERAL

O presente trabalho objetivou o desenvolvimento de fibras composta por
materiais hibridos poli (acido latico):amido:argila por intermédio da técnica de eletrofiagdo
para aplicacdo em sistemas de liberagdo controlada/prolongada de farmacos, usando a
cloxacilina sddica e benzatina.

2.2 ESPECIFICOS

a) Desenvolver fibras hibridas poli (acido latico):amido:argila via eletrofiagao;

b) Avaliar as fibras hibridas, quanto a morfologia, composi¢cdo, estrutura e
estabilidade térmica;

c) Incorporar os antiobiticos B-lactamicos, tal como cloxacilina sodica e cloxacilina
benzatina nas fibras hibridas desenvolvidas;

d) Avaliar atividade bacteriana das fibras frente as bactérias Escherichia coli e
Staphylococcus aureus.

e) Avaliar a capacidade de liberagdo de farmacos (cloxacilina sodica e cloxacilina
benzatina) a partir das fibras eletrofiadas.
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3 MATERIAIS E METODOS

A sequéncia metodologica deste estudo baseou-se primeiramente na
obtencéao das fibras via eletrofiacdo, as quais foram divididas em quatro sistemas, sendo
eles: 1) poli (acido lactico); 2) poli (acido lactico) e amido; 3) (acido lactico), amido e
laponita.; 4) poli (acido lactico), amido e montmorilonita. Para cada sistema foram
desenvolvidas trés fibras que correspondem a fibra pura (sem adi¢gao do farmaco), fibra
com adicdo do farmaco cloxacilina sédica e a fibora com a cloxacilina benzatina.
Perfazendo assim, um total de doze fibras produzidas, as quais foram caracterizadas por
difracdo de raios X (DRX), espectroscopia na regido do infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR), microscopia eletronica de varredura (MEV); espectroscopia Raman,
analise térmica (TGA), calorimetria de varredura exploratéria (DSC) e analise dinamico-
mecanica (DMA), a fim de avaliar a composi¢éo, estrutura, tamanho, forma, estabilidade
térmica e mecanica dessas amostras. Apos as caracterizacbes das amostras foram
realizados ensaios de liberagcado dos farmacos, sendo monitorados através de medidas
de aliquotas, utilizando espectrofotometro (UV-Vis). Por fim, aplicou-se um teste para
verificar manutencgéo da atividade bactericida, utilizando o método de difusdo de discos
em agar para a Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Na TABELA 3.1, estao listados

todos os reagentes empregados para a realizag&do deste trabalho.

TABELA 3.1 - Reagentes e padrdes utilizados na producdo das fibras

Reagentes/Padrbes Pureza (%) Marca
Dimetilforfamida 99 Sigma-Aldrich
Poli (acido latico)* - Nature Works
Amido - Synth
Cloxacilina sodica 99 USP
Cloxacilina benzatina 99 USP
Laponita  —ee-- Empresa Laporte
Cloisite 200 = Sourthern clay Products
Cloroférmio PA Dinamica

*MM = 66000 g/mol
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3.1 Preparo de solugao para eletrofiagao

As fibras foram processadas por eletrofiacdo baseado no procedimento
reportado por MALAFATTI (2016). A seguir encontram-se as descrigdes do preparo da
solucao para cada sistema.

3.1.1 Sistema PLA

Para obtencgéo das fibras, pesou-se 0,8 g de PLA que foi solubilizado em 6
mL de cloroférmio e 2 mL de dimetilformamida com agitagdo mecéanica por 4 h a
temperatura ambiente. Apos o processamento na eletrofiagcdo esta fibra foi denominada
de PLA. Ao utilizar as mesmas condi¢des da fibra de PLA com adi¢cado de 10% (m/m) do
farmaco cloxacilina soédica (CS), essa amostra foi denominada PLA_CS. E para a amostra
com a adigao da cloxacilina benzatina (CB) a amostra foi nomeada PLA_CB. Conforme
resume a TABELA 3.2

3.1.2 Sistema PLA com amido

Para este sistema, foram usadas as mesmas condi¢cdes da solugcdo do
sistema PLA e adicionada uma dispersédo contendo 0,1 g de amido e 2 mL de
dimetilformamida. Em seguida, o sistema foi submetido a agitagdo mecanica por 4 h a
temperatura ambiente. A esse sistema foram adicionados 10% (m/m) das cloxacilinas
sddica e benzatina, individualmente, em relacdo a massa do polimero. Para esse sistema
as amostras foram denominadas: PLA_AMIDO; PLA_AMIDO_CS e PLA_AMIDO_CB.
Conforme resume a TABELA 3.2

3.1.3 Sistema PLA com amido reforgada com montmorilonita (MMT)

Neste sistema, conforme explicado no item anterior, acrescentou-se 0,1 g
de MMT que foram dispersos com o ultrassom de ponteira por 30 minutos, amplitude de
20 %, agitados por 4 h para posterior acréscimo das cloxacilinas 10 %

(m/m),considerando a massa do polimero e argila. As amostras foram denominadas:
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PLA_AMIDO_MMT; PLA AMIDO MMT CS e PLA AMIDO_MMT_CB. Conforme
resume a TABELA 3.2

3.1.4 Sistema PLA com amido reforgada com laponita (LAP)

Para este sistema toda a preparacéao foi baseada no sistema que contém a
montmorilonita (MMT), sendo substituida pela argila laponita na mesma proporg¢éo e
tempo de dispersdo. Os sistemas foram denominados: PLA_AMIDO_LAPONITA;
PLA_AMIDO_LAP_CS e PLA_AMIDO_LAP_CB. Conforme resume a TABELA 3.2

3.1.5 Obtencao das fibras via eletrofiagdo

Apos o preparo das solucbes de todos os sistemas supracitados, as
solucdes foram levadas ao sistema de eletrofiacdo para obtencédo das fibras conforme
FIGURA 1.1.

O sistema empregado para producéo das fibras foi composto por uma fonte
de alta tensdo da marca Glassman Hight Voltage, modelo PS/FC60P02.0-22, uma bomba
ejetora do tipo KVS, modelo 100 e do conjunto de seringa de 20 mL da Art Glass e agulha
de 40 x 1,2 mm. O coletor consiste em um cilindro rotativo encapado com folha de papel
aluminio. Para obtengao das fibras via eletrofiagédo, este estudo baseou-se nos resultados
anteriores do grupo de pesquisa (MALAFATTI, 2016), fixando os seguintes parédmetros:
distancia de 8 cm entre o coletor e o injetor com agulha metalica, vazao 0,8 mL/h, tenséo
22 kV e temperatura entre 25 a 28°C.

Assim, todas as amostras descritas acima com os sistemas e abreviaturas
estao dispostos na TABELA 3.2

TABELA 3.2 — Todos os sistemas e abreviaturas empregadas neste trabalho

Sistemas Abreviaturas
PLA
PLA PLA _CS
PLA CB
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cont. TABELA 3.2 — Todos os sistemas e abreviaturas empregadas neste trabalho
PLA_AMIDO

PLA_AMIDO PLA_AMIDO_CS
PLA_AMIDO_CB
PLA_AMIDO_LAPONITA
PLA_AMIDO_LAPONITA_CS
PLA_AMIDO_LAPONITA_CB

PLA_AMIDO_LAPONITA

PLA_AMIDO_MONTMORILONITA
PLA_AMIDO_MONTMORILONITA_CS

PLA_AMIDO_MONTMORILONITA
N B PLA_AMIDO_MONTMORILONITA_CB

3.2 Atividade antimicrobiana: Método de disco difusao

Este teste baseou-se na norma M2-A8 do Clinical and Laboratory Standards
Instituite — CLSI/NCCLS adotada pela ANVISA (2003). Inicialmente, pesou-se 2,1 g de
meio de cultura Muller Hilton para solubilizagdo em 100 mL de agua destilada, seguido
de adicdo de 1,7 g de agar-agar que foram autoclavados por aproximadamente 45
minutos. Logo apds, foram retidas aliquotas de 10 mL do meio de cultura para inocular
as bactérias Gram-positiva (S. aureus) e Gram-negativa (E. coli) por 24 h a 35°C. Apos
esse tempo, utilizou-se o espectrofotbmetro na regido do UV-Vis (A=625 nm) para
verificagdo do crescimento bacteriano.

Por fim, foram colocadas as fibras recortadas em forma circular com
diametro de 6,0 mm + 0,2 mm com incubacgao por 24 h a 35°C. Para avaliar a inibigao do
crescimento microbiano foi medido o didametro dos halos em cada placa de Petri. Halos
com diédmetros iguais ou superiores a 24 mm foram considerados indicativos de

sensibilidade bacteriana ao sistema comparando com o farmaco cloxacilina.

3.3 Ensaios de liberagao

Inicialmente foram realizadas curvas de calibragdo para os dois farmacos

empregados, observando a relagao funcional do sinal por uma determinada quantidade
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de analito, assim a curva de calibracao foi utilizada para determinar a concentragao dos
farmacos liberados das fibras eletrofiadas. Para isso, foram preparadas solugcbes na
concentragcdo de 100 mg/L das cloxacilinas (sodica e benzatina) utilizando baléo
volumétrico de 100 mL em tampéo fosfato (pH 7,4). O tampao fosfato foi preparado
utilizando o fosfato de s6dio monobasico (NaH2PO4) (Synth) e fosfato de sodio dibasico
(Na2HPO4) (Cromoline).

Foram feitas diluicdes sucessivas selecionando as concentracdes de 2, 4,
6, 8, 10 15 e 20 mg/L. Em seguida, as fibras de todos os sistemas foram colocadas em
500 mL de tampéao dentro do erlenmeyer 1 L, na incubadora com temperatura controlada
35°C.

A partir de tempos predeterminados foram retiradas aliquotas para leituras
no Espectrofotbmetro na regido do UV (Perkin-Elmer, EUA) na faixa entre 200-300 nm
utilizando as cubetas de quartzo.

4 CARACTERIZAGOES DAS FIBRAS

4.1 Difragao de raios X (DRX)

Os ensaios de difragédo de raios X (DRX) foram realizados com a finalidade
de obter informagdes de ordem cristalografica dos materiais analisados em uma ordem a
média e longa distancia no reticulo cristalino, bem como, informagdes relativas a
cristalinidade, presencga de impurezas e confirmagao dos materiais de interesse em cada
amostra. Os difratogramas de raios X foram obtidos em um equipamento Shimadzu®,
modelo LabX XRD-6000, utilizando radiagdo Cu-Ka de A=1,5406 A. A taxa de varredura
foi continua de 1°/min para um intervalo em 26 de 3° a 85°, tensdo de 30 kV e corrente
de 30 mA.

4.2 Espectrofotometria na Regiao do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

A técnica de absorgcdo na regido do infravermelho é utilizada na

identificacdo das unidades estruturais dos compostos a partir das frequéncias

vibracionais das moléculas. As bandas originadas nos espectros sdo decorrentes da
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absorgao da radiac&o eletromagnética resultante dos movimentos de torgdo, deformacéo,
rotagao e vibragao dos atomos constituintes de uma molécula. Nesse trabalho a técnica
de FTIR foi empregada com o propdsito de confirmar a presenga dos componentes
constituintes de cada fibra. Para obtencdo dos espectros foi utilizado o modo de
transmitancia no equipamento Bruker VERTEX FT com modulo ATR, com realizag&o de

32 varreduras na regido espectral de 4000 a 400 cm™ e resolugéo de 4 cm™'.

4.3 Espectroscopia Raman com transformada de Fourier

A espectroscopia de espalhamento Raman caracteriza-se como uma
técnica complementar a difracdo de raios X (DRX), isto porque, € mais sensivel as
mudangas estruturais de ordem local dos materiais em estudo. Os espectros de
espalhamento Raman com transformada de Fourier (FT-Raman) foram obtidos com a
utilizagcdo do espectrdmetro Bruker Vertex FT-IR com o médulo FT-Raman RAM I
acoplado, utilizando detector de Germanio. As medidas foram coletadas na regido de 100
a 4000 cm™, com 32 varreduras e resolugdo de 4 cm™.

4.4 Microscopia Eletréonica de Varredura

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) permite obter imagens com
alta magnificagao e resolugao superiores ao microscopio optico. E isso contribui para uma
avaliacdo da microestrutura do material de modo que se possa correlacionar com as
propriedades fisica e quimica das amostras. Neste trabalho, o MEV (marca JEOL®
modelo 6701F) foi utilizado para determinar a forma e didmetro das fibras, colocando-as
diretamente no porta-amostra com recobrimento de uma fina camada de ouro. A
distribuicdo do didmetro médio foi determinada a partir das micrografias obtidas com
contagens de 100 fibras aleatorias com auxilio do software Image J para cada amostra.

Com o intuito de confirmar a composi¢ao e a distribuicdo das argilas nas
fibras foram utilizadas a Espectroscopia por Energia Dispersiva (EDS - Energy
Dispersive Spestroscopy), obtendo-se o mapa composicional da regido observada, de
acordo com o numero de atomos (energia) dos constituintes. O modo de preparo da
amostra foi realizado a partir do recobrimento das fibras com a utilizagdo de uma fina

cama de carbono para a protecdo do material contra o feixe de elétrons do equipamento.
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4.5 Anadlise Termogravimétrica (TGA)

As analises termogravimétricas (TGA/DTG) foram empregadas com a
finalidade de obter informacdes das alteragdes de ganho ou perda de massa ocorridas
quando a amostra € submetida a uma programacgao controlada de temperatura. As curvas
térmicas TGA/DTG foram obtidas utilizando o equipamento TA Instruments (Q500), a
partir do aquecimento das amostras a temperatura ambiente até 1000 °C, com razéo de
aquecimento de 10 °C/min e atmosfera de ar sintético com fluxo de 60 mL/min.

4.6 Analise Térmica por Calorimetria de Varredura Exploratoria (DSC)

As analises de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) foram feitas no
equipamento TA Instruments (Q100). Os ensaios foram realizados com amostras foram
previamente secas em dessecador pelo periodo de 24 horas, colocando
aproximadamente 6 mg de amostra em cadinhos herméticos de aluminio sob atmosfera
de nitrogénio com fluxo de 50 mL/min, com rampa de aquecimento 10°C/min, na faixa de

temperatura de 25 a 180°C.

4.7 Analise Dinamico mecanico (DMA)

A analise por DMA permite avaliar as propriedades dinamico-mecénica
quando as fibras foram submetidas a deformagdes oscilatoria, em solicitagdes de tragéo.
A analise dos resultados apds ensaios de tensao-deformacéao das fibras foram avaliadas
usando o equipamento TA Instruments, model DMA Q800 com célula de carga de
0,1N/min e corpo de prova com dimensdes de altura, largura e espessura (12,87 x 6,32

x 0,05) mm, modo: tensao; temperatura: 25°C, amplitude: 25 um e frequéncia: 5 Hz
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos itens a seguir, serdo discutidos os resultados referentes a
caracterizagao estrutural, térmica, mecanica e morfolégica das 12 fibras processadas por
eletrofiacdo, as quais foram agrupadas, conforme TABELA 3.2. Em seguida, seréao
discutidas as aplicacbes: testes bactericidas das fibras desenvolvidas neste trabalho,
visando verificar a sensibilidade frente as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus
aureus com respeito a manutengao da eficacia in vitro das cloxacilinas nas referidas
fibras. Adicionalmente, serdo apresentados e discutidos os testes de liberagdo dos
farmacos cloxacilina sodica (CS) e benzatina (CB) a partir de cada sistemas
desenvolvidos, com o intuito de prolongar a agdo convencional desses medicamentos
com menor dosagem e maior tempo de disponibilidade do principio ativo. Por fim, serdo
realizados ajustes com base nos modelos matematicos de liberacao existentes, a fim de

verificar possiveis mecanismos de liberagao.

5.1 Analise estrutural

5.1.1 Sistema PLA

A FIGURA 5.1 mostra os difatrogram de difracdo de raios X para o sistema
PLA. Péde-se observar picos na regiao 26 = 16° e 19° caracteristicos da fase a, pseudo-
ortorrdbmbica, helicodal, que indica a fase mais estavel deste polimero (DE e KOVACS,
1968; REN et al., 2006; SCHLEMMER et al., 2010). Além do grau de cristalinidade, esta
amostra também apresentou amorficidade, caracterizada pela presencga do halo amorfo,
indicando caracteristicas tipicas de materiais semicristalinos (CAl et al., 2014; HALL
BARRIENTOS et al., 2017)

Para os farmacos, foi confirmada a presenca da cloxacilina sodica pela
presencga de picos intensos em 20 = 7,1°; 19,72°; 21,02°, (FIGURA 5.1 a) tal qual, os
estudos de KADUK et al. (2019). Analogamente, a cloxacilina benzatina foi confirmada a
partir dos picos intensos caracteristicos em 20 = 9,54°, 12,36° 17,1°; 18,62°; 20,68°;
23,82°, (FIGURA 5.1 b) conforme reportado por (LI et al., 2013). Os farmacos na forma
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de pos possuem uma rede cristalina ordenada que representou os picos caracteristicos

de alta intensidade no padr&o de difragc&o de raios X (FIGURA 5.1 a-b).
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FIGURA 5.1 — Difratogramas de raios X das fibras eletrofiadas para o sistema PLA: a)
Cloxacilina Sédica (CS) e PLA_CS (V) pico intenso de CS; b) Cloxacilina Benzatina (CB)
e PLA_CB, (V) pico intenso de CB.

A partir dos difratogramas (FIGURA 5.2) foram evidenciados nas amostras
PLA_CS e PLA_CB a presenga dos farmacos sinalizados através dos simbolos (V)
indicando a presenga da cloxacilina sodica e (V) para a cloxacilina benzatina. Nas
amostras PLA_CS e PLA_CB foram observadas diferengas quanto as intensidades dos
picos quando comparado aos difratogramas dos farmacos sem incorporagdo na matriz
PLA, isto pode estar relacionada a orientagao preferencial das fibras durante o processo
da eletrofiagdo na qual a distribuicdo da orientacdo do cristal ocorre aleatoriamente e
tendem a crescer em maior ou menor grau para uma orientagdo especifica quando
expostos a fonte de raios X. Quanto maior o a quantidade de faces expostas a fonte,
maior a intensidade dos picos (PATTNAIK et al., 2015). Outro ponto que pode estar
influenciando as intensidades pode estar relacionado ao diametro, uma vez que fibras
mais finas também aumentam o grau de cristalinidade, bem como a orientagdo molecular
dos feixes lamelares dentro das fibras, as quais serdo confirmadas com as analises
morfologicas e analise térmica (KONGKHLANG et al., 2008).
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Para complementar analise de difracdo de raios X, a espectroscopia Raman
foi usada para confirmar a presenca dos farmacos, cloxacilina sddica e benzatina no
sistema PLA, FIGURA 5.3. Em geral, a espectroscopia Raman & mais sensivel as
perturbagdes na rede, de ordem local, que o difratograma de raios X (DI MASCOLO,
2019). Para as fibras de PLA foram observados picos mais intensos em 3005, 2945 e
2879 cm™', correspondente as vibragbes simétricas e assimétricas do CHs. O pico em
1768 cm™ foi atribuido a v(C=0). Para os picos 1454 e 1126 cm™ s&o atribuidos aos
estiramentos simétricos e assimétricos do CHs (RAMIREZ et al., 2018).

Para a cloxacilina Benzatina (CB) o pico em 3061 cm™' correspondente v(N-
H), refere-se as estiramento (O-H), 2942 e 2940 cm™'. O pico referente as deformagdes
assimétricas e simétricas do CHs; com vibragdes v(C-H), 1599 cm™ correspondente a
amida secundaria v(C=C), para os picos 1031 e 1003 cm™" v(C-C) vibragdo do anel g-
lactdmico, envolvendo a vibragdo de alongamento do anel b-lactama. Os modos
vibracionais da cloxacilina sodica (CS) correspondem as referéncias citadas para o CB,
assim para a (CS) os picos em 3070 cm™' foi atribuido a v(N-H), 1799 v(C=0), 1660 cm""’
v(C-C), 1565 e 1510 v(C=C), 1485 v(C-0O), 1157 cm™ v(C-H), 1041 v(C-C) podem ser

atribuidas a vibragéo de alongamento do anel fenil. (JIANG et al., 2015)
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FIGURA 5.3 — Espectros Raman das fibras eletrofiadas do sistema PLA: a) Cloxacilina
sbdica e PLA_CS; b) Cloxacilina benzatina e PLA_CB.
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Na FIGURA 5.2 a presenca dos farmacos foi indicada pela parte em
destaque (cor cinza). Assim, para as fibras de PLA_CS e PLA_CB os picos em 3057 e
1601 cm™ que correspondem a v(N-H) e a v(C=0), confirmando a presenca dos
farmacos. Além desses picos supracitados, a amostra PLA_CB apresentou pico em 1005
cm™ que corresponde a v(C-N) presente na cloxacilina benzatina (CB) (CHAO et al.,
2007).

Outro fato interessante foi verificado no deslocamento do pico de 3057 cm-
1 para 3063 cm', referente as vibragées N-H, (FIGURA 5.2 b). Isso sugere que houve
interagcdo entre a cloxacilina Benzatina (CB) e a matriz PLA, que era esperado. Embora
tenham sido utilizados farmacos diferentes, os resultados de BISWAS e SAHOO (2018)
corroboram com o resultado observado neste trabalho. Esses autores encapsularam o
acido benzoico na matriz PLA. Os deslocamentos Raman foram observados em dois
casos, o primeiro corresponde a alteragédo do pico 1607 cm™' para 1604 cm', referente
ao alongamento do anel aromatico do acido benzoico. No segundo caso, foi observado
deslocamento do pico de 1003 cm™ para 1001 cm', referente a deformacédo do anel
benzénico do acido benzoico. A partir desses eventos, os autores indicaram possiveis
interagcdes entre o PLA e o acido benzoico, os quais foram confirmados com os estudos
de analise térmica.

Visando complementar a analise Raman no sentido de confirmar a presenca
dos farmacos no sistema PLA, bem como avaliar a presenga de possiveis impurezas, foi
utilizada a espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier. A
FIGURA 5.3 ilustra os espectros na regido do infravermelho das amostras do sistema
PLA e cloxacilina sodica e benzatina.
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FIGURA 5.4 - Espectros na regido do infravermelho para o sistema PLA: a) fibras PLA,
PLA_CS e padrao da Cloxacilina sédica (CS); b) fibras de PLA, PLA_CB e padrao da

Cloxacilina Benzatina (CB)

De acordo com a FIGURA 5.4 (a-b), as bandas caracteristicas do polimero
PLA foram identificadas e os numeros de onda em 2994 e 2944 cm’, sdo
correspondentes as deformagdes assimétrica e simétrica da ligagdo C-H do grupo CHs,
respectivamente. A banda mais intensa foi observada em 1751 cm™, sendo esta
associada ao estiramento do C=0O do grupo éster presente na cadeia do PLA.
Deformagdes angulares assimétricas da ligacdo C-H do grupo CHs foi observada em
1452 cm™. Na regido entre 1250-1440 cm™, observa-se um conjunto de bandas
associadas as deformacgdes simétricas do CHs e as deformagbes angulares do
grupamento C-H, caracterizada por trés numeros de onda em 1380, 1360 e 1300 cm™.
As bandas observadas em 1182 cm™ e em 1044 cm™ foram atribuidas aos estiramentos
das ligagbes C-O e C-O-C de poliésteres alifaticos, respectivamente (RAMIREZ-
HERRERA et al., 2018).

Ao examinar os espectros da cloxacilina soédica (FIGURA 5.3 a), foram
observadas bandas intensas na regido de 3514 e 3363 cm™' que foram relacionados a
vibracdo da amida secundaria v(N-H). Outra banda intensa foi observada proximo ao
1630 cm™ que estdo associadas a trés vibragbes v(C=0) da amida secundaria, v(C=0)

do acido carboxilico, v(C=C) do anel benzeno. Outros dois modos vibracionais em 1414
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e 1338 cm™' sdo associados v(C-0O) de acido carboxilico no ligante e, também s3o
integrados a um pico médio forte (1401 cm™") do complexo. Além disso, a intensidade da
v(C=0) (1768 cm') da amida terciaria no ligante. Por fim, a ligagdo v (C-S) foi mostrada
pelo modo vibracional em aproximadamente em 696 cm™ (ZHI et al., 2012). Os modos
vibracionais que confirmam a cloxacilina benzatina (FIGURA.53 b) sdo coincidentes com
todos aqueles identificados nos espectros Raman da cloxacilina sédica, (FIGURA.53 a),
tratados acima.

Com relacédo a amostra PLA_CS ficou evidente nos espectros FIGURA 5.4,
a presencga dos grupos O-H (3519 cm™), N-H (3370 cm™), beta-lactamico carbonil (1770
cm-), amida secundaria (1669 cm') e carbonil carboxilato (1604 cm-). Ja para a amostra
PLA_CB (FIGURA 5.3 b), a evidéncia da presenca do farmaco pode ser interpretada
pelos modos vibracionais da amida secundaria (1669 cm™) e carbonil carboxilato (1604
cm™). (CHAO et al., 2007; KUMAR, 2014)

Outro fator relevante neste estudo foi que em todas as analises estruturais
(DRX, FTIR e RAMAN) do sistema PLA nao foi observada a presenga de solventes
residuais utilizados na preparacido das solugdes poliméricas e/ou qualquer outro
contaminante, fator indesejavel do ponto de vista da interferéncia da interacdo do

polimero versus principios ativos (cloxacilinas).

5.1.2 Sistema PLA_AMIDO

Considerando as propriedades do amido tratadas neste trabalho (Item
1.2.1), semicristalino, biocompativel, biodegradavel, bem como, economicamente viavel.
Assim, adicionando amido ao PLA, esperava-se melhorar as propriedades do PLA. Uma
vez que o PLA apresenta duas principais limitagcdes, a primeira delas esta relacionado ao
alto custo de produgcdo em comparagéo aos derivados ndo biodegradaveis oriundos do
petréleo e a segunda associa-se ao fato que o PLA & quebradigo, embora apresente
microestrutura e propriedades mecanicas ajustaveis (KOH et al., 2018).

Baseado nessas limitagdes, neste estudo, tentou-se eletrofiar fibras apenas
de amido, visto que é atraente do ponto de vista econdmico devido ao baixo custo, além
de ser completamente biodegradavel e renovavel a partir da colheita anual (LU et al.,

2009). Contudo, as fibras desenvolvidas n&o possuiam estabilidade, perdendo formato
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de fibras (em uma dimens&o), ou seja, sofriam o fendbmeno da coalescéncia no coletor,
dificultando a coleta da manta para armazenamento e posterior caracterizagoes.
Comportamento similares foram reportados no estudo de (KONG e ZIEGLER, 2014). Em
outro estudo, quando as fibras de amido nativo foram eletrofiadas apresentaram
sensibilidade a agua e baixas propriedades mecanicas, além da dificuldade no
processamento, limitando suas aplicagdes (LANCUSKI et al., 2015).

Assim, prosseguiu-se os estudos com incorporagcédo do amido na fibra de
PLA. Embora, o amido e o PLA apresentem diferengcas em suas caracteristicas fisico-
quimicas, o amido € hidrofilico enquanto o PLA é hidrofébico. Isso significa que os
materiais a base de amido s&o sensiveis a agua (KOH et al., 2018). Neste estudo a fase
de amido disperso (minoritaria) foi incorporada a matriz de PLA durante o processamento.
Os difratogramas das fibras do sistema PLA com adi¢do do amido estdo ilustrados na
FIGURA 5.5. O difratograma da amostra de PLA_AMIDO apresenta perfil similar ao
amido, classificado com cristalinidade tipo C, apresentando picos intensos em 206 =17,14°
e 22,98° e de baixa intensidade em 206 = 15°, além de apresentar um halo amorfo
sobreposto aos picos intensos, que pode confirmar que se trata de polimero
semicristalino (FAN et al., 2017). O amido do Tipo C é uma mistura do tipo A com o B,
uma vez que o tipo A apresenta picos intensos em 20 = 15°, 17,2°; 18°; 23,2 e o tipo B
apresenta picos intensos em 20 = 17° e de baixa intensidade em 28 =15°; 20°; 22° e 24°
e um pico caracteristico em 20 = 5,6° (RS GREEN CHEMISTRY, 2018). A classificagédo
do tipo C ainda pode ser subdividida em Ca ou Cg, conforme propor¢ao dos polimorfos
do tipo A ou B presente nos granulos. O amido tipo A apresenta estrutura monoclinica
com empacotamento fechado e com baixo teor de agua, ja o tipo B apresentam duplas
hélices em arranjo hexagonal com estrutura aberta e com presenca de agua dentro do
nucleo helicoidal (CAl et al., 2014a).
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FIGURA 5.5 - Difratogramas de raios X das fibras eletrofiadas para o sistema
PLA_AMIDO: a) Cloxacilina sédica (CS) e PLA_AMIDO_CS (V) pico intensos CS ; b)
Cloxacilina benzatina (CB) e PLA_AMIDO_CB (V) pico intensos CB. (m) pico intenso do

amido.

Uma observacao importante na FIGURA 5.4 é que os picos caracteristicos
do PLA, confirmados na FIGURA 5.1, ndo foram identificados na amostra PLA_AMIDO.
Isso sugere possiveis modificagdes estruturais do PLA com a presenga do amido
fisicamente disperso na matriz do PLA (HU et al., 2013b), ou que os picos do PLA foram
mascarados pelos do amido.

Além do DRX, foram feitas analises Raman de todas as amostras de fibras
do sistema PLA_AMIDO. A FIGURA 5.6 ilustra os espectros Raman destas amostras.
Nesta analise n&o foi possivel identificar os picos referentes ao amido, o que pode estar
atribuido a maior sensibilidade Raman do PLA comparado ao amido (MILLEN et al.,
2005). Ao analisar o amido puro pela técnica Raman, a literatura reporta que o espectro
apresenta picos mais intensos em 440 cm™' atribuidos a estrutura do material com
vibragdes do anel piranose na unidade de glicose do amido. Relata também os picos em
930 e 860 cm™! referentes as deformagdes nas ligagdes C1-H e CH: da ligagéo glicosidica
a-1-4 tanto da amilose quanto da amilopectina (POZO et al., 2018). Contudo, para as
amostras PLA_AMIDO nao foi evidenciada a presengca do amido, por possivel
mascaramento do sinal Raman do PLA, pois no processamento da amostra havia apenas

11,11% (m/m) de amido em relagao ao PLA.
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FIGURA 5.6 - Espectros Raman das fibras eletrofiadas do sistema PLA_AMIDO: a)

(CS) e PLA_AMIDO_CS; b) Cloxacilina benzatina (CB) e

cloxacilina sddica
PLA AMIDO_CB.

Ao examinar a FIGURA 5.5 a-b, verificaram-se as presengas dos farmacos
CS e CB nas amostras de fibras de PLA_AMIDO_CS e PLA AMIDO_CB. Os modos
vibracionais concordam com as FIGURA 5.2 e FIGURA 5.3.

Os espectros de infravermelho para o sistema PLA_AMIDO estéo ilustrados

na FIGURA 5.6.
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FIGURA 5.7 - Espectros na regido do infravermelho para o sistema PLA_AMIDO: a)
Cloxacilina sodica (CS) e PLA_AMIDO_CS; b) Cloxacilina benzatina (CB) e
PLA_AMIDO_CB

Conforme reportado na literatura o amido apresenta banda larga na regiao
de 3400-3000 e 1643 cm™ atribuidas ao estiramento e a deformagdo angular de
ligacbes O-H da unidade glicosidica, fato evidenciado para amostra PLA_AMIDO. Além
disso, no estudo de LIPSA e TUDORACHI (2006) também reporta presenga de banda de
absorgdo muito larga em 3400 cm™', que pode ser caracteristica do grupo OH do amido
e da agua absorvida. Ainda nesse estudo esses autores afirmam que o PLA nessa
mesma banda tem uma frequéncia mais reduzida.

Além dessas bandas, nao foi possivel observar a banda do amido préximo
a 2925 cm, atribuida a deformacao de ligagées C-H do anel, nem mesmo as bandas na
regido de 1200 a 1000 cm™ consideradas bandas caracteristicas das vibragdes de
deformacgéo de C-O em alcoois e a vibragdes de deformagédo O-C-O (LIMA et al., 2012).

5.1.3 Sistema PLA_AMIDO_LAPONITA

A FIGURA 5.8 (a-b) apresentam os resultados da analise de DRX para
amostra de PLA e amido na presenga da argila laponita. A inser¢ao da laponita justifica-
se devido a capacidade de melhorar a biodisponibilidade dos farmacos empregados.
Assim, foram observados picos caracteristicos da presenga desta argila na matriz
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PLA_AMIDO. Conforme, reportado no estudo de (DING et al., 2016; GHADIRI et al.,
2013) os planos (001) (110) e (300) séo correspondentes a laponita, que sao indicados
pelo simbolo ().

Para a amostra PLA_AMIDO_LAPONITA_CS foi confirmada a presenca da
cloxacilina sédica (V). Porém, para amostra PLA_AMIDO_LAPONITA_CB, os picos da
cloxacilina benzatina (V) ndo foram evidenciados. Neste ultimo caso, sugere-se que a
benzatina foi encapsulada na matriz PLA_AMIDO, possivelmente tenha formado
agregados moleculares amorfo nas fibras. Estudos similares reportam este mesmo
resultado do encapsulamento do farmaco em matriz polimérica (SONGSURANG et al.,
2011; VALAREZO et al., 2013).
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FIGURA 5.8 — Difratogramas de raios X (a e b) e espectros Ramam (c e d) das fibras
eletrofiadas para o sistema PLA_AMIDO_LAPONITA,; cloxacilina sédica (CS), benzatina
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(CB); PLA_AMIDO_LAPONITA_CS e PLA_AMIDO_LAPONITA_CB. () picos intensos

da laponita.

Ainda na FIGURA 5.8 (c-d), os espectros Raman das amostras
PLA_AMIDO_LAPONITA; PLA_AMIDO_LAPONITA_CS; PLA_AMIDO_LAPONITA_CB,
apresentaram picos caracteristicos do composto majoritario da fibra (PLA) com a
presenca dos picos dos farmacos nas mesmas posi¢oes discutidas na sessao 5.1.1.

Além dos resultados de DRX e Raman, a FIGURA 5.8 ilustram os resultados
de FTIR para o sistema PLA_AMIDO_LAPONITA.
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FIGURA 5.9 - Espectros na regido do infravermelho para o sistema PLA_AMIDO;
Cloxacilina sddica (CS), benzatina (CB); PLA_AMIDO_CS e PLA_AMIDO_CB

Na FIGURA 5.8, além da presenca das bandas caracteristicas do PLA e
amido, discutidas anteriormente, a amostra PLA_AMIDO_LAPONITA 5.8 (a-b) apresenta
bandas em torno de 435 cm™ que foram atribuidas as vibragdes de estiramento de Si-
O, modos caracteristicos da laponita (DYAB et al., 2014). Foram confirmadas bandas
caracteristicas de CS, 3513 cm™ v(O-H), 3364 cm™' v(N-H), 1660 cm™ v(C-N) e 1603 cm-
1 §(C=0) na mostra PLA_AMIDO_LAPONITA_CS. Da mesma forma, foram confirmadas
bandas de caracteristicas de CB, 3444 cm™ v(O-H), 1665 cm™ »(C-N) e 1597 cm"’
6(C=0) na amostra PLA_AMIDO_CB.
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5.1.4 SISTEMA PLA_AMIDO_MONTMORILONITA

Para o sistema PLA e amido com a presenga da montmorilonita, uma argila
organicamente modificada. A FIGURA 5.9 ilustra os difratogramas para esse sistema. De
acordo com (PAIVA et al., 2008) a insergdo de moléculas organicas faz com que ocorra
expansao entre os planos (001) da argila, isto pode proporcionar alteragdes na natureza
hidrofilica no sistema, tornando-a hidrofébico. Fato que possibilita a ampliacdo desse
material no campo biomédico. Outro fator interessante, na producédo desse material é a
variagéo de interagao entre o polimero e a argila modificada organicamente com o sal de
amonio (cloreto de sebo bis-2-hidroxietil metil aménio) (KAKEGAWA; OGAWA, 2002).
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FIGURA 5.10 - Difratogramas de raios X das fibras eletrofiadas para o sistema
PLA_AMIDO_MONTMORILONITA: a) Cloxacilina sodica (CS) e PLA_AMIDO
MONTMORILONITA _CS; b)Cloxacilina benzatina (CB) e PLA_AMIDO_
MONTMORILONITA _CB. () picos intensos da montmorilonita.

Ao examinar a FIGURA 5.9, \verificou-se na  amostra
PLA_AMIDO_MONTMORILONITA a presengca de picos em 20 = 3,4° e 20 =8,2°
caracteristicos da montmorilonita. O primeiro pico corresponde ao plano (001) e o
segundo pico (002) (LUJAN-ACOSTA et al., 2016; ABDOLRSAOULI et al., 2018). Na
FIGURA 5.9 (a-b) também foram confirmadas as presencas dos farmacos CS e CB nas
amostras PLA_AMIDO_MONTMORILONITA_CS e
PLA_AMIDO_MONTMORILONITA_CB, nessa ordem, conforme discuss&o na 5.1.3.
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A partir dos difratogramas apresentados nas FIGURA 5.7 e FIGURA 5.9, foi
possivel calcular a relagdo dos angulos de difragao, referente ao espago interlamelar
(001) utilizando a Lei de Bragg, apresentado na Equagéo 5.

A

2senB (5)

dpp =

Onde A € o comprimento de onda da fonte de cobre do anodo (4 = 1,5406

A) e B representa o angulo de difracdo de cada plano difratado, os quais resultados estao
expostos na TABELA 5.1

TABELA 5.1 - Valores do espacgo basal para as argilas (laponita e montmorilonita) antes
e apods inser¢ao na matriz PLA_AMIDO

Amostras 20 (°) Espagamento basal (nm)
MONTMORILONITA 3,44 2,56
PLA_AMIDO_MONTMORILONITA 3,45 2,55
LAPONITA 6,68 1,37
PLA_AMIDO_LAPONITA 6,30 1,41

De acordo com TABELA 5.1, os valores dos espagamentos basais (d) para
a montmorilonita e laponita na forma de pds estdo concordantes com os resultados. Esse
comportamento concorda com os resultados obtidos por CUNHA et al. (2017), verificaram
que o plano (001) em 28 = 6,68, quando intercalaram a pilocarpina na laponita e
ABDOLRSAOULI et al. (2018), observaram o plano (001) em 26 = 3,44, ao inserir
montmorilonita no PLA. Ja as fibras de PLA_AMIDO_LAPONITA quando comparadas a
amostra de laponita (pos) apresentou deslocamento e diminuigao da intensidade do pico
equivalente ao plano (001). Esse fato pode sugerir que houve intercalagdo do polimero
nas lamelas da argila. O aumento nos valores do espagamento basal (doo1) de 1,37 para
1,41 nm evidencia a intercalacdo de parte do PLA:AMIDO nas lamelas da laponita e,
assim, podendo formar um compdsito de estrutura esfoliada, uma vez que, as camadas
do silicato podem estar completamente dispersas na matriz polimérica (DELHOM et al.,
2010; AOUADA et al.,2013). Contrariamente ao resultado da laponita, as fibras de

PLA_AMIDO na presenga da montmorilonita mantiveram o espagamento basal apés a
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adicao dos polimeros (doo1 2,56 nm), indicando duas possibilidades, intercalagéo parcial,
ou nenhuma intercalagdo do polimero na argila. Assim, a FIGURA 5.10 ilustra as
possibilidades de intercalagdo de polimero nas argilas.

\

M
\ 91\ N
G /Z' -

%// Silicato em camadas @ Polimero

FIGURA 5.11 — Esquema ilustrativo das possibilidades de arranjo do polimero e argila.
Fonte: Adaptado de ALEXANDRE et al.,2009.

De acordo com o esquema (FIGURA 5.10) e os resultados de DRX
(FIGURAS 5.7 e 5.9), a utilizagdo da montmorilonita sugere duas possibilidades, a
primeira o polimero n&o intercala as estruturas das argilas, chamados de
microcompaositos (FIGURA 5.10 a), ou intercalou, mantendo a estrutura de multicamadas
ordenadas, chamada nanocompdésitos intercalados (FIGURA 5.10b). Nesses casos, ndo
ha variagdo no espacamento basal (doo1), fato evidenciado na TABELA 5.1. Com a
laponita, os resultados sugerem que polimero intercalou na argila, dispersando-a de
forma que a estrutura seja do tipo esfoliada, (FIGURA 5.10 c).

E importante ressaltar que fortes interagdes do tipo polar, especialmente
ligagdes de hidrogénio, s&o criticas para a formacé&o de hibridos intercalados e esfoliados.
Além disso, a compatibilidade e as interacbes 6timas entre a matriz polimérica e a
superficie da camada de silicato sdo cruciais para a formagdao de nanocompdsitos
intercalados e esfoliados (LEE et al., 2009)

Para complementar a analise de DRX, as amostras com montmorilonita
foram analisadas por FT-Raman. A FIGURA 5.11, ilustra os espectros Raman das
amostras processadas por eletrofiacdo do sistema PLA_ AMIDO_MONTMORILONITA.

A partir das analises espectrais da FIGURA 5.11 nao foi possivel confirmar
a presenga da montmorilonita no sistema PLA_AMIDO_MONTMORILONITA. Isso pode

estar atribuido a incorporagcédo da fragdo de montmorilonita (10% m/m) em relagéo a
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matriz PLA_AMIDO. Além disso, FROST E RINTOUL (1996) observaram que o0s
espectros Raman da montmorilonita sdo dificeis de obter se as camadas forem
randomizadas em seu espagamento, ou seja, ocorre um empilhamento aleatério entre as

camadas.
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FIGURA 5.12 - Espectros Raman das fibras eletrofiadas do sistema

PLA_AMIDO_MONTMORILONITA: a) cloxacilina sodica (CS) e
PLA_AMIDO_MONTMORILONITA_CS; b) cloxacilina Benzatina (CB)
PLA_AMIDO_MONTMORILONITA_CB.

FIGURA 5.12 foi possivel confirmar a presenca dos farmacos CS e CB nas
amostras PLA_AMIDO_MONTMORILONITA_CS e
PLA_AMIDO_MONTMORILONITA_CB. Os picos -caracteristicos de CS foram
evidenciados em 1599 cm™ §(C=0) e 3070 cm™ v(N-H) (FIGURA 5.11 a). Os picos
caracteristicos de CB foram identificados em 1003 cm'v(C-C), 1599 cm! §(C=0) e 3061
cm™ v(N-H) (FIGURA 5.11 b). Assim como as outras matrizes de PLA, foi também
confirmado o PLA no sistema PLA_AMIDO_MONTMORILONITA, embora ndo se
confirmou a presenca de picos de amido como discutido no item 5.1.2.

Com o intuito de complementar a analise estrutural e verificar se ha algum
contaminante, como também os principais modos vibracionais dos componentes do
sistema PLA_AMIDO_MONTMORILONITA presentes na regiao do infravermelho, foram
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realizadas medidas de espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourierr. A FIGURA 5.13 ilustra os espectros Raman das amostras
PLA_AMIDO_MONTMORILONITA.

' 8] [PLA_AMIDO_MONTMORILONITA [3] [PLA_AVMIDO_MONTMORILONITA
H,O it H,0 L)
Vo- _ Vo- e
] i . %|pLA AC:\ATDO MONTMORILONITALcB 'S0
% PLA_AMIDO_MONTMORILONITA_CS El i ————T e |
o A ! \ A . | o 7 W \ [V \a ML
_(g I‘\\ y ﬂv /N\ U Av'\ ﬂ‘m" § H/\ I" FF\L‘ |‘ A
» L/ o 7} Ul |
g Vo Vyn H\ \ﬁw Ve G| vor Vi v Vc=o~w‘ vSi-{) |
< | cloxacilina Sédica (CS) Ven Veso W Vsi-0 € |Cloxacilina Benzatina (CB) CN |
\ , f\ 1
\n (N . 2|
VO-H U vC=O Y — v O-H vN_H 'VC=O -— . VC-O vc_s
vN-H V'C-N / '\. sz? cs : ; VC-N/ vC=O . ;
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 |
,,,,,,,,,,,,,,, Numerodeonda(m’  Nomerodeonda(cm’) |
FIGURA 5.13 - Espectros na regido do infravermelho para o sistema
PLA_AMIDO_MONTMORILONITA,; PLA_AMIDO_MONTMORILONITA_CS;

PLA_AMIDO_MONTMORILONITA_CB; cloxacilina sodica e benzatina.

Ao avaliar os espectros de FTIR da FIGURA 5.12, pdéde-se confirmar a
presenga da montmorilonita no sistema PLA_AMIDO_MONTMORILONITA pelas bandas
caracteristicas dos estiramentos Si-O-Si em 523 cm™' e 465 cm™, que correspondem ao
grupo do silicato (DYAB et al.,2014). Além disso, foi também confirmada a presencga dos
farmacos CS e CB no sistema PLA_AMIDO_MONTMORILONITA por intermédio das
bandas 3511 cm™ v(O-H), 3370 cm™ v(N-H), 1665 cm™ v(C-N) e 1603 cm™ §(C=0)
caracteristicas do CS, e as bandas 3517 cm-1 v(O-H), 3400 cm-1 v(N-H), 1665 cm-1 v(C-
N) e 1597 cm-1 §(C=0), referentes ao CB.

Da mesma forma que o item 5.1.1, foram confirmadas as bandas do PLA
no sistema PLA_AMIDO_MONTMORILONITA_CS e
PLA_AMIDO_MONTMORILONITA_CB.
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5.2 Morfologia das Fibras

Foram realizadas analises de microscopia eletronica de varredura (MEV),
visando confirmar a morfologia das fibras (formato 1D) e analisar as amostras
processadas por eletrofiagdo neste trabalho. Assim, foram analisadas imagens de doze
amostras dos sistemas: PLA, PLA AMIDO, PLA AMIDO_LAPONITA e
PLA_AMIDO_MONTMORILONITA. Nos quais foram adicionados os farmacos cloxacilina
sddica e benzatina, que ser&o discutidos nos itens a seguir.

5.2.1 Sistema PLA

A FIGURA 5.13 (a-c) apresentam imagens representativas de MEV das
amostras PLA; PLA_CB e PLA_CS processadas por eletrofiagdo e a FIGURA 5.13 (d-f)
ilustra a distribuicado do tamanho médio dessas fibras.

0
PLA_CS
Dpm= 458 nm

PLA_CB
Dm=501 nm

S
' Aj E
> 4
ol . 1 N 47 Yw
200 300 400 500 600 700 200 300 400 500 600 700 800 900 200 300 400 500 600 700 800
Diametro (nm) Didmetro (nm) Didmetro (nm)

[0 e

FIGURA 5.14 — Micrografias das fibras: a) PLA; b) PLA_CB e c) PLA_CS, d-f) distribuigéao
do tamanho das fibras obtidas.

Ao analisar as micrografias das fibras da FIGURA 5.14 foi possivel
confirmar o formato 1D, que caracteriza as fibras e verificar que todas apresentaram
morfologia homogénea e sem defeitos de superficie. O didmetro médio e desvio padrédo
das fibras, calculados a partir das 100 contagens de fibras com auxilio do software Image
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J foram: 331 nm + 61 para a amostra de PLA; 501 nm + 246 (PLA_CB); 458 nm + 246
(PLA_CS). Com base nos resultados, observou-se que o aumento do didametro médio das
fiboras foi influenciado apds adicdo dos farmacos, cloxacilina sédica e benzatina,
resultando em correlacdes diretas com a viscosidade. Para esse sistema, a viscosidade
aumentou de 53,6 cP (PLA) para 68,3 cP (PLA_CB) e 60,2 cP (PLA_CS), apo6s adigéao
dos farmacos. Conforme reportado no estudo de ZHANG et al. (2019), solugbes
poliméricas que tém alta viscosidade interferem diretamente no processo de estiramento
das fibras durante o processamento, produzindo fibras com maiores diametros.

Por outro lado, o aumento do didmetro médio das fibras pode estar
associado a pressao de vapor e ponto de ebulicdo dos solventes utilizados no
processamento das fibras. Neste estudo, os valores de pressao de vapor a 21°C e ponto
de ebulicdo dos solventes utilizados foram: 213 mmHg; 61,2°C (cloroférmio) e 2,7 mmHg;
153°C (dimetilformamida). Como pode-se perceber, o cloroférmio apresenta alta pressao
de vapor e baixo ponto de ebuli¢do, isso pode favorecer a evaporagao do solvente e a
consequente producao de fibras com maiores didmetros. Embora, esse desafio tenha
sido minimizado ao utilizar o solvente dimetilformamida que apresenta parametros
contrarios, resultando em uma evaporagao mais lenta, que pode alterar as propriedades
viscoelasticas da solugao e, portanto, o alongamento do jato para diametros menores
(PLATAN, 2018).

Ao comparar as amostras PLA_CS e PLA_CB observou-se que o diametro
meédio das fibras de PLA_CS foram menores. Este fator pode ser explicado pela molécula

dos farmacos, pois uma € formada por sal sédico e a outro por sal benzatinico

5.2.2 Sistema PLA_AMIDO

Na FIGURA 5.15 (a-c) estdo apresentadas as micrografias para as
amostras PLA_AMIDO; PLA_AMIDO _CB e PLA AMIDO_CS, e a FIGURA (d-f) a
distribuicdo do tamanho médio dessas fibras. De acordo com este sistema foi possivel
verificar que em todos as amostras, as fibras apresentaram distribuigdo homogénea e
sem a presencga de beads. Fato que evidencia a estabilidade do sistema de eletrofiagdo
no processamento dessas fibras.
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Os valores do diametro médio, desvio padrao e viscosidade das fibras
foram: PLA_AMIDO: 390 nm =+ 323 (69,8 cP); PLA_AMIDO_CB 463 nm + 174 (71,5 cP);
PLA_AMIDO_CS: 600 nm + 312 (75,8 cP). De acordo com esses resultados pdde-se
observar que o didmetro médio e a viscosidade foram maiores quando comparadas ao
sistema PLA. Além disso, 0 aumento da concentragao da solucdo do PLA com adigao do
amido levou a um incremento da viscosidade e ao emaranhamento das cadeias entre as

estruturas poliméricas.
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FIGURA 5.15 - Micrografias obtidas pelo MEV das fibras: a) PLA_AMIDO; b)
PLA_AMIDO_CB e c)PLA_AMIDO_CS, e d) distribuicdo do tamanho das fibras obtidas.

Para este sistema foi observada uma distribuicdo bimodal que contribui para
altos valores de desvio padrao. Os resultados reportados por TIPDUANGTA et al., (2016)
corroboram com os resultados deste trabalho. Outra possibilidade quanto a observacéao
de fibras com menores didmetros, pode ser atribuido a diferenca de massa molecular
entre o PLA e o amido, conforme reportado por ZHAO et al. (2005).

5.2.3 Sistema PLA_AMIDO_LAPONITA

Na FIGURA 5.15 (a-c) estdo apresentadas as micrografias para as
amostras PLA_AMIDO_LAPONITA,; PLA_AMIDO_LAPONITA_CB e
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PLA_AMIDO_LAPONITA_CS, e na FIGURA 5.15 (d-f) a distribuigdo do tamanho médio

dessas fibras.
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FIGURA 5.16 - Micrografias obtidas pelo MEV das fibras de a) PLA_AMIDO_LAPONITA;
b) PLA_AMIDO_LAPONITA_CB e c)PLA_AMIDO_LAPONITA_CS, e d) Distribuicao do

tamanho das fibras.
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De acordo com a FIGURA 5.16 as fibras do sistema PLA_AMIDO que foi
adicionada laponita apresentam valores de didametro médio/viscosidade com variagdes
entre 524 + 251 nm/72,8 cP; 609 + 318 nm/76,1 cP; e 651 + 399 nm/ 78,2 cP,
respectivamente para as amostras de PLA_AMIDO_LAPONITA,;
PLA_AMIDO_LAPONITA_CB; PLA_AMIDO_LAPONITA_CS. Percebeu-se aumento dos
didmetros médios das fibras, bem como dos valores de viscosidade para cada amostra
com a adi¢ao da laponita, quando comparado ao sistema com adi¢gdo do amido. Além
disso, verificou-se que houve a formagao de estrutura fibrosa ndo-homogénea carregada
com argila oriunda do processo de eletrofiagdo, devido aos agregados resultantes da
distribuicdo restritiva das camadas de argila na solugdo PLA_AMIDO, o que causa
irregularidades nos tamanhos das fibras. No estudo de ISARANKURANAAYUTTHAYA et
al. (2016), esses autores investigando adigéo de argila (keratin) no PLA, observaram

formacdes de irregularidades similares aquelas observadas nesse trabalho.



50

Em busca de confirmar os resultados das analises estruturais das argilas,
foram realizadas analises elementares com auxilio da microscopia eletrbnica de
varredura e espectroscopia de energia dispersiva (MEV-EDS). Assim, a FIGURA 5.16
apresenta imagens de MEV-EDS da amostra de PLA_AMIDO_LAPONITA.

FIGURA 5.17 - Imagens de MEV-EDS da amostra PLA_AMIDO_LAPONITA

De acordo com a FIGURA 5.17 (a-c) observou-se pontos mais real¢gados
indicando a presenga de aglomerados de laponita. Em virtude da presenga do amido na
composi¢ao da fibra ndo foi possivel fazer o carregamento da amostra com alcances
minimos necessario para verificar o tipo de exfoliagdo da laponita nas fibras de PLA. A
partir da analise de mapeamento elementar dos elementos quimicos que compdem a
laponita foi possivel identificar o Mg (FIGURA 5.16 b) e o Si (FIGURA 5.16 c),
confirmando os resultados de FTIR (FIGURA 5.8), na identificagao de Si-O, embora néo
tenha sido possivel identificar a presengca do Mg pelas outras técnicas, foi evidenciado

pelo mapeamento elementar.

5.2.4 Sistema PLA_AMIDO MONTMORILONITA

A FIGURA 5.18 (a-c) estao apresentadas as imagens representativas das
amostras a) PLA_AMIDO_MONTMORILONITA,; b)
PLA_AMIDO_MONTMORILONITA_CB e c) PLA_AMIDO_ MONTMORILONITA _CS e

as ilustracdes da distribuigdo do tamanho médio dessas fibras FIGURA 5.17 (d-f).
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FIGURA 518 - Micrografias obtidas pelo MEV das fibras de a)

PLA_AMIDO_MONTMORILONITA b) PLA _AMIDO_ MONTMORILONITA CB e
c)PLA_AMIDO_ MONTMORILONITA _CS, e d-f) Distribuigdo do tamanho das fibras.

Pbdde-se verificar na FIGURA 5.17 (a-c) as micrografias das fibras com
formato 1D, as quais apresentam diametro médio/valores de viscosidade com variagao
entre: a) 346 + 172 nm /62,1 cP; b) 528 + 266 nm/ 72,7 cP; c) 445 + 168 nm/69,7 cP.
O aumento dos diametros das fibras pode ser atribuido a adicdo de farmacos. Quando
se adicionou CB no sistema PLA AMIDO _MONTMORILONITA observou-se maior
didmetro médio das fibras, que pode ser explicada pela melhor interagdo de CB com a
matriz PLA_AMIDO, embora as fibras produzidas com CS também tenham
proporcionado um aumento de didmetro menos expressivo. Indicando uma menor
interagdo com a matriz PLA_AMIDO que a CB, como era esperado.

No estudo de BABU et al. 2016, a adigao da argila (cloisita 30B) levou a
uma diminuigao no diametro da fibra de nylon de 578 nm a 165 nm. Os autores atribuiram
esse efeito ao aumento da condutividade elétrica e viscosidade da solugao causada pela
adigéo da argila.

Para complementar as analises estruturais em que foram avaliados os
modos vibracionais e as ligagbes quimicas presentes nas amostras, foi realizada a

caracterizacao elementar por MEV/EDS das amostras que contém montmorilonita, com
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o intuito de encontrar os elementos caracteristicos da argila, os resultados estédo
apresentados na FIGURA 5.18.

Como observado na FIGURA 5.16, em que os resultados de mapeamento
elementar foram limitados pela presenca de amido na amostra, a analise de MEV-EDS
(FIGURA 5.18), também foram limitadas pela mesma razado, Embora tenha sido possivel
mapear alguns elementos quimicos constituintes da montmorilonita, como por exemplo o
Al (FIGURA 5.18 b), Si (FIGURA 5.18 c). Mesmo com baixa resolu¢ao pdde-se verificar
que essas imagens exibem aglomerados de argila dispersas em toda a amostra, mas
tornam-se inconclusivas quanto a forma de esfoliacdo das argilas em cada fibras de PLA.

5.3 Analises térmicas

As amostras para 0s sistemas: PLA; PLA_AMIDO;
PLA_AMIDO_LAPONITA e PLA_AMIDO_MONTMORILONITA foram analisadas por
analises termogravimeétrica (TGA) e a calorimetria de varredura exploratéria (DSC) com
intuito de analisar a estabilidade térmica das fibras antes e apds a adicdo dos aditivos na
matriz PLA.

5.3.1 Analise termogravimétrica (TGA)

As amostras dos sistemas: PLA; PLA_AMIDO; PLA_AMIDO_LAPONITA e
PLA_AMIDO_MONTMORILONITA foram caracterizadas por analise termogravimétrica
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(TGA) e calorimetria de varredura exploratéria (DSC) com intuito de avaliar a estabilidade
térmica das fibras, antes e apds a adigdo dos componentes na matriz PLA. A FIGURA
5.19 apresenta as curvas de TGA das amostras de fibras do sistema PLA.
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FIGURA 5.20 — Sistema PLA: a) e c) correspondem as curvas de TGA relacionadas a
perda de massa em fung&do da temperatura e b) e d) as curvas DTG relacionando a
primeira derivada da variagdo de massa em fungao da temperatura, utilizando atmosfera

de ar sintético e taxa de aquecimento 10°C/min.

Ao examinar os termogramas apresentados na FIGURA 5.19, pbde-se
observar que as fibras do sistema PLA apresentaram um unico evento térmico,
correspondente a cisdo das ligagdes éster ou perda do grupo terminal da cadeia principal,
com 98% (#1) de degradacgéo entre 370°C e 400°C. Os resultados de BUBECK et al.,
(2018), no qual os autores processaram fibras de PLA por eletrofiagdo, corroboram com

os resultados obtidos neste trabalho.
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As perdas de massa de inicial de CS, foram atribuidas 4% (#1) perda de
agua e organicos volateis (#1) entre 30°C e 230°C, seguido de decomposi¢ao da cadeia
principal com perdas de 53% (#2), 26% (#3) e 8% (#4) entre 230 e 700°C, com residuo
final de 9%. Enquanto, CB apresentou 2% (#1) de perda de massa entre 30°C e 150°C
que foi atribuida a perda de organicos volateis, seguido da perda 70% (#2) 26% (#3)
entre 150 e 650°C e 2% (#4) residuo final.

Para os farmacos CS as perdas de massa iniciais correspondem a perda
de agua e organicos volateis (4%) entre 30°C até 230°C, seguido de decomposigao da
cadeia principal com perdas de 53%, 26% e 8% entre 230 a 700°C e residuo final de 9%.
Ja o CB apresentou 2% de perda de massa entre 30°C até 150°C que pode ser atribuido
a perda de organicos volateis, seguido da perda 70% a partir 150 até 650°C.

Na TABELA 5.2 estdo sumarizadas as temperaturas do inicio da perda de
massa (Tonset), temperatura maxima de degradacéo (Tmaxima) € @s respectivas perdas de

massa para cada amostra.

TABELA 5.2 - Relagdo das temperaturas do inicio da perda de massa (Tonset),
temperatura maxima de degradacgao e as respectivas perdas de massa para as amostras
PLA, PLA _CS; PLA _CB; CS e CB.

Tonset  Tmaxima Eventos (%)
Amostras .
(°C)  (°C) (#1) (#2) (#3) (#4) (#3)
PLA 290 327 98 2 --- - -
CS 131 248 4 53 26 8 8
CB 174 297 2 70 26 2 ---
PLA_CS 258 277 94 6 --- - -
PLA_CB 257 322 89 11 --- - —

Com relacdo as amostras de fibras PLA, apds adi¢cao das cloxacilinas na
matriz PLA, proporcionaram diminuicdo da estabilidade do PLA, observada pela
diminuigéo de 32°C e 50°C em Tonset € Tmaxima quando comparadas a amostra de PLA.
Com respeito ao farmaco CB, embora se observou variagdo em Tonset de 33°C, ndo houve
variagédo significativa na temperatura maxima de degradacdo, com adicdo de CB na
matriz PLA. No estudo de VALERO et al. (2013) ao adicionar a amoxicilina no PCL os
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autores observaram que nao houve alteracédo da estabilidade térmica e atribuiram esse
efeito a boa interagdo do PCL com a amoxicilina. Assim, esses resultados sugerem que
o farmaco CB possui boa interagado na matriz PLA considerando que nao houve alteragao
significativa na temperatura maxima de degradacao de PLA_CB, que era esperado, pois
trata-se de dois compostos hidrofébicos.

Além disso, essas alteragdes na estabilidade do sistema PLA podem ser
explicadas devido ao fato que as cloxacilina sddica podem intercalar e diminuir as
interagcdes intramoleculares existentes do PLA, uma vez que os subprodutos de
degradagdo decorrentes das analises térmicas dos farmacos podem acelerar os
processos de oxidagdo/degradacao do PLA nas fibras contendo o farmaco (KOH et al.,
2018).

Outra questdo que pode ser avaliada trata-se do efeito dos solventes
utilizados no processamento das fibras por eletrofiagdo, uma vez que a manipulagao da
miscibilidade farmaco-polimero e a degradabilidade do polimero podem ser meios
eficazes para projetar a liberagdo do medicamento. No estudo de Yuan e colaboradores
(2018) foram investigados os perfis de liberagdo de dois compostos da doxorrubicina na
forma hidrofobica e outra hidrofilica em nanofibras de PLA. Os autores afirmaram que
quando o dimetilsulfoxido (DMSO) foi usado como solvente para doxorrubicina hidrofilica,
a miscibilidade do farmaco na matriz polimérica foi significativamente melhorada,
formando um esquema de solugdo quase monolitica, embora a liberagdo do farmaco
tenha sido mais lenta.

E importante salientar que o equipamento de analise térmica convencional
possui limitacdo fundamental quando correlacionado aos estudos da inser¢cao de
farmacos em matrizes poliméricas. Essa barreira esta ligada aos processos de
decomposicdo, os quais podem ser estudados com muito mais detalhes se o método
estiver associado a algum método analitico para determinagédo de subprodutos volateis
(FTIR ou Espectrometria de massas (MS)). Tais limitagées implicam diretamente na
analise dos valores percentuais dos residuos provenientes da inser¢ao dos farmacos na
matriz PLA.

Dando seguimento aos estudos, as curvas de TG e DTG do sistema
PLA_AMIDO com adi¢cdo da cloxacilina sodica e benzatina estdo representadas na
FIGURA 5.21. Para efeito de comparacgao, as curvas dos farmacos ainda serao tratadas



56

nos proximos termogramas, mas os dados de degradacgdo serdo suprimidos. Assim,
pbde-se observar trés eventos térmicos relacionados a insergao do amido na matriz PLA.
A literatura reporta que quando o amido se decompde termicamente, produz algumas
pequenas moléculas polares (CO, CO2, H20, CH4, C2Hs e CH20) que foram determinadas
por técnicas analiticas (AGGARWAL et al., 1997; LIU et al., 2013; RUDNIK, et al, 2005).

Esses estudos indicam que provavelmente essas moléculas quebram a
cadeia de poliéster do PLA de maneira semelhante a quebra por hidrélise, resultando em
uma diminuigdo na temperatura de decomposicdo do PLA. Em nosso estudo, esse
comportamento ndo foi evidenciado, fato que pode estar associado ao emaranhamento
das cadeias poliméricas do PLA protegendo o amido da degradagéo térmica durante o
processamento utilizando a técnica de eletrofiagao.

Outra questdo observada refere-se as diferengas dos picos da DTG, na
amostra PLA_AMIDO_CS, onde os deslocamentos foram mais pronunciados (68°C) com
adicdo de CS ao sistema PLA_AMIDO, enquanto para adicdo de CB nesse sistema, o
deslocamento foi de 45°C. Embora, se constatou uma boa interacdo de CB com PLA da
matriz PLA_AMIDO, houve indicativo de melhor interagdo na amostra que contém a
cloxacilina sédica com amido desse sistema, fato que também era esperado,

considerando que CS e amido s&o hidrofilicos.
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FIGURA 5.21 - Sistema PLA_AMIDO: a) e c) correspondem as curvas de TGA
relacionadas a perda de massa em fungdo da temperatura das amostra, e b) e d) as
curvas de DTG relacionando a primeira derivada da variacdo de massa em fungao da

temperatura, utilizando atmosfera de ar sintético e taxa de aquecimento 10°C/min

De acordo com os resultados apresentados para os sistemas PLA (FIGURA
5.19) e PLA_AMIDO (FIGURA 5.20), observa-se que ao se comparar as amostras as
temperaturas Tonset aumentou 38°C e a Tmaxima 19°C com a adicdo do amido. Para as
amostras PLA_AMIDO_CS e PLA_AMIDO_CB os comportamentos térmicos foram
semelhantes aos evidenciados nas amostras PLA_CS e PLA_CB, ou seja, os farmacos
diminuiram a estabilidade térmica da matriz PLA_AMIDO. Embora, a amostra
PLA_AMIDO_CB aumentou as temperaturas Tonset €m 16%, isto é, os componentes

dessa amostra retardaram o inicio da degradagéao térmica. Esse fato, sugere que houve
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enfraquecimento das ligagdes de hidrogénio entre os componentes amido e PLA, na
presenca de CB (KOH et al., 2018).

Assim, como o sistema PLA, a TABELA 5.3 resume as temperaturas do
inicio da perda de massa (Tonset), temperatura maxima de degradagdo (Tmaxima) e as
respectivas perdas de massa para cada amostra para o sistema PLA_AMIDO.

TABELA 5.3 - Relagdo das temperaturas do inicio da perda de massa (Tonset),
temperatura maxima de degradacgao e as respectivas perdas de massa para as amostras
PLA AMIDO; PLA_AMIDO_CS; PLA_AMIDO_CB.

Eventos (%)

Amostras Tonset (°C)  Tmaxima (°C)
(#1) (#2) (#3)
PLA_AMIDO 328 346 96 4 -—-
PLA_AMIDO_CS 253 278 1 90 9
PLA_AMIDO CB 273 301 2 90 8

De acordo com os termogramas e os dados de perda de massa foi
observado que apds a insercdo do amido e farmaco houve a presenca de um terceiro
evento (#3), oriundo da decomposicdo térmica desses compostos. Porém, néao
identificados devido a limitagdo com a utilizagdo convencional da técnica.

Com o intuito de verificar a influéncia da laponita no sistema PLA_AMIDO,
as curvas de TGA e DTG do sistema PLA_AMIDO_LAPONITA com adigéo da cloxacilina

sddica e benzatina estdo apresentados na FIGURA 5.21.
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FIGURA 5.22 — Sistema PLA_AMIDO_LAPONITA: a) e c) correspondem as curvas de
TGA relacionada a perda de massa em fungédo da temperatura das amostra e b) e d) as
curvas DTG relacionando a primeira derivada da variacdo de massa em funcédo da

temperatura, utilizando atmosfera de ar sintético e taxa de aquecimento 10°C/min

De acordo com a FIGURA 5.21a-b) observou-se que as curvas de
degradacao TGA/DTG do sistema PLA_AMIDO foi influenciada com a adi¢édo da laponita,
uma vez que, apresentou quatro eventos térmicos, o primeiro pode corresponder a
degradacéo e eliminagéo de grupos volateis e perda de agua (2%) (#1) de 30° a 200°C.
A segunda perda de massa em torno de 86% (#2) nas temperaturas de 380°C e 450°C
pode referir-se a degradagao parcial do PLA_AMIDO. Por fim, a terceira perda em torno
de 3% (#3) na faixa de temperatura até 450°C indica a degradacao final dos polimeros e
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o residuo final apos 450°C em torno de 9% (#4), pode ser a contribuicdo da fragdo da
laponita.

Ao examinar as curvas de TGA/DTG da amostra
PLA_AMIDO_LAPONITA_CS na FIGURA 5.21a) observou-se que a adicdo da CS
manteve a degradacgéo inicial em 2% (#1) nas temperaturas de 30°C a 200°C, que pode
ser atribuida a perda de agua e grupos volateis. O segundo evento térmico apresentou
89% (#2) de perda da fragdo polimérica (PLA_AMIDO), ou seja, aumentou 3% com
adicdo da CS nas temperaturas entre 305 e 400°C. O terceiro evento térmico apresentou
6% (#3) entre 405 e 550°C, que pode ser relacionada a degradagao parcial do farmaco;
e o ultimo evento térmico 6% (#4) pode estar associado a fragdo da argila e farmaco CS.
Na FIGURA 5.21b) notou-se que a adigado da CS diminui em 51°C a temperatura maxima
de degradagao do sistema PLA_AMIDO_LAPONITA.

Enquanto, para a curvas de TGA/DTG da amostra
PLA_AMIDO_LAPONITA_CB, apresentados na FIGURA 5.21c-d), observou-se que a
adicdo da CB manteve a perda de 2% (#1) entre 30 e 200°C que pode ser atribuida a
perda de agua e grupos volateis, seguido de perda de 87% (#2) entre 380° e 530°C, que
pode ser relacionada a degradacédo do PLA_AMIDO e degradagéao parcial de CB. Por fim,
4% (#3) de perda apos 550°C pode se referir a fragdo da argila e CB. Na FIGURA 5.21d)
notou-se que a adi¢gado da CB diminui em 7°C a temperatura maxima de degradagéo do
sistema PLA_AMIDO_LAPONITA.

A TABELA 5.4, resume as temperaturas do inicio da perda de massa
(Tonset), temperatura maxima de degradagéo (Tmaxima) € @s respectivas perdas de massa
para cada amostra para o sistema PLA_AMIDO_LAPONITA.

TABELA 5.4 - Relagdo das temperaturas do inicio da perda de massa (Tonset),
temperatura maxima de degradacgao e as respectivas perdas de massa para as amostras
PLA AMIDO_LAPONITA; PLA_AMIDO_LAPONITA_CS; PLA_AMIDO_LAPONITA CB.

Tonset  Tmaxima Eventos (%)
Amostras . .
(°C)  (°C) (#1) (#2) (#3) (#4)
PLA_AMIDO_LAPONITA 297 345 2 86 3 9
PLA_AMIDO_LAPONITA_CS 270 294 2 89 6 3

PLA_AMIDO_LAPONITA_CB 297 338 2 87 7 4
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De acordo com os resultados da TABELA 5.4, ao adicionar o farmaco CS
no sistema PLA_AMIDO_LAPONITA observou-se que as temperaturas de degradacgéo
final e inicial diminuiram em 27°C e 51°C, respectivamente, ao comparar com a amostra
PLA_AMIDO_LAPONITA. E, ao adicionar a CB, houve manutengao da temperatura inicial
de degradacgéo e diminuicdo em apenas 7°C na temperatura de degradacao final. Assim,
observou-se que a laponita contribuiu para a estabilidade térmica da amostra
PLA_AMIDO_LAPONITA_CB. Resultados similares foram reportados por GHADIRI et al.
(2014), que processaram fibras PLGA puro e com a laponita, e verificaram um aumento
na estabilidade térmica da amoxicilina.

Ao compararmos os resultados da TABELA 5.3 e 5.4 para as amostras que
contém os farmacos no sistema PLA_AMIDO observou-se que as amostras
PLA_AMIDO_LAPONITA_ CS e PLA_AMIDO_LAPONITA_CB apresentaram maior
estabilidade na temperatura maxima de degradagdo com aumento de 16°C e 37°C,
respectivamente. Esse evento pode ser explicado devido a presenga da argila que atuou
como barreira protetora, dificultando a entrada de oxigénio nas amostras de fibras de
PLA_AMIDO (KIM et al., 2015).

As curvas de TGA e DTG do sistema PLA_AMIDO_ MONTMORILONITA

com adigao da cloxacilina sddica e benzatina estao apresentados na FIGURA 5.22
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FIGURA 5.23 - Sistema PLA_AMIDO_MONTMORILONITA: a) e c) correspondem as
curvas de TGA relacionada a perda de massa em funcao da temperatura das amostra e
b) e d) as curvas DTG relacionando a primeira derivada da variagdo de massa em fungéo

da temperatura, utilizando atmosfera de ar sintético e taxa de aquecimento 10°C/min

De acordo com FIGURA 5.22a-b, a partir da amostra
PLA_AMIDO_LAPONITA foi possivel observar uma perda inicial de 2% entre 30 a 200°C,
que pode ser atribuida a perda de agua e grupos volateis, seguida da perda de 87% entre
390 a 450°C atribuida a degradagao dos polimeros PLA_AMIDO. A perda de 3%, entre
450 a 610°C, pode ser atribuida a fragdo montmorilonita e o residuo final de 8%
decorrente da fragdo da argila. Ao adicionar a CS nesse sistema observou-se perdas de
2% e 87%, entre 30 a 450°C, correspondendo a perda de agua, grupos volateis e a
degradacgédo PLA_AMIDO, seguido de 4% degradagéao parcial da argila com residuo final
6%, correspondendo a fragdo do farmaco CS e montmorilonita.
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Na FIGURA 5.22 c-b) ao adicionar a cloxacilina benzatina observou-se
perda de 2% entre 30 a 200°C, atribuida a perda de agua e grupos volateis, seguido de
88% de perda entre 201 e 400°C, correspondendo a degradagado do PLA_AMIDO e
posterior degradacg&o parcial do farmaco entre 401 e 530°C (7%), como residuo final
apos 530°C, 4% que corresponde a fragado da argila e farmaco.

TABELA 5.5 - Relagdo das temperaturas do inicio da perda de massa (Tonset),

temperatura maxima de degradacgao e as respectivas perdas de massa para as amostras

PLA_AMIDO_MONTMORILONITA,; PLA_AMIDO_ MONTMORILONITA_CS;
PLA_AMIDO_ MONTMORILONITA_CB.

Amostras Tonset Tmaxima Perda Perda Perda Perda

°C)  (°C) 1(%) 2(%) 3(%) 4

(%)

PLA_AMIDO_MONTMORILONITA 282 342 2 87 3 8

PLA_AMIDO_MONTMORILONITA_CS 302 369 1 88 2 6

PLA_AMIDO_MONTMORILONITA CB 268 365 1 88 7 4

De acordo com a TABELA 5.5 ao adicionar o farmaco CS no sistema
PLA_AMIDO_ MONTMORILONITA observou-se que as temperaturas de degradagao
final e inicial aumentaram para 20° e 27°C, respectivamente, ao comparar com a amostra
PLA_AMIDO_MONTMORILONITA, fator que pode estar associado a presenca do sal
guaternario na montmorilonita e as interagdes existentes entre a CS e o PLA_AMIDO.

Ao adicionar a CB, houve diminuicdo em 14°C e 23°C na Tonset € Tmaxima,
fatores associados ao enfraquecimento das ligagdées PLA_AMIDO apds interagdo do
farmaco CB.

Ao comparar os resultados da TABELA 5.3 e TABELA 5.5 observou-se que
a amostra PLA_AMIDO_MONTMORILONITA diminuiu a Tonset €m 46°C, 0 que pode ser
atribuido a presenca do sal quaternario de aménio da argila em relagcdo a amostra
PLA_AMIDO (KIM et al, 2015). Em  contrapartida, na  amostra
PLA_AMIDO_MONTMORILONITA_CS as temperaturas Tonset € Tmaxima aumentaram
49°C e 91°C, nessa ordem. Fator atribuido aos efeitos entre os componentes argila, CS
e PLA_AMIDO.De modo semelhante, na amostra PLA_ AMIDO_MONTMORILONITA_CB
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a temperatura maxima de degradagdo aumentou de 64°C comparada a amostra
PLA_AMIDO_CB. Nesses casos, a camada de argila contendo o grupo silicato pode
atuar como uma barreira de transporte de massa e mitigar a fuga de produtos volateis
gerados durante a decomposigao térmica (JI et al., 2006; ZHANG e WILKIE, 2005).

5.3.2 Calorimetria de Varredura Exploratoria (DSC)

Com o intuito de completar as analises térmicas utilizou-se o DSC para
acompanhar as transicoes térmicas das fibras desenvolvidas por eletrofiacéo, tais como:
temperatura de transigao vitrea (Tg), temperatura de cristalizagao a frio (Tc), temperatura
de fusao cristalina (Tm), entalpia de fusdo (AHm) e grau de cristalinidade (Xc%). Para o

grau de cristalinidade (Xc%) das amostras eletrofiadas utilizou-se a Equagéao 2:

AHmM

Xc(%) = +omx 100 2)

Onde: AHm €& a entalpia endotérmica de fusdo, AHcc € a entalpia da
cristalizagao a frio do PLA e AHmM* é a entalpia tedrica do PLA 100% cristalino que é 93
J/g (HENTON et al., 2005).

5.3.2.1 Sistema PLA

As curvas de DSC referentes ao primeiro aquecimento do sistema PLA

com adicdo da cloxacilina sdédica e benzatina estdo apresentadas na FIGURA 5.23.
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FIGURA 5.24 — curvas de DSC dos sistema PLA: a) PLA_CS e b) PLA_CB

Na FIGURA 5.23, a partir das fibras de PLA foi possivel observar o primeiro
evento térmico, representado por um pico endotérmico em 65°C, referente a temperatura
de transigao vitrea do PLA. A temperatura de 82°C ha um pico largo exotérmico, que
indica a cristalizacdo a frio caracteristica do PLA, devido ao seu carater semicristalino.
Por fim, o terceiro evento térmico, a temperatura de fusdo do PLA foi observada em
168°C. Comportamentos similares foram reportados no trabalho de HALL BARRIENTOS
et al. (2017), os quais desenvolveram fibras de PLA por eletrofiagdo

Ao adicionar a cloxacilina sédica, observou-se que nao houve alteracdes
significativas nos eventos, conforme observados para as fibras de PLA (FIGURA 5.23 a).
No entanto, ao adicionar a CB foram observados dois eventos em Tc, sugerindo que CB
interferiu na nucleag&o devido a interagdo farmaco-polimero (FIGURA 5.23. b). A partir
dos resultados encontrados, a TABELA 5.6 resume o0s principais eventos e os valores
calculados de cristalinidade.

TABELA 5.6 - Eventos térmicos (DSC) para o sistema PLA apds primeiro aquecimento
Amostras Tg (°C) Tc(°C) Tm (°C) AHm (J/g) AHcc (J/g) Xc(%)
PLA 65 82 168 34 10 37
PLA _CS 64 82 170 40 12 43
PLA CB 63 82 167 36 18 39
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De acordo com a TABELA 5.6 observou-se que os valores de Tg, Tce Tm
para o sistema PLA n&o apresentaram variagdes significativas nessas temperaturas,
guando foram adicionados os farmacos CS e CB. No entanto a cristalinidade do material
foi maior com adicdo do farmaco devido as reagdes de oxidagdo/degradacdo dos
farmacos, ou seja, a adigdo dos farmacos foi mais energética, fato que pode facilitar a
formagao de cristais na matriz de PLA. Além disso, a cristalinidade do PLA_CS foi
ligeiramente maior quando comparada ao PLA e PLA_CB.

5.3.2.2 Sistema PLA_AMIDO

As curvas de DSC referente ao primeiro aquecimento das amostras de
fibras do sistema PLA_AMIDO com adi¢do da cloxacilina sodica e benzatina estao
ilustradas na FIGURA 5.24
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FIGURA 5.25 - Curvas de DSC das amostras de fibras processadas por eletrofiagao: a)
sistema PLA_AMIDO, PLA_AMIDO_CS e b) sistema PLA_AMIDO_CB.

De acordo com a FIGURA 5.24 na amostra PLA_AMIDO foi observado um
deslocamento da Tg apds inclusdo do amido, com variagdo de temperatura em torno de
6°C, quando comparado a fibra de PLA. Além disso, na amostra PLA_AMIDO (FIGURA
5.24) apareceram dois eventos térmicos em 165 e 168°C, picos de fusdo caracteristicos
de materiais imisciveis (ZUO et al, 2015). Contudo, ao adicionar os farmacos CS e CB,

verificou-se que houve aumento nas temperaturas de transi¢ao vitrea de 6 e 7°C, nessa
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ordem (FIGURA 5.24 a-b). Fato que sugere possiveis interagdes de CS com o amido da
matriz PLA_AMIDO, enquanto a adi¢gao de CB indica interagdo com o PLA dessa matriz,
que era esperado. Nao foram observadas que variagdes nos valores de Tc quando se
adicionou CS a matriz, embora com adi¢do de CB, foram observados os eventos em 82
e 93°C, picos de Tm que podem sugerir formagao de cristais em diferentes temperaturas
de cristalizacdo, favorecidas pelas interagdes entre CB e a matriz PLA.

Por outro lado, foram verificados apenas um evento na fus&do quando
adicionados os farmacos, individualmente, na matriz PLA_AMIDO. Com adi¢do de CS
observou-se um evento em 168°C (FIGURA 5.24 a) e, a presenca de CB também se
verificou um unico evento em 168°C (FIGURA 5.24 b). Em ambos os casos, péde-se
concluir que as adi¢cdes dos farmacos favoreceram a miscibilidades entre o PLA e amido,
caracterizados por apenas um evento de fusdo em cada caso. A TABELA 5.7 apresenta
os valores para os eventos térmicos observados na analise de DSC.

TABELA 5.7 - Eventos térmicos (DSC) para o sistema PLA_AMIDO apds primeiro

aquecimento

Amostras Tg(°C)  Tc(°C) Tm (°C) AHm (J/g) AHcc (J/g) Xc(%)
PLA_AMIDO 65 82 165/168 29 6 31
PLA_AMIDO CS 64 82 170 32 9 34
PLA_AMIDO CB 63 82 167 28 11 30

De acordo com a TABELA 5.7 observa-se que nao houve diferencas
significativas nas Tg, Tc e Tm para o sistema PLA_AMIDO. Para a amostra com a CS
observa-se que a cristalinidade foi maior comparada as outras amostras desse mesmo

sistema, indicando maior gasto energético com adi¢cdo desse farmaco.

5.3.2.3 Sistema PLA_AMIDO_LAPONITA

As curvas de DSC referentes ao primeiro aquecimento das fibras dos
sistemas PLA_AMIDO_LAPONITA com adi¢cdo da cloxacilina sddica e benzatina estao
ilustradas na FIGURA 5.25.
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FIGURA 5.26 - Curvas de DSC das amostras de fibras processadas por eletrofiagdo dos
sistemas: a) PLA_AMIDO_LAPONITA, b) PLA_AMIDO_LAPONITA CS e c¢)
PLA AMIDO_LAPONITA CB.

Ao examinar as curvas da FIGURA 5.26 (a-b), embora os eventos térmicos
de fusdo em 165 e 169°C se mantiveram constantes com adi¢do da laponita na matriz
PLA_AMIDO, comparadas com sistema PLA_AMIDO (item 5.3.2.2), pdde-se observar
aumento de 6°C e 5°C nas temperaturas de transigao vitrea e cristalizagdo nessa ordem,
quando a laponita foi adicionada no sistema PLA_AMIDO, comparadas aos valores de
Tg e Tc do sistema PLA_AMIDO (item 5.3.2.2). Isso pode estar atribuido ao fato da
laponita atuar, nesse caso, tanto como propriedade de barreira, evidenciado no item 5.1.2
ou como agente de nucleagdo, podendo interferir tanto na transi¢cdo vitrea quanto na
cristalizagao do PLA.

No entanto, apdés a adicdo dos farmacos CS e CB, verificou-se que a
presenca desses farmacos no sistema PLA_ AMIDO_LAPONITA nao foram suficientes
para alterar, significativamente, as temperaturas de transicédo vitrea (Tg = 65°C), de
cristalizagdo (Tc = 81°C) e de fusdo (Tm = 169°C) (FIGURA 5.26 a), comparado com o
efeito desses farmacos, quando adicionados ao sistema PLA_AMIDO (item 5.3.2.2).
Porém, ao adicionar CB ao sistema PLA_AMIDO_LAPONITA, observou-se um unico
evento de cristalizagéo, Tc = 83°C, mesmo mantendo Tg e Tm, ao comparar a adigdo de
CB ao sistema PLA_AMIDO (item 5.3.2.2), indicando efeito unico, exclusivamente, da
laponita.
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A TABELA 5.8 apresenta os eventos térmicos de DSC, referentes aos

primeiros aquecimentos das amostras de fibras do sistema PLA_AMIDO_LAPONITA.

TABELA 5.8 - Eventos térmicos (DSC) para o sistema PLA_AMIDO_LAPONITA apés
primeiro aquecimento

Amostras Tg Tcc Tm AHm AHcc Xc
°C) (°C) (°C) (Jig)  (Jg) (%)
PLA_AMIDO_LAPONITA 65 87 165/169 34 17 37
PLA_AMIDO_LAPONITA_CS 63 81 169 29 4 31
PLA_AMIDO_LAPONITA_CB 63 83 169 35 16 38

Analisando a TABELA 5.8, foi possivel verificar variagbes no grau de
cristalinidade dos materiais com adi¢do da laponita, a qual proporcional ganho 7% de
cristalinidade, quando comparada a fibora de PLA_AMIDO. Quando a laponita foi
adicionada a matriz polimérica, o grau de cristalinidade tem a tendéncia de aumentar, o

que pode evidenciar um efeito nucleante da argila, como citado acima

5.3.2.4 Sistema PLA_AMIDO_MONTMORILONITA

As curvas de DSC referentes ao primeiro aquecimento das amostras de
fibras do sistema PLA_AMIDO_MONTMORILONITA, com adigao da cloxacilina sddica e
benzatina estao ilustradas na FIGURA 5.26.
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FIGURA 5.27 - Curvas de DSC das amostras de PLA_AMIDO_MONTMORILONITA,
PLA_AMIDO_MONTMORILONITA_CS e PLA_AMIDO_MONTMORILONITA_CB

De acordo com a FIGURA 5.26 (a-b), ao adicionar montmorilonita no
sistema PLA_AMIDO, foi possivel observar que ndo houveram diferengas significativas
nas temperaturas de transicdo vitrea (Tg = 62°C), de cristalizacdo (Tc = 80°C) e
temperatura de fusdo (Tm = 170°C), comparadas aos eventos térmicos do sistema
PLA_AMIDO (item 5.3.2.2). Nesse caso, a argila ndo funcionou como propriedade de
barreira, isto pode estar atribuido a modificagcado superficial da montmorilonita com sal de
amonia, mesmo sendo um produto comercial. Como discutido no item 5.1.4, essa argila
nao foi esfoliada no processamento das fibras, embora tenha sido submetida as mesmas
condi¢cbes de preparo de solugcdo e processamento das fibras com laponita, as quais
apresentaram boa homogeneidade.

Por outro lado, quando se adicionou os farmacos CS e CB ao sistema
PLA_AMIDO_MONTMORILONITA, ndo foram observadas variagdes significativas nas
Tg, Tc e Tm em relagdo ao sistema PLA_AMIDO (item 5.3.22), embora se verificou
apenas um evento de cristalizacdo, ao adicionar CB no sistema
PLA_AMIDO_MONTMORILONITA, fato semelhante foi observado no sistema
PLA_AMIDO_LAPONITA (FIGURA 5.25), indicando um efeito, exclusivamente, da

montmorilonita nesse sistema.
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TABELA 5.9 - Eventos térmicos (DSC) para o sistema PLA_AMIDO_MONTMORILONITA

apo6s primeiro aquecimento

Amostras Tg Tcc Tm AHm AHcc Xc
°C) (G (C) (Jg) () (%)

PLA_AMIDO_MONTMORILONITA 62 80 170 19 8 20
PLA_AMIDO_ MONTMORILONITA _CS 62 79 170 29 4 31
PLA_AMIDO_ MONTMORILONITA_CB 63 81 168 23 8 25

De acordo com a TABELA 5.9 foram observados que a temperatura de
cristalizacao foi inferior quando comparada a matriz de PLA, indicando que as camadas
de argilas com a modificagdo com o sal quaternario de aménio podem ter sido um fator

limitante na cristalizag&o dos poliméricos (GOES et al., 2012).

5.3.3 Analise Dinamico-Mecanica

Com o objetivo de avaliar a influéncia das propriedades mecanicas nas
amostras de fibras dos sistemas PLA, PLA_AMIDO_PLA_AMIDO_LAPONITA e
PLA_AMIDO_MONTMORILONITA processados por eletrofiacdo, bem como os efeitos
da insercao dos aditivos em cada amostra, foi realizado o ensaio de DMA. Os resultados
estdo apresentados FIGURA 5.27
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FIGURA 5.28 - Ensaio de tensdo x deformacao para os sistemas desenvolvidos por
eletrofiagdo: a) PLA, b) PLA AMIDO, c¢) PLA AMIDO_LAPONITA e c¢)
PLA_AMIDO_MONTMORILONITA.

A FIGURA 5.27 (a-c) ilustra os resultados da analise dindmico-mecanica,
com respeito as propriedades de tensdao e deformacdo das amostras de fibras
desenvolvidas neste trabalho por eletrofiacdo. Pdde-se observar que os valores de
tensao e deformacéo foram mais expressivos a partir da adigdo da cloxacilina sodica (CS)
nos sistemas PLA (tensdo = 2,3 MPa e 7,5% de deformacédo), em relagcédo a adi¢céo de
cloxacilina benzatina (CB) no PLA (FIGURA 5.27 a). Embora CB apresentou maior
interagcdo com PLA (itens 5.3.1 e 5.3.2), os maiores valores de tensao-deformagéo de
CS na matriz PLA podem estar atribuidos a reducéo das interagdes entre as cadeias do
PLA (intramolecular), que podem aumentar a flexibilidade do polimero e favorecer a
resisténcia mecénica, ou seja, o aditivo CS se comporta como plastificante, cuja
manipulagéo da razao polimero/plastificante pode ajustar as propriedades mecanicas do
polimero (KOH et al., 2018).
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No sistema PLA_AMIDO, verificou-se que a adicdo de amido ao PLA
apresentou ganho na propriedade mecéanica (tensdo-deformagao) do PLA, embora a
adicao dos farmacos resultou em maiores valores, para CS ( tensédo = 1,4 MPa e 7% de
deformagédo) e CB ( tensdo = 1,1 MPa e 6% de deformagao) (FIGURA 5.27 b), pelas
mesmas razodes tratadas acima. Com a adi¢ao da laponita no sistema PLA_AMIDO, nao
foram observadas variagdes significativas nos valores de tensdo-deformagao, embora os
valores de tensdo-deformagao permaneceram maiores com adi¢cédo de farmacos CS e CB
(FIGURA 5.27 c).

Porém, ao adicionar montmorilonita ao sistema PLA_AMIDO, pbde-se
observar que os valores de tensdo (2.2 MPa) e deformacéo (16%) suplantaram aqueles
referentes a adi¢cao da laponita nessa matriz, bem como aqueles proporcionados pelos
farmacos CS e CB no sistema PLA_AMIDO_MONTMORILONITA (FIGURA 5.27),
tornando um material mais resistente e flexivel. Esse efeito da motmorilonita pode estar
relacionado a modificagdo superficial dessa argila com sal de aménia, tratado no item
5.3.2.

Ressalta-se que para a analise mecanica, o0 sistema
PLA_AMIDO_MONTMORILONITA apresentou melhores resultados, uma possivel
explicagdo para os maiores valores de tensdo e deformagdo adquiridos nos sistemas
pode estar atribuido ao fato de que a argila pode gerar pontos de carga nessas matrizes,
0os quais podem funcionar como centros de dissipagdo de energia, proporcionando
maiores valores de tensdo e deformacgao da matriz. Além disso, os resultados de DSC
indicaram que esse sistema apresentou alta cristalinidade quando adicionado o agente
de nucleagdo (argila montmorilonita modificada organicamente), item 5.3.2. Outra
questdo que esta relacionada ao efeito plastificante do modificador organico usado na
argila que pode se tornar significativo nos ensaios mecanicos, ou seja, proporcionou
melhorias nas propriedades mecéanicas quando comparado ao sistema PLA
(KRISHNAMACHARI et al., 2009).

A TABELA 5.10 apresenta os valores de tenséo e deformagéo dos sistemas
produzidos por eletrofiagdo. Pdde-se verificar que ao adicionar os aditivos nas matrizes
poliméricas (PLA), proporcionaram alteragbes nas propriedades dindmico-mecanicas,
como por exemplo, tensdo e deformacao. Inicialmente, observou-se que a adi¢cao de

amido no sistema PLA proporcionou o dobro do valor de tenséo (tensdo = 1,0 MPa,
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PLA_AMIDO) e o valor de deformacgao foi 4 vezes maior, comparado ao sistema PLA
puro. Uma possivel explicacdo para essas variagdes pode estar atribuida ao fato que o
amido se encontrava disperso na matriz PLA, ou seja, ndo foi possivel solubiliza-lo
completamente com os solventes utilizados no processamento das fibras do sistema
PLA_AMIDO, uma limitagdo desse estudo. Assim, o amido pode gerar pontos de cargas
na matriz PLA, os quais podem funcionar como centros de dissipacdo de energia,
proporcionando maiores valores de tensdo e deformagdo da matriz. Tal efeito pode
também justificar o aumento nos valores de tensdo e deformacdo, embora menos
expressivos aqueles apresentados pelo amido, quando se adicionou as argilas laponita
e montmorilonita nos sistemas PLA_AMIDO.

Corroborando com estes resultados DONG et al. (2005) ao realizarem um
estudo das propriedades mecéanicas das misturas de PLA contendo diferentes
proporgdes de poli (6xido de etileno-b-amida-12) (PEBA), formou misturas imiscivel, mas
com uniformidade de PEBA dispersos na matriz PLA. Os resultados apresentaram
maiores tensdo e deformacdo com a insercdo do PEBA, uma vez que ocorreu a
dissipacdo de energia e melhorou a resisténcia das misturas PLA/PEBA, com o
alongamento na ruptura e a resisténcia ao impacto, aumentando para 346% e 60,5 kJm?,

respectivamente

TABELA 5.10 - Apresenta os valores de tensdo e deformacao dos sistemas produzidos
por eletrofiagcao

TENSAO DEFORMAGCAO

AMOSTRAS
(MPa) (%)

PLA 0,5+0,2 4,0 + 3,0
PLA_CS 2,3+ 0,1 7,5+5,2
PLA_CB 09+01  50+113
PLA_AMIDO 1,0 £ 0,1 17+7,7
PLA_AMIDO_CS 1,4+ 0,1 7,0 + 8,1
PLA_AMIDO_CB 1,1+ 0,1 6,0 + 2,0
PLA_AMIDO_LAPONITA 1,2+ 0,1 17+ 3,5

PLA_AMIDO_LAPONITA_CS 1,6 +0,1 83+ 1,0
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PLA_AMIDO_LAPONITA_CB 1,3 £0,1 76+23
PLA_AMIDO_MONTMORILONITA 2,2 £0,1 16 +£2,3
PLA_AMIDO_MONTMORILONITA_CS 2,0+£0,1 9,0+1,0
PLA_AMIDO_MONTMORILONITA_CB 2,1+0,1 124+ 2,0

5.3.4 Atividade bactericida

Para confirmar a manutencdo da atividade antimicrobiana das fibras
contendo os farmacos, foi realizado o teste bactericida utilizando as bactérias S. aureus.

e E.coli. Os resultados estao ilustrados nas FIGURAS 5.28 e 5.29.

PLA_AMIDO PLA_AMIDO
PLA_AMIDO LAPONITA MONTMORILONITA

000
0006

FIGURA 5.29 — Ensaio bactericida com a bactéria E. coli no meio contendo as amostras
PLA; PLA_AMIDO; PLA_ AMIDO_LAPONITA; PLA_AMIDO_MONTMORILONITA com os

farmacos CS e CB

De acordo com a FIGURA 5.28 para todos os sistemas desenvolvidos nao
foi possivel verificar a presenga de halo de inibigao para a bactéria E. coli. Isso pode estar
atribuido ao fato que as bactérias (Gram-negativas) apresentam uma estrutura de

membranas complexas que pode ter inibido o efeito dos farmacos, fazendo com que nao
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formasse zona de inibigdo. A bactéria Gram-negativa apresenta uma parede celular com
uma camada fina de peptideoglicano (~10 nm), e uma membrana externa composta de
dupla camada de lipidios, proteinas e polissacarideos. Além disso, entre a membrana
externa e a membrana plasmatica existe o espago periplasmatico que contém enzimas e
outros componentes que podem ter limitado a penetragao do farmaco e a formagao do
halo de inibigdo nas fibras (KHAN et al., 2018). Outra possibilidade para a ndo formagéo
do halo de inibigdo pode estar correlacionada ao fato da nao difusdo do farmaco no meio
de cultura. Os resultados das fibras sem o farmaco sao similares aos resultados da fibra
com farmaco, nenhuma zona de inibicao de crescimento bacteriano foi observada, o que
era esperado, visto que os materiais utilizados na composi¢cdo das fibras nao
apresentaram atividade bactericida. Para a bactéria S. aureus observou-se que halos
foram formados, conforme ilustra a FIGURA 5.29

LAPONITA MONTMORILONITA |

PLA PLA_AMIDO

FIGURA 5.30 — Halo de inibicao de crescimento da bactéria S. aureus no meio Contendo
as amostras PLA; PLA_AMIDO; PLA_AMIDO _LAPONITA; PLA_AMIDO_MONTMORILO
NITA com os farmacos CS e CB.

De acordo com a FIGURA 5.29, observou-se que houve manutencio da

atividade bacteriana para todas as fibras que continham a cloxacilina sédica e a
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cloxacilina benzatina. Ao utilizar a bactéria S. aureus o halo de inibigdo foi evidenciado
em todas as amostras. A explicacdo baseia-se na composicéo da prépria bactéria Gram-
positiva, pois na sua superficie encontram-se polissacarideos neutro e acidos, além de
diversas proteinas e acidos teicoicos. Logo abaixo, a parede celular apresenta-se como
uma camada densa de peptideoglicano (~30 nm), a qual € formado por cadeias
dissacaridicas, ligadas entre si por pontes peptidicas. A difusdo das cloxacilinas no meio
de cultura atinge diretamente a parede peptideoglicana fragmentanda e levando a morte
bacteriana (PAN et al., 2016). O mecanismo de ag¢ao dos antibidticos associa-se a
inibicdo das bactérias sensiveis ao bloquear macromoléculas importantes, como enzimas
e atividade de acidos nucleicos, que sdo muito importantes na multiplicagdo ou divisao
celular. As cloxacilinas sao capazes de se ligar a um local especifico na macromolécula
para formar um complexo, diferente da entidade original e sdo incapazes de
desempenhar sua fungao. Os principais alvos sé&o a sintese da parede celular bacteriana
(peptidoglicano), sintese proteica bacteriana (ribossomo bacteriano), replicagéo
bacteriana do DNA (enzimas bacterianas envolvidas no super enrolamento do DNA) em
funcdo da membrana citoplasmatica.

A partir dos resultados na FIGURA 5.30 foi possivel determinar o halo de

inibicdo para todas as amostras, conforme ilustrado na FIGURA 5.30.
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FIGURA 5.31 — a) Medida do halo de inibicdo a partir das fibras produzidas por
eletrofiacdo e b) aferiu-se os halos de inibigdo com auxilio de paquimetro para todos os

sistemas utilizando a bactéria S. aureus.
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De acordo com a FIGURA 5.30 (b) verificou-se que adi¢gao da cloxacilina
sddica proporcionou a formagao de maiores halos de inibicdo para todas as amostras
dos sistemas desenvolvidos neste trabalho. Esse fato sugere que a solubilidade de CS
implicou na sensibilidade das bactérias S. aureus, quando comparada a cloxacilina
benzatina. Como discutido no item 1.4, CB possui baixa solubilidade em agua. Vale
ressaltar que o meio de cultura foi preparado a partir de 2,1 g do reagente muller Hilton e
100 mL de agua destilada (item 3.2).

5.3.5 Ensaios de Liberagao

ApOs a caracterizag&o das fibras contendo as cloxacilinas foram realizados
ensaios de liberacédo do farmaco a partir das amostras de fibras eletrofiadas com a adi¢cao

da CS e CB, sendo monitorada pelas técnicas de UV-Vis em tampao fosfato em pH 7,2.

5.3.5.1 Sistema PLA

Os perfis de liberacao para o sistema PLA estdo expostos FIGURA 5.31.
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FIGURA 5.32 - Perfil de liberagdo da Cloxacilina para as amostras a)PLA_CS e PLA_CB;
b) comparagéo da liberagao entre 5 horas, 12 horas e 24 horas.

De acordo com a FIGURA 5.31 (a-b), para as amostras (PLA_CS e
PLA_CB), observou-se uma liberagdo rapida, uma vez que o farmaco foi liberado nas

primeiras horas de ensaio (70% em 7 horas), seguido de liberagdo sustentada ao longo
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do ensaio (>12 horas). Perfis similares de liberagdo rapida foram reportados ao
encapsular o farmaco diretamente na matriz do PLA, como por exemplo o Ibuprofeno
(liberagéao > 46% em 12 horas) por HU et al. (2013); bacitracina (liberacdo de > 62% em
12 horas) por YAO et al. (2016); Diclofenaco (44% em 6 horas) por PICCIRILLO et al.
(2019). Os autores atribuiram que os farmacos supracitados proporcionaram efeitos de
erosdo e degradagao da matriz polimérica e, consequentemente, aumento da liberagéo
dos medicamentos da matriz polimérica. Esse efeito de liberacdo rapida pode ser
eficiente, pois o farmaco liberado pode eliminar as bactérias antes da proliferagcao no local
infeccionado, principalmente em tratamento de feridas. A liberagdo sustentada, por sua
vez, pode eliminar organismos que ndo foram atingidos na liberagao rapida e que
precisam desses antibidticos para impedir o crescimento bacteriano no local lesionado.
No tratamento convencional, a cloxacilina sodica e benzatina séao
frequentemente prescritas para infecgdes leves a moderadas das vias aéreas superiores
e infec¢des localizadas na pele e tecidos moles, entre 250 a 500 mg, sendo administradas
de quatro a seis horas para que a concentragao dos farmacos atinjam e sejam mantidos
nos niveis terapéuticos do medicamento, mantendo a eficacia do medicamento no
organismos vivos. Ao desenvolver o sistema PLA, observou-se que a vantagem desse
sistema esta associada a manutencéo dos farmacos ao longo das 96 horas de ensaio,
com menor concentracdo (100 mg) de farmaco que s&o capazes de inibir o efeito
bacteriano, conforme analise bactericida, item 5.3.4. Por se tratar de fibras com
antibidticos, as quais podem promover melhorias quanto a frequéncia da administragao,
como também pode reduzir a duracdo de tratamento,uma vez que, as fibras podem ser
colocadas diretamente no local infeccionado. A desvantagem aqui associada esta
relacionada ao uso do PLA que tem alto custo de comercializagdo, bem como o amido
apresenta a capacidade de degradar o PLA em um periodo mais curto, € biodegradavel,
biocompativel e biodisponivel. Fatos que justificam o uso de amido ao sistema PLA.
Outras questdes observadas na FIGURA 5.31 foram os perfis de liberacao
das cloxacilinas, na qual a liberagao do farmaco CS foi maior que a CB, fator que pode
estar associado a alta solubilidade do farmaco CS e também ao menor diametro médio
da fibora PLA_CS (item 5.2.1, FIGURA 5.13 (c)). Na FIGURA 5.31(b) nao foram
observadas ganhos significativos nas concentragdes de liberagdo dos farmacos CS e CB
entre 12 e 24 horas. Isso sugere que esse material tem potencial para aplicagdo em
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tratamentos de doencas na pele, onde o farmaco pode atuar como inibidor da proliferacéo

das bactérias entre outros patdégenos, que podem afetar a saude do ser vivo.

5.3.5.2 Sistema PLA_Amido

Os perfis de liberacéo para o sistema PLA_AMIDO estao apresentados na
FIGURA 5.32.

Ao examinar a FIGURA 5.32, verificou-se que a liberagcédo dos farmacos CS
e CB no sistema PLA_AMIDO foi mais lenta (=60% em 7 horas) ao correlacionar com o
sistema PLA. A explicagdo para esse evento, pode estar associada ao aumento no
diametro das fibras PLA_AMIDO que foram influenciados devido a pouca solubilizagao
do amido que se manteve disperso na matriz PLA, podendo ter interferido no processo

difusional do farmaco.
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FIGURA 5.33 - Perfil de liberagédo da Cloxacilina para as amostras a) PLA_AMIDO_CS e
PLA_AMIDO_CB; b) liberagédo apds 24 horas

Adicionalmente, foi observado nas primeiras 12 h concentragdes maiores
de liberagado de CS em relagao a CB, que pode estar atribuida a elevada solubilidade em
meio aquoso comparado com CB (FIGURA 5.32 a). Por outro lado, ndo foram verificadas
grandes variagdes das concentragdes de liberagao dos farmacos CS e CB depois das 24
h (FIGURA 5.32 b).
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Ao confrontar os resultados do sistema PLA_AMIDO com os trabalhos na
literatura, esse sistema apresentou vantagem na liberagao da cloxacilina, uma vez que
estudos similiares reportam uma liberacdo mais rapida em menor tempo utilizando esse
mesmo farmaco, como é o caso do estudo de Schneider et al. (2018), que realizou a
liberacdo da cloxacilina usando a blenda PBAT (poli-(butileno adipato-cotereftalato)/ PLA
(poli(acido lactico), no qual o farmaco atingiu 70% da liberagdo em 15 minutos. Os autores
associaram esse efeito a natureza da matriz polimérica, pois nos sistemas imisciveis,
PLA/PBAT, a liberagao ocorre devido a ruptura e difusdo através da interface PLA, PBAT,
como também das distintas interagdes entre a droga e cada fase da mistura.

Outra vantagem desse sistema, foi quando comparado aos estudos de
JAITURONG et al. (2018) ao produzir fibras contendo amido, PVA - poli(alcool polivinilico)
e Maleato de Clorfeniramina, farmaco frequentemente usado para tratamento de gripes
e dores reumaticas. As fibras exibiram uma liberagdo bifasica da droga, na qual
aproximadamente 60% da droga foi liberada em 10 minutos e alcangou 90% de liberagéo
em 120 minutos. Os autores apontaram que a rapida liberagao foi devido a combinagao
dos efeitos de difusdo e degradagcdo da matriz polimérica, ocasionado pela adi¢do do
amido.

Contudo é importante destacar que, em nosso estudo, a proporgédo de
amido utilizada, 11,11% (m/m) foi um fator significativo para a retencéo na liberagao dos
farmacos no sistema desenvolvido (PLA_AMIDO). Nesse sentido, o estudo de TANG et
al. (2015) demostra que diferentes propor¢ées em massa de amido (0,5; 1,0 e 2,0 %
m/m) utilizado nas fibras contendo os polimeros PVA poli(alcool polivinilico), PEO
(poli(oxido de etileno) e o farmaco amoxicilina (AM) produziram resultados divergentes
de liberacdo rapida e liberagdo sustentadas/prolongadas. Assim, os resultados de
liberagao indicaram que a menor concentragado de amido (0,5% m/m) empregada para os
sistemas (AMIDO/PVA/AM) e (AMIDO/PEO/AM) nao ultrapassaram 15 uyg/mL em 100
minutos de ensaio utilizando o sistema com PEO e 10 horas para o sistema com PVA,
apresentando caracteristicas de sistemas prolongado. Enquanto, que a maior
concentragdo de amido empregada (2,0% m/m) a liberagdo do farmaco foi a maior e
atingiu aproximadamente 43 ug/mL em 100 minutos para o sistema com PEO e 53 ug/mL

em 30 horas de ensaio com o PVA.
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5.3.5.3 Sistema PLA_AMIDO_LAPONITA

Os perfis de liberagdao para o sistema PLA AMIDO_LAPONITA estao
ilustrados FIGURA 5.33. Foi verificado que no sistema PLA AMIDO_LAPONITA, os
resultados de liberagdo dos farmacos CS e CB foram sustentados/prolongados, quando
comparados com o sistema PLA e PLA_AMIDO. As primeiras possibilidades elencadas
para entender esse perfil de liberacdo com a laponita podem estar relacionadas ao
tamanho do diametro da fibra, uma vez que o sistema PLA_AMIDO_LAPONITA
apresentou fibras com diametros maiores (item 5.2.3). Uma possivel explicagado para
esse resultado, pode estar atribuida ao fenbmeno de esfoliacdo da laponita na matriz
PLA_AMIDO, discutida no item 5.1.4 e consequente propriedade de barreira que
possivelmente limitou a difusao dos farmacos para o meio tamponado.

No estudo de KAWAR et al. (2017) efeitos similares ao da laponita foram
identificados ao produzir fibras utilizando o PCL e o farmaco ciprofloxacino. O farmaco
atingiu 65% da liberagcdo apds 14 dias de ensaios, bem como foi observado efeito de
liberacdo rapida nas primeiras horas de ensaio, com um percentual de 29%. Os autores
atribuiram essa liberagdo ao mecanismo de inchamento das fibras quando colocados no
tampéo fosfato.
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De acordo com a FIGURA 5.33 (b) observou-se que a liberagdo em 5, 12 e
24 horas manteve-se constante para a amostra com a cloxacilina benzatina. Ja para a
cloxacilina sodica, a liberagdo manteve-se constante de 12 a 24 horas. No estudo de LUO
et al., (2019) os perfis de liberagdo em 100 horas de ensaio realizados com hidroxiapatita,
PLGA e doxirrubicina também foram sustentados/prolongados com 11% de liberagao no
pH 7,4. Além disso, os autores afirmaram que devido a presenca da hidroxiapatita, com
funcdo de armazenar o farmaco (nanocarreador) a liberagdo rapida ndo ocorreu.
Comportamento similar foi evidenciado neste estudo.

No estudo de WANG et al. (2012) o perfil de liberagcdo para a amoxicilina
incorporada a laponita e eletrofiadas com PLGA seguiu um padré&o bifasico caracterizado
por uma liberagao inicial rapida e devido a inser¢do da argila a liberagdo manteve-se
sustentada apds 12 horas com liberacdo de 40% da concentragdo do medicamento,
como o ensaio foi realizado até o 14° dia a liberacédo final foi de 60%. Os autores
atribuiram a liberacdo do medicamento foi devido a coexisténcia de dois mecanismos de
liberacdo. O primeiro caracteriza-se pela liberagao do farmaco encapsulado na laponita,
o segundo o farmaco foi liberado a partir da matriz polimérica, sem encapsulamento. Fato

que pode justificar a liberagao controlada/prolongada na matriz PLA_AMIDO_LAPONITA.

5.3.5.4 Sistema PLA_AMIDO_MONTMORILONITA

Os perfis de liberacdo para o sistema PLA_AMIDO_MONTMORILONITA
estdo apresentados na FIGURA 5.34
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FIGURA 5.35 - Perfil de liberacdo das cloxacilinas para as amostras de fibras
processadas por eletrofiagdo, sistema: a) PLA_AMIDO_MONTMORILONITA_CS e
PLA_AMIDO_MONTMORILONITA_CB; eb) comparacao da liberagdo apos 24 horas de
liberacao.

Ao examinar a FIGURA 5.34 a verifica-se que a liberacdo do farmaco CS
foi mais rapida que CB, pelas mesmas razdes discutidas no item anterior. Por outro lado,
a presenca de montmorilonita no sistema PLA_AMIDO n&o teve influéncia com respeito
a liberagao da cloxacilina sédica (CS), devido ao carater hidrofilico de CS e hidrofébico
da montmorilonita modificada com sal de amdnia. Porém, a liberagdo de CB da matriz
PLA_AMIDO_MONTMORILONITA foi mais lenta em relacdo a CS pelo fato da
compatibilidade com respeito a hidrofobicidade da argila modificada e o farmaco CB que,
consequentemente, prolongou a liberagdo de CB da matriz.

Outro aspecto interessante, que pode ter favorecido a liberacdo de CS,
baseia-se no fato que a montmorilonita ndo ficou esfoliada no polimero da matriz
PLA_AMIDO, como foi caso da laponita (item 5.3.5.3), na qual o perfil de liberagdo de CS

se caracterizou como prolongada.
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5.3.6 Cinética de liberagao

O mecanismo envolvido de liberagdo de farmacos por materiais fibrosos
depende varios fatores, tais como: natureza cristalina do farmaco, morfologias das fibras,
solubilidade dos farmacos, homogeneidade da distribuicdo da fase dispersa na matriz
entre outros fatores. A fim de compreender melhor a influéncia desses fatores, diversos
modelos matematicos tém sido empregados para descrever o mecanismo de liberagéo
envolvido em cada fibra. Os modelos mais aplicados para liberagao em fibras sao os
modelos de Korsmeyer-Peppas, Higuchi e Hixson-Crowel.

O modelo de Korsmeyer-Peppas descreve o perfil de liberagdo do farmaco
a partir de um sistema polimérico. Assim, o modelo pode ser representado pela
EQUACAO 3:

Me — g (3)

Onde k é a constante cinética, M,/M,, € a fragao do farmaco liberado ao
longo do tempo t e n € conhecida como expoente de liberagdo. Esse modelo categoriza
os perfis de liberagao de acordo com o valor de n, sendo eles: a) Quando o valorn > 0,5
o modelo corresponde ao mecanismo de difus&do Fickiana; b) Quando n for 0,5 <n <1
€ considerado como mecanismo de transporte de massa n&o-Fickiano (anémalo); c) Se
n > 1 a difusdo € nao Fickiana, chamada de super caso Il. A partir desse modelo, foram
propostas variagdes, inicialmente, o modelo foi projetado para matrizes planas. As
variagdes incluem formas cilindricas, onde n = 0,43 corresponde ao transporte Fickiano
e quando n > 0,83 corresponde ao super caso Il. (KORSMEYS e PEPPAS, 1981;
RITGER e PEPPAS, 1987)

Higuchi € um modelo puramente difusional, que é regido pela primeira lei
de Fick, descrevendo uma dependéncia da liberagdo com a raiz quadrada do tempo
(HIGUCHI, 1962). Para o modelo do Hixson-Crowel a liberagdo n&do envolve nenhum
processo de difusdo, sendo proposto para matrizes porosas com distribuicdo do
medicamento na superficie (HIXSON e CROWELL, 1931). Neste modelo, a liberagéo
depende exclusivamente da solubilidade do farmaco.



86

Assim, os graficos para o modelo Korsmeyer-Peppas foram ajustados com

base nos dados experimentais dispostos na FIGURA 5.35. A escolha do numero de

pontos para o ajuste foi baseada considerando que o modelo de Korsmeyer-Peppas

descreve que 60% da liberagdo podem ser usados nos calculos, assim 7 pontos foram

selecionados para analise dos dados de liberacdo de todos os sistemas desenvolvidos

neste trabalho.
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FIGURA 5.36 - Ajustes com base nos modelo Korsmeyer-Peppas

A partir da FIGURA 5.35 é possivel associar o melhor ajuste dos dados no

modelo Korsmeyer-Peppas com base nos valores de R? n e a constante k, cujas

informagdes de controle cinético, estruturais e, geométricas das matrizes poliméricas
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podem ser extraidas, nessa ordem, a partir desse modelo. A TABELA 5.11 sumariza os

principais modelos matematicos comumente utilizados na liberagado de farmacos.

TABELA 5.11- Parametros cinéticos calculados pelos modelos cinéticos para todas as
fibras desenvolvidas.

Korsmeyer- : : :
Higuchi Hixson
AMOSTRAS Peppas
R? k R? k R? k
PLA_CS 0,87 181 0,70 3,1 0,63 0,01
PLA_CB 0,70 1,78 0,67 3,7 0,45 0,03
PLA_AMIDO_CS 0,81 1,73 0,82 23 0,76 0,03
PLA_AMIDO_CB 0,82 165 0,71 6,3 0,48 2x107?
PLA_AMIDO_LAPONITA_CS 094 1,17 090 26 0,80 4x10°%
PLA_AMIDO_LAPONITA_CB 093 1,07 086 3,1 0,72 5x10°%

PLA_AMIDO_MONTMORILONITA_CS 096 1,72 0,71 55 0,74 0,05
PLA_AMIDO_MONTMORILONITA_CB 0,94 166 076 7,5 080 0,02

Com base nos resultados apresentados na TABELA 5.11, pdde-se verificar
gue o mecanismo de transporte dos sistemas de liberagdo dos farmacos CS e CB,
desenvolvidos neste trabalho, foi melhor ajustado no modelo de Korsmeyer-Peppas que
apresentou maiores valores de R?, variando de 0,70 a 0,96, ficando mais proximos da
unidade que os valores de R? quando se utilizou os modelos de Higuchi e Hixson.

No entanto, os sistemas que foram adicionados argilas se ajustaram
adequadamente ao modelo de Korsmeyer-Peppas (maiores valores de R?), em cujos
resultados de cinética de liberagdo, confirmaram os sistemas PLA_AMIDO_LAPONITA
CB e PLA AMIDO_LAPONITA CS como aqueles que tiveram liberagdes
controladas/prolongadas, evidenciados pelos menores valores de k (1,07 e 1,17 mg/Lh).
Em contra partida, a partir da constante cinética obtido pelo modelo de Korsmeyer-
Peppas, foi possivel também confirmar o sistema PLA_CS, em que apresentou cinética
de liberacao foi rapida, evidenciado pelo maior valor de
k (1,81 mg/Lh), quando comparado com os demais sistemas.
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Por outro lado, os valores de n foram menores que 0,5 e, de acordo com o
modelo sugerindo (Korsmeyer-Peppas), esse valor classifica 0 mecanismo, no qual a
liberacdo da cloxacilinas CS e CB ocorreram das fibras para o meio tamponado, como
mecanismo de difusao Fickiano.

Portanto, as estratégias utilizadas neste trabalho, com respeito a insergéo
de aditivos na matriz PLA, buscando melhorar a estabilidade dos compdsitos
processados por eletrofiacdo, bem como as propriedades mecanicas e, principalmente,
o controle da liberagcdo dos farmacos cloxacilina sédica e benzatina dos sistemas
desenvolvidos, como também os modelos matematicos adotados, nos permitiram
classificar o sistema que se adicionou as argilas como os mais eficientes para a liberagéo
controlada/prolongada de CS e CB das fibras para o meio tamponante. Tais sistemas séo
promissores para aplicacédo na liberagédo de drogas que necessitem de concentragdes de
medicamento por longo periodo na faixa terapéutica.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foram processadas fibras por eletrofiacdo com éxito para
todos os sistemas propostos, a saber: PLA; PLA_AMIDO; PLA_AMIDO_LAPONITA e
PLA_AMIDO_MONTMORILONITA com adicdo em cada sistema dos farmacos
cloxacilina sédica e benzatina. Essas fibras apresentaram diametros médios, variando de
331 nm + 61 a 651 nm £ 399, contendo maiores valores aquelas em que a laponita foi
adicionada.

As caracterizagbes estruturais (DRX , FTIR e Raman), morfolégicas (MEV-
EDS) confirmaram a composicdo dos compdsitos desenvolvidos neste trabalho, PLA,
amido, laponita e montmorilonita, bem com os farmacos CS e CB. Com auxilio do DRX
foi possivel também confirmar a intercalagdo dos polimeros nas lamelas das argilas e a
fases dos polimeros, farmacos e argilas. Nas analises de MEV foram confirmadas o
formato 1D das fibras processadas por eletrofiagao.

Para todas as fibras contendo os farmacos houve manutencao da atividade
bactericida, estando em conformidade aos ensaios realizados com antibiéticos.

As analises térmicas TG e DSC mostraram que nao houve alteracdes
significativas com a adigdo da cloxacilinas e argilas, contudo o grau de cristalinidade foi
alterado para cada amostra. Sendo mais cristalinas as fibras com adi¢gado da argila ao
comparar com a fibra de PLA.

Os ensaios de tensao versus deformacao para todas as fibras indicaram
melhora na resposta apds a adicdo do amido, montmorilonita e farmacos.

Mediante todos os sistemas eletrofiados ressalta-se que o sistema com a
presenca da montmorilonita foi eficiente para o reforco mecanico na fibra de PLA_AMIDO,
bem como proporcionou a manutengao da atividade bactericida das cloxacilinas para os
sistemas desenvolvidos frente a bactéria S. aureus.

Os resultados experimentais de liberacdo, como também os modelos
matematicos indicaram uma liberagdo rapida para o sistema PLA, controlada para os
sistemas PLA_AMIDO, controlada/prolongada para PLA_AMIDO_LAPONITA e
PLA_AMIDO_MONTMORILONITA frente aos farmacos CS e CB. Portanto, os sistemas

que foram adicionados argilas, especialmente a laponita, sdo promissores para aplicagéao
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na liberagao de farmacos CS e CB que necessite de dose, cuja concentragao permaneca

por longo periodo na faixa terapéutica desses medicamentos.
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ANEXOS

PERMISSAO DE USO DAS ILUSTRACOES APRESENTADAS NESSA TESE

A Tabela 01 apresenta a lista de ilustragdes que foram adaptadas de artigos
publicados que foram concedidas uso na tese de doutorado desenvolvida por Mayara
Coelho Sa.

TABELA 01 — llustragdes que foram concecidas permissédo de uso na tese de doutorado
com os seus respectivos autores.

TITULO DAS ILUSTRACOES USADOS

ILUSTRACOES NA TESE AUTORES
FIGURA 1.1 llustracdo esquematica do sistema de HE et al (2014)
eletrofiacédo
FIGURA 1.2 Representacéo grafica de varias HE et al (2014)

estratégias para a preparagéao de fibras
carregadas com farmacos
FIGURA 1.4 a) Imagem da manta de fibras de PLA; b) XU et al (2015)
imagem de microscopia eletrénica de
varredura das fibras do PLA
FIGURA 1.5 Estrutura quimica do amido: a) amilose e | CHEN et al (2015)
b) amilopectina
FIGURA 7.1 Representagdo esquematica da laponita: | CUMMINS (2007)

a) composicdo atbmica; b) estrutura
cristalina e b) formato da laponita em

disco.

FIGURA 1.8 Rotas de Impactos dos farmacos no OECD, 2019
ambiente
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