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O Rio e 0 Oceano

“Diz-se que, mesmo antes de um rio cair no oceano, ele treme de medo.
Olha para trds, para toda a jornada: os cumes, as montanhas, o longo
caminho sinuoso atraves das florestas, através dos povoados e vé a sua
frente um oceano tdo vasto que, entrar mnele, nada mais é que
desaparecer para sempre. Mas ndo hd outra maneira. O rio ndo pode
voltar. Ninguém pode voltar. Voltar é impossivel na existéncia. Vocé
pode apenas ir em frente. O rio precisa se arriscar e entrar no oceano.
T somente quando ele entra mo oceano é que o medo desaparece.
Porque apenas entdo o rio saberd que ndo se trata de desaparecer no
oceano, mas torna-se oceano. Por um lado é desaparecimento, e por
outro lado é renascimento. Assim somos nos. Voltar é impossivel na
existéncia. Vocé pode ir em frente e se arriscar: Torna-se OCEANO!”

Osho



RESUMO

As neoplasias (canceres) constituem a segunda maior causa de morte no mundo,
perdendo apenas para as doencas cardiovasculares. No Brasil, as neoplasias
conduzem a altas taxas de mortalidade, devido ao fato de serem diagnosticadas
tardiamente e pela limitacdo dos tratamentos disponiveis. Sistemas poliméricos de
liberacao de farmacos antitumorais vém sendo amplamente investigados como uma
alternativa terapéutica para neoplasias. Esses sistemas podem ser implantados
diretamente no local de acdo, permitindo a liberacdo modificada do agente
guimioterapico, minimizando, consequentemente, os efeitos colaterais provocados
por esses farmacos administrados pelas vias convencionais. Sendo assim, o projeto
proposto para esta dissertacdo constitui-se claramente em um desafio tecnoldgico:
desenvolver matriz de polietilenoglicol-PEG e hidroxiapatita-HA, determinar suas
caracteristicas fisicas e quimicas, com a finalidade de se avaliar o perfil de liberacao
da quercetina (QUE) incorporada na mesma, bem como, desenvolver o dissolutor
HM-RJ/CFO01 que possibilite tal avaliacdo. Para execucdo desses objetivos, a
hidroxiapatita foi preparada por meio da reagdo entre o nitrato de calcio e o
hidrogenofosfato de aménio em meio basico, em seguida, o p6é ceramico foi disperso
em polietilenoglicol liquido com posterior adicdo de quercetina para a obtencédo dos
compésitos do material, sendo que o mesmo foi desenvolvido nas seguintes
propor¢cdes: PEG8/HA2, PEG6/HA4, PEG5/HAS e PEG4/HAG, cada uma com 100
mg de quercetina p/p. A caracterizagéo foi realizada por MEV, EDS, FTIR, DRX, TG
e teste de dureza. Em paralelo, foi desenvolvida e validada uma metodologia de
guantificacdo de quercetina por CLAE-DAD no meio de dissolugéo apropriado. O
desempenho como sistemas de liberacdo controlada foi avaliado por meio da
determinacdo da liberacdo in vitro de quercetina nos compositos desenvolvidos. O
conjunto de resultados mostrou que foi possivel obter a ceramica na sua forma pura,
bem como, produzir os compdsitos contendo a quercetina com caracteristicas
interessantes que permitiram a avaliacdo do perfil de liberacdo. A caracterizacdo dos
compaositos mostrou uma coeséo entre HA/PEG/QUE, evidenciado pelo aumento do
ponto de fusdo da quercetina na TG. Os perfis de liberacdo evidenciados pelos
compositos apresentaram maior correlagcdo com o modelo de Weibull, indicando que
a liberacdo do farmaco, ocorre segundo um mecanismo complexo, no qual estao
envolvidos a difusdo, o intumescimento e a erosdo, caracterizando-se, dessa forma,
um sistema de liberacdo prolongada para quercetina. Os resultados mostraram
ainda um bom desempenho do dissolutor utilizado neste trabalho como também que
0 composito PEG5/HAS/QUE possuem caracteristicas que abrem margens para
prospecc¢des futuras no tocante a avaliacdo da liberagdo da quercetina em modelos
para animais e humanos.

Palavras chave: Hidroxiapatita; Polietilenoglicol; Quercetina.



ABSTRACT

Neoplasms are the second leading cause of death worldwide, second only to
cardiovascular disease. In Brazil, neoplasms lead to high mortality rates due to their
being diagnosed late and the limitation of available treatments. Polymeric delivery
systems for antitumor drugs have been widely investigated as an alternative
treatment for cancer. These systems can be deployed directly in the place of action,
allowing the modified release of the chemotherapeutic agent, thus minimizing side
effects caused by these drugs administered by conventional routes. Therefore, the
proposed project for this thesis clearly constitutes a technological challenge: to
develop matrix and hydroxyapatite-HA and polyethylene glycol-PEG, assess their
physical and chemical characteristics, in order to evaluate the release profile of
guercetin (QUE) incorporated therein, as well as develop a HM-RJ/CF01 dissolution
instrument that allows such an evaluation. To achieve these objectives, the
hydroxyapatite was prepared by the reaction between calcium nitrate and ammonium
phosphate in basic medium, then the ceramic powder was dispersed in liquid
polyethylene glycol with subsequent addition of quercetin to obtain the composite
material and it was developed in the following proportions: PEG8/HA2, PEG6/HAA4,
PEG5/HAS5 and PEG4/HAG, each with 100 mg of quercetin. The characterization was
performed by SEM, EDS, FTIR, XRD, TG-DTA and hardness test. In parallel, it was
developed and validated a method for quantification of quercetin by HPLC-DAD in
the middle of suitable dissolution. The performance as a drug delivery systems was
evaluated by determining the in vitro release of quercetin in the developed
composites. The set of results showed that it was possible to obtain ceramics in their
pure form, as well as producing composites containing quercetin with interesting
characteristics that allow the evaluation of the release profile. The characterization of
the composite showed cohesion of HA / PEG / WHO, evidenced by the increase in
quercetin melting point TG. The release profiles evidenced by the composite had
higher correlation with the Weibull model, indicating that drug release occurs
according to a complex mechanism, in which are involved the diffusion, swelling and
erosion, characterized thus a sustained release system for quercetin. The results
also showed a good performance dissolutor used in such work as well as the
composite PEG5 / HAS5 / WHO has characteristics that open margins for future
research regarding the evaluation of the release of quercetin models for animals and
humans.

Keywords: hydroxyapatite; polyethylene glycol; Quercetin.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de novos materiais vem sendo o foco de diversos estudos
nas areas medicas e de ciéncias de materiais, com o intuito de fornecer alternativas
mais eficientes e menos onerosas para o tratamento de inUmeras enfermidades. Os
materiais poliméricos organicos, inorganicos ou suas combinacfes (compositos),
guando demonstram biocompatibilidade, sdo considerados biomateriais (NETO R. S,
et al., 2008). Os biomateriais atualmente ganham destaque por possuirem
propriedades fisicas e quimicas que favorecem a incorporacdo de moléculas ativas
em sua estrutura, fornecendo a elas uma estrutura de sustentacdo para sua
liberacdo em meio, tempo e quantidades apropriadas, melhorando sua eficacia e
reduzindo o risco de toxicidade (KIM, J.K., et al., 2014). Uma proposta atual para o
emprego de novos materiais é a producdo de estruturas implantaveis, as quais ja
sdo utilizadas para o tratamento de enfermidades crénicas ou doencas
degenerativas como cancer (SIEPMANN, J., et al., 2006; WEINBERG, B.D., et al.,
2008). O tratamento do cancer normalmente é viabilizado por diferentes modos
terapéuticos, que podem ser divididos em tratamento cirlrgico, radioterapia e
tratamento clinico, o qual engloba a quimioterapia, hormonioterapia, imunoterapia e
uso de blogueadores enzimaticos (GIACCHETTI, S., et al, 1999; LEE C.
PEDERSON, et al., 1997; ROSENBERG, S.A., et al., 1990). Nesse contexto, a
guimioterapia € a modalidade terapéutica que possui maior incidéncia de cura de
muitos tumores, incluindo os mais avancados, e a que mais aumenta a sobrevida
dos portadores de céncer (KELLER, J.H., et al., 1982). Entretanto, apesar da
eficacia dos quimioterapicos no tratamento das neoplasias, tais agentes sao
extremamente toxicos a qualquer tecido, seja ele normal ou canceroso, provocando
efeitos colaterais graves aos pacientes, o que diminui a qualidade de vida dos
mesmos. A utilizacdo de estruturas implantaveis para o tratamento de canceres é
uma alternativa que pode oferecer uma maior proximidade entre o farmaco e seu
sitio de acdo. Por outro lado, essas estruturas podem amenizar as limitacdes
farmacocinéticas da substancia ativa, que sdo mais contundentes, geralmente,
guando a administracdo é realizada por via oral ou por outra via que possua um
elevado nivel de barreiras bioldgicas, dificultando o acesso do farmaco ao seu alvo

molecular. Contudo, alguns estudos demonstram que existem técnicas implantaveis
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promissoras para o tratamento de diversos tipos de neoplasias (NASONGKLA, N.,
2009; WEINBERG, B.D., et al., 2008).

Um composto natural promissor contra doencgas neoplasicas e que pode ser
associado a sistemas de liberacdo modificada implantaveis é a quercetina. A mesma
faz parte da classe dos flavonoides e é um polifenol obtido originalmente do
metabolismo especializado de plantas. Apresenta atividade biolégica com elevado
potencial anticancer, especialmente, contra cancer de mama (DUO, J., et al., 2012;
LI, S.-Z., et al.,, 2013; SCAMBIA, G., et al.,, 1991). Entretanto, se enquadra no
exemplo de substéncia que possui muitas limitagcbes farmacocinéticas, com
biodisponibilidade oral limitada, em decorréncia do seu elevado metabolismo
colénico e hepético e da sua baixa solubilidade aquosa (CAIl, X., et al.,, 2013;
GOHLKE, A., et al., 2013). Estes podem ser alguns dos motivos que limitam a
producdo de medicamentos a base de quercetina para o tratamento de neoplasias.

Os sistemas de liberacdo modificada de farmacos sdo muitas vezes
constituidos por compésitos e de acordo com Dhanalakshmi (2012), a utilizacéo
destes materiais poliméricos compostos por polietilenoglicol (PEG) e hidroxiapatita
(HA), pode ser uma alternativa para estes sistemas. Em seu estudo, ele produz
misturas com diferentes propor¢cdes de PEG/HA e relata que os compdsitos
formados possuem caracteristicas fisicas que permitem a producdo de estruturas
semirrigidas para fins implantaveis, e que naturalmente poderdo servir como
matrizes para liberacdo modificada de farmacos (DHANALAKSHMI C. P, et al.,
2012).

A hidroxiapatita ja foi utilizada em outros estudos como matriz de liberacéo
modificada de diversas classes de farmacos (LEPRETRE, S., et al., 2009; RIBEIRO,
C.C,, et al., 2006; SANTOS, C., et al., 2009; VENKATASUBBU, G.D., et al., 2013;
YAMAMURA, K., et al., 1994; YANG, P., et al.,, 2008) onde a mesma melhorou a
biodisponibilidade, resposta terapéutica, conferiu uma maior eficacia, seguranca e
permitiu uma liberacdo prolongada de farmacos. J4 o polietilenoglicol é relatado
como atoxico, ndo-imunogénico e ndo antigénico, sendo também utilizado em
sistemas de liberacédo (FENG, B., et al., 2008; LE THI MAI HOA, et al., 2009; PETER
J. PHOTOS, et al., 2003).

Uma fase relevante no desenvolvimento de compdsitos é a analise fisica de
sua estrutura, que fornece dados importantes para explicar parametros de

estabilidade e composicéo. Estes dados podem ser obtidos por meio da observacéo
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morfologica de sua superficie ou intersticios através da Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV). A presenca de grupos funcionais quimicos é analisada por meio
da Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR),
mostrando as interacfes quimicas que provavelmente foram estabelecidas entre o
conjunto polimero/ceramica presente nos compadsitos e a substancia incorporada.
Dados de temperaturas e entalpias caracteristicas de fusdo, cristalizacéo, transicoes
polimérficas, reacles, transicdo vitrea, decomposicdo, estabilidade térmica,
compatibilidade entre componentes, distribuicdo do peso molecular, entre outros,
podem ser obtidos através de andlises térmicas como termogravimetria (TGA) e
calorimetria diferencial de varredura (DSC/DTA) (DHANALAKSHMI C. P, et al,
2012).

Até o presente momento nao existem relatos na literatura sobre estudos que
demonstrem o perfil de liberacdo da quercetina incorporada em compdsito
constituido pelo polimero polietilenoglicol e a ceramica hidroxiapatita. Esta
observacdo pode ser vantajosa pela unido das caracteristicas fisicas e quimicas de
ambos, com o intuito de desenvolver um novo tipo de formulacdo para liberacéo
modificada de substancias, que pode possibilitar a introdugcdo da quercetina
definitivamente na terapéutica de neoplasias.

Uma forma comum de avaliar o perfil de liberacdo de farmacos é por meio de
ensaios de dissolucao, obtidos em aparelhos dissolutores, que sao configurados de
forma a mimetizar ao maximo o meio biolégico no qual a formulacdo farmacéutica
em desenvolvimento sera exposta. Desta forma, o ensaio de dissolugdo caracteriza-
se como uma ferramenta especialmente importante no desenvolvimento de novos
medicamentos, identificacdo de variaveis criticas na producao, formulacdo, controle
de qualidade, estabelecimento de correlagbes In vitro/In vivo (MANADAS R, et al.,
2002). Alguns laboratorios optam por utilizar os equipamentos dissolutores
industrializados com sistemas de amostragem automatizados e acoplados a
diferentes modos de deteccao e analise. Contudo, a busca por inovacao tecnologica
e por modelos experimentais originais motivam cada vez mais a producdo de
equipamentos para realizacdo de experimentos cientificos. Por outro lado, as
restricbes orcamentarias podem ser um fator limitante para aquisicdo de
equipamentos sofisticados para o laboratério de pesquisa. Sendo assim,
equipamentos como dissolutores podem ser desenvolvidos de forma “artesanal” ou

“caseira” na propria universidade, conhecidos mais apropriadamente como “HM-
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RJ/CF01 equipement”. Tal equipamento, depois de construido, deve passar por uma
avaliacdo de desempenho de dissolucdo, conhecida como qualificagdo quimica,
recomendado pela Federacdo Internacional de Farmacia (FIP) e de acordo com
Guidelines de 1995, utilizando comprimidos calibradores da USP (“Desintegrating” -
prednisona e “Non-Desintegrating” - acido salicilico) (MOLLER, H., et al., 1995; USP,
2000). Outro teste realizado é a qualificacdo fisica do equipamento, onde séao
avaliadas as especificacdes de dimensionamento, temperatura, volume do meio de
dissolucéo, rotacdo do sistema de agitacdo do meio, bem como a técnica de
amostragem (FARINHA, A., et al., 1997).

O estudo do perfil de dissolucdo da quercetina incorporada em compdsitos
constituidos por PEG/HA, para fins implantaveis, € um passo no processo de
desenvolvimento de um medicamento. Com este tipo de ensaio pode-se prever 0
comportamento in vivo da forma farmacéutica, bem como do seu perfil de liberacéo,
corroborando para reducdo de custos e tempo envolvido, além de agregar uma

maior confiabilidade relacionada a qualidade do produto em desenvolvimento.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil de dissolugcdo da quercetina incorporada em compdsito constituido

pelo polimero polietilenoglicol e pela ceramica hidroxiapatita.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter a ceramica hidroxiapatita a partir da rota Uumida;

Desenvolver o compdsito constituido por hidroxiapatita e polietilenoglicol 4000
comercial;

Incorporar a quercetina no compasito e produzir uma pastilha para fins implantaveis;
Realizar a caracterizacdo morfoldgica, fisica e quimica do compadsito desenvolvido;
Construir um equipamento dissolutor HM-RJ/CFO01 para avaliar o perfil de liberagao
da quercetina incorporada no compdésito;

Realizar a qualificagéo fisica e quimica do dissolutor HM-RJ/CFO01 construido;
Desenvolver e validar a metodologia analitica para quantificar a quercetina no meio
de dissolucéo;

Determinar o perfil de liberagdo da quercetina no processo de dissolucéo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Desenvolvimento cientifico e tecnoldégico de novos materiais com

finalidades médicas

O desenvolvimento cientifico e tecnolégico de novos materiais traz materiais
poliméricos bem diversificados quando se leva em consideracdo as suas
constituicbes, bem como, suas finalidades. Alguns biomateriais poliméricos sao
utiizados na sua forma pura, enquanto outros podem ser compdsitos, com
caracteristicas distintas dos materiais que Ihe deram origem, tornando-os versateis
para utilizacdo nas areas médicas. Atualmente existem biomateriais empregados na
engenharia tecidual, a exemplo da regeneracdo ou substituicio de cartilagem,
musculos e ossos (CAO, Z., et al., 2014; KEANE, T.J., et al., 2014; VENKATESAN,
J., et al., 2014), implantes para liberacdo de farmacos, entre outros (ANDERSON,
D.G., 2014).

No desenvolvimento de matrizes de liberacdo controlada de farmacos
frequentemente emprega-se estruturas poliméricas de origem natural ou sintética.
Os biomateriais utilizados nas formulagdes destas matrizes devem permitir 0
rastreamento do farmaco como também a determinacdo de sua rota no organismo,
com base nos parametros de biodisponibilidade, estabilidade, toxicidade, facilidade
de producéo, etc. (KIM, J.K., et al., 2014).

Estruturas poliméricas que se destacam na liberacdo controlada de farmacos
sdo os hidrogéis, que possuem uma malha tridimensional, hidrofilica, que pode ser
homopolimérica ou copolimérica e possuem uma elevada capacidade de absorver
agua ou fluidos bioldgicos. A hidroxiapatita e o polietilenoglicol sdo exemplos de
materiais associados a outros polimeros para obtencdo de hidrogéis de liberacao
controlada (KIM, J.K., et al., 2014).
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3.2. Hidroxiapatita e polietilenoglicol: emprego nas areas médicas
3.2.1. Polietilenoglicol

O polietilenoglicol (PEG) € um poliéter diol linear, que possui um ndamero
medio de grupos oxietileno repetidos (Figura 1).

E muito utilizado em um grande nimero de aplicacbes na area farmacéutica
humana e veterinaria, sendo o mesmo considerado imunologicamente seguro, pois é

eliminado do corpo intacto pelos rins (MOGHIMI, S.M., et al., 2001).

Figura 1. Estrutura monomérica do polietilenoglicol.

O _H
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Fonte: Arquivo pessoal.

Existem polietilenoglicois em estados fisicos soélidos e liquidos. No estado
sélido, sdo substancias de coloracdo branca, hidrofilicas, estaveis e néao irritantes.
No estado liquido possuem coloracdo que varia de transparente para levemente
amarelado. Seu ponto de fusdo aumenta conforme ocorre aumento da massa
molecular. E um polimero ndo toxico, ndo imunogénico, usado como uma das
estratégias para superar desvantagens associadas a alguns produtos
biofarmacéuticos (VERONESE, F.M., et al., 2005).

O PEG é utilizado na industria farmacéutica nas mais variadas formas, como
por exemplo, em preparacdes de uso parenteral, tépico, oftdlmico, oral ou retal. Os
gue possuem alta massa molecular séo utilizados em formulagbes de comprimidos
como agregantes ou plastificantes (ROWE R. C, et al., 2003). Rodriguez et. al.,
(2002) utilizaram o PEG 4000 como excipiente em formula¢cdes de comprimidos de
diclofenaco. Ele foi escolhido como excipiente por suas caracteristicas fisico-
guimicas de hidrofilicidade e baixo ponto de fusdo. O estudo mostrou que o PEG
4000 é um excipiente adequado para qualquer tipo de granulacdo aumentado a
porcentagem de dissolu¢éo do diclofenaco (RODRIGUEZ, L., et al., 2002).
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Mais recentemente, foi identificado como um agente terapéutico por ter uma
variedade de configuracfes experimentais e terapéutica veterinaria, inclusive sua
solucdo € muito utilizada no processo de preparacdo do célon para exames de
colonoscopia (BRAMBILLA E, et al.,, 2008). Por ser quimicamente inerte e por
apresentar poucos riscos ambientais, pode ser descartado sem tratamento prévio.
Pode ser expelido pelo corpo sem ser metabolizado, e é comumente empregado em
cosméticos e como carreador em produtos farmacéuticos (CHEN, J., et al., 2005). E
utilizado ainda como estrutura tecidual, a exemplo de cartilagens artificiais e
estruturas biodegradaveis (NORIYUKI TAMAI, et al., 2005; PAN, Y., et al., 2009;
WANG, M., et al., 2008).

Em outro estudo recente, conduzido por Krok et al., (2012), o PEG ¢é
misturado com poli(L-acido-lactico-co-acido glicélico)(PLGA) previamente dissolvido
em cloreto de metileno. Neste estudo, os autores concluiram que as membranas
produzidas com 60% de PEG tém propriedades mecanicas mais favoraveis para
aplicacdes médicas. Concluiram ainda que o tamanho e a distribuicdo dos poros nas
membranas dependem do peso molecular do PEG utilizado: Os compdsitos
constituidos com PEG de baixos pesos moleculares produziram membranas com
uma distribuicdo mais homogénea dos poros, enquanto que os de maiores pesos
moleculares resultaram em membranas com poros mais assimétricos. As
membranas produzidas podem suportar o crescimento celular e sdo materiais
promissores para aplicacdes bioldgicas (KROK, M., et al., 2012).

Em formulacdes farmacéuticas com farmacos pouco sollveis o PEG pode
agir como lubrificante. Esta acdo ndo € comparada a do estearato de magnésio,
porém, um pequeno efeito antiaderente pode ser evidenciado (ROWE R. C, et al.,
2003). Além disso, o PEG tem sido amplamente estudado como solubilizante de
farmacos pouco soliveis em agua (KABANOV, AV., et al., 2002) e também é
associado como precursor organico a polimeros inorganicos formando sistemas de
liberacdo controlada de farmacos. Essa associacdo vem de sua capacidade de
formar micelas (estrutura globular formada por varias moléculas que possuem
caracteristicas polares e apolares simultaneamente, dispersos em um liquido
constituindo um das fases de um coldide) (Figura 2). S&o capazes de se
combinarem com o farmaco, melhorando sua solubilidade, estabilidade,
permeabilidade além de controlar o processo de liberacdo (ALIABADI HM, et al.,
2006; KEANE, T.J., et al., 2014; MULLEN, L.M., et al., 2009).
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Figura 2. Representa¢do da micela incorporada com um farmaco.

Fonte: (BRITO D. H. A,, et al., 2012).

3.2.1.1. Polietilenoglicol e liberagdo controlada de farmacos

Wulff e colaboradores (1999) incorporaram indometacina, que possui agao
analgésica, antirreumatica e antipirética e griseofulvina, que age no combate contra
micoses, ambos em dispersdes solidas de polietilenoglicol 6000. Neste estudo, eles
prepararam diversas dispersfes solidas entre o polietilenoglicol e a indometacima
com a adicdo de até 5% do farmaco, sendo as dispersdes formadas na temperatura
de 120 °C. Para a griseofulvina seguiu-se a mesma metodologia, mas a temperatura
utilizada foi de 200 °C. Neste estudo eles concluem que ocorre a formacao de
complexos entre os farmacos e o polietilenoglicol (WULFF, M., et al., 1999).

Catauro et. al., (2014) utilizaram o polietilenoglicol na sua forma liquida (PEG
400), associado ao tetraetoxissilano em diferentes proporcbes de PEG para
liberacdo controlada de indometacina. Os dados obtidos permitiram afirmar que a
proporcdo de polietilenoglicol influenciou marcadamente a liberacdo do farmaco
(CATAURO, M., et al.,, 2014). O mesmo demonstra a viabilidade e a potencial
utiizacdo do polietilenoglicol em aplicagbes clinicas para o tratamento de
neoplasias.

Em outro estudo conduzido por Jing et. al., (2014), o PEG foi utilizado para
incorporar paclitaxel, um farmaco com conhecida acdo antineoplasica, mas que é
pouco solivel em agua e potencialmente téxico. Em seguida esse sistema foi
misturado com solugdo lipidica comercial para liberacdo controlada do farmaco.
Nesse estudo, o farmaco foi liberado de forma rapida nas primeiras 4 h, seguida de

uma liberacéo lenta e sustentada (JING, X., et al., 2014).
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Em formulagdes fabricadas por compresséao direta contendo mais que 5% de
PEG verificou-se um aumento no tempo de desintegracdo de formulacbes de
liberacéo controlada. Quando se utiliza granulagdes umidas, é possivel prolongar o
tempo de desintegragéo utilizando o PEG 6000 com composicéo de 10 a 15% em
massa. (LLOYD, G.R., et al., 1999; ROWE R. C, et al., 2003).

Em formulacbes Umidas, pode-se prolongar o tempo de desintegracao
utilizando-se o PEG 6000 de 10 a 15%. Para farmacos pouco sollveis em agua,
utilizam-se os polietilenoglicois para aumentar a solubilidade dos mesmos por meio
de dispersbes solidas (LLOYD, G.R., et al., 1999; ROWE R. C, et al., 2003).

Lloyd e colaboradores (1999) relataram que o PEG 4000 aumenta a
solubilidade do paracetamol tanto em misturas simples como em dispersdes solidas,
aumentando os niveis de liberacdo do mesmo (LLOYD, G.R., et al., 1999).

No trabalho proposto por Mojica et al., (2014) o polietilenoglicol e o dextrano
foram revestidos com nanoparticulas de 6xido de ferro paramagnético. Neste
trabalho o dextrano é inicialmente associado ao PEG e em seguida 0s mesmos sao
encapsulados pelas nanoparticulas de oxido de ferro. Os autores relatam que esse
sistema possui alta viabilidade celular além da capacidade de liberacdo controlada
do farmaco (MOJICA PISCIOTTI, M.L., et al., 2014).

Jones et al., McCoy e Colin (2011) relataram a utilizacdo do farmaco
rifampicina contendo policaprolactona (PCL) em redes de polietilenoglicol. Nesse
estudo, matrizes de PCL contendo rifampicina (entre 1 e 5% m/m) e PEG (entre 0 e
15% m/m) foram preparadas por fundicdo a partir de um solvente organico
(diclorometano). Os autores concluiram que a incorporacdo de PEG afetou
significativamente as propriedades de tracdo e de superficie de PCL, diminuindo a
resisténcia a tracdo, a porcentagem de alongamento na ruptura, o médulo de
elasticidade e modulos de armazenamento e de perda (JONES, D.S., et al., 2011).

O PEG também é muito utilizado na modificagdo quimica de biomoléculas,
processo chamado de PEGIacao, que pode ser definida como a modificacdo quimica
de uma biomolécula por meio de ligacdo covalente a uma ou mais cadeias de
polimero (VERONESE, F.M., et al., 2005).

Os estudos com o PEG demonstram que este polimero apresenta um elevado
potencial no desenvolvimento de novas formulagbes de medicamentos de liberagéo
controlada, tornando-se um elemento importante neste tipo de desenvolvimento

tecnolégico.
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3.2.2. Hidroxiapatita

A hidroxiapatita (HA) é um constituinte natural dos ossos e dentes, variando
entre 30% e 70% de sua massa total. Dependendo de sua pureza, ela pode suportar
aguecimentos superiores a 1.200 graus Celsius, sem se decompor. Além disso,
pode ser modelada como a maioria dos materiais ceramicos. Suas propriedades
guimicas podem ser modificadas através do método de preparacdo. Para implantes
0sseos ou dentarios, durdveis por muitos anos, utiliza-se um material pouco soluvel,
constituido por hidroxiapatita pura totalmente sinterizada (MISCH., C.E., 2000).

Quando se deseja que o implante seja reabsorvido pelo corpo, cedendo lugar
ao tecido 6sseo novo, usa-se uma ceramica mais soluvel, geralmente constituida por
uma mistura de hidroxiapatita com outros fosfatos (NAKAZAWA, T., 1989).

Segundo Eanes (1980), a hidroxiapatita sintética possui propriedades de
biocompatibilidade, onde a mesma serve como suporte para o crescimento do novo
0sso0, dentro de seus poros, a partir de defeitos, e de osteointegracdo, o que a torna
um substituto em potencial para implantes 6sseos e proteses. A mesma também
possui a capacidade de absorver/adsorver moléculas em sua estrutura, sendo dessa
forma utilizada como suporte no tratamento do cancer, pois atua na liberacdo de
farmacos anticancerigenos (EANES, E.D., 1980.).

Outra caracteristica da HA é sua capacidade de adsorcado, ou seja, de fixar
em sua superficie moléculas de outra substancia. Essa propriedade faz com que ela
possa ser usada em implantes, como suporte para antibidticos e farmacos
anticancerigenos, no tratamento prolongado de infeccdes e doencas 0sseas (neste
ultimo caso, liberando aos poucos a medicacdo necessaria na regidao afetada). Pode
ainda ser utilizada como removedora de metais e complexos como chumbo (Pb?),
cadmio (Cd*"), cobre (Cu?"), zinco (Zn?"), estréncio (Sr**), cobalto (Co®"), ferro
(Fe?"), fltor (FY), cloro (CI'), bem como grupos carbonatos (CO3*) e vanadatos (VO,*
) (MAVROPOULOS, E., 1999).

A hidroxiapatita raramente € encontrada na natureza, porém, sua estrutura €
semelhante a da fluorapatita (LOGAN T. J., et al., 1995). Esses minerais séo
constituintes de rochas igneas e metamorficas (ELLIOTT, J.C., 1994).

A férmula molecular da hidroxiapatita estequiométrica € Ca1o(PO4)s(OH)2, com

razao estequiomeétrica entre Ca/P igual a aproximadamente 1,67. A hidroxiapatita
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sintetizada por via Umida possui caracteristicas semelhantes as dos tecidos 6sseos
e dentario, diferente da hidroxiapatita que € sintetizada em altas temperaturas, que é
menos porosa (ELLIOTT, J.C., 1994).

A HA desperta um imenso interesse bioldgico, ja que o principal constituinte
mineral de o0ssos e dentes sdo nanocristais de hidroxiapatita de calcio. Sua
composicdo quimica pode conter desde metais alcalinos e alcalinos terrosos como
sbédio, potassio e magnésio até metais de transicdo como zinco e ions como o
carbonato CO3*, como pode ser visto no Quadro 1 (KOHN, M.J., 2002).

Quadro 1. Caracteristicas quimicas das apatitas naturais e sintéticas.

Constituintes (p/p%) 0OSSOS HIDROXIAPATITA
Célcio 24,5 39,6
Fosforo 11,5 18,5

Raz&o Ca/P 1,65 1,67
Carbonato 58 -
Sadio 0,7 -
Magnésio 0,55 -
Cloro 0,1 -
Potéssio 0,03 -
Flaor 0,02 -
Elementos (Tragos) - -
Estréncio 0,02 -
Bario 0,1 -
Chumbo 0,08 -
Ferro 0,1 -
Zinco 0,04 -
Cobre 0,1 -
Silicio 0,05 -

Fonte: (KOHN, M.J., 2002)
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Ainda de acordo com o Quadro 1, a habilidade da HA de aceitar ions distintos
em sua estrutura e em sua superficie € muito explorada. A HA porosa é aplicada em
muitos procedimentos como preenchimento de ossos defeituosos, reconstrucéo
facial, implantes orbitais nos olhos, cirurgias nas maos e sistemas de liberagdo de
farmacos. Algumas propriedades como solubilidade, tamanho e distribuicdo dos
poros sao importantes aspectos para promover a osteoconducédo e/ou conducéo de
fluidos (KOHN, M.J., 2002).

Outro fator importante para um biomaterial € a sua biodegradagéo. A HA leva
em torno de 4 ou 5 anos para ser absorvida ap6s o implante. De maneira geral, as
bioceramicas de fosfato de calcio se degradam com a seguinte velocidade:
CaHPO42H,0 > CaHPO, > CagH(PO4)s5H,0 > Caz(PO4), > Caio(PO4)s(OH):
(HENCH, L.L., 1991). A absorcao da HA é causada pela dissolucéo, que depende do
produto de solubilidade do material, do pH do local do implante, da desintegracdo
das particulas como também de fatores biolégicos, como a fagocitose, a presenca
de leucécitos, e de mediadores quimicos, que por sua vez, causam a reducao do
pH local e a porosidade do material, sendo que a velocidade de absor¢cdo da HA
pode aumentar em funcdo do aumento da area superficial (HA/p6 > HA/porosa >
HA/sélida) (NARASARAJU T. S. B, et al., 1996).

A cinética de decomposicdo da hidroxiapatita ligeiramente néao-
estequiométrica numa temperatura que simula o corpo humano (cerca de 37 °C)
obedece a uma reacédo de primeira ordem (NARASARAJU T. S. B, et al., 1996).

Varias técnicas sao utilizadas na sintese da HA. Uma das mais utilizadas é a
precipitacdo por via Umida (utilizada neste trabalho). Esta técnica envolve reacdes
entre os precursores de calcio e fésforo com constante controle do pH da solucéao. O
pb é seco para obter uma estrutura de hidroxiapatita estequiométrica. A precipitacao
rapida durante a titulagdo da solucéo de fosfato em solucdo de calcio pode levar a
falta de homogeneidade quimica no produto final. A titulacdo lenta e as solugbes
diluidas devem ser utilizadas para melhorar a homogeneidade quimica e
estequiomeétrica da HA resultante. O cuidadoso controle das condi¢cdes da solucéo &
critico na precipitacdo via iumida. Caso contrario, uma diminuicdo do pH da solucéo
abaixo de 9 pode conduzir a formacdo da estrutura da HA deficiente em ions de Ca
(SANTOS, M.L., et al., 2005).

Outro meio importante utilizado na obtencdo da HA é a rota sol-gel. O termo

sol designa dispersdes com particulas com dimensfes entre 1 e 100 nm, estaveis
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em um fluido. O termo gel define um sistema formado por uma estrutura
tridimensional de particulas coloidais e de cadeias poliméricas que imobiliza o
solvente formando um sistema intermediario entre um sélido e um liquido. Em suma,
o gel é formado quando uma substancia muito pouco solavel é rapidamente
precipitada (SANTOS, M.L., et al., 2005).

Essa formacédo do gel é devida a precipitacdo incompleta de um sol e em sua
formacdo e as particulas coloidais do sol se unem formando fibras que se
entrelacam formando um solido muito poroso, sendo que nesse processo pode
ocorrer a solvatacao das particulas (SANTOS, M.L., et al., 2005).

A escolha dos reagentes e solventes comuns para a obtencédo do sol deve
sempre seguir a regra de se utilizar reagentes mais reativos, que geralmente sao
alcoxidos dos respectivos cations e anions que devem compor a fase inorganica final
desejada. Neste caso, os reagentes mais indicados séo o acido fosforico e o nitrato
de calcio que séo sollveis em alcoois e agua, minimizando alguns problemas como
a elevada volatilidade e baixa reatividade dos reagentes (SANTOS, M.L., et al.,
2005).

A HA pode ainda ser obtida pela desproteinizacao do tecido 6sseo (PARK, J.,
1984), por tratamento hidrotérmico de corais (WHITE, E., et al., 1986), pela
precipitacdo das solu¢des aquosas (OSAKA, A, et al., 1991) ou reacdes no estado
sélido (VIDEAU, J.J.D., V., 1991).

3.2.2.1 Formas de obtencao da HA na forma de poé

Método Via Umida

Reacdo acido-base:

10 Ca(OH)z(aq) +6 H3PO4(aq) — Calo(PO4)6(OH)2(S) +18 H20(|)

10 Ca(NO3);#4H,0ag) + 6 (NH,):HPO gy + 8 NH,OH — Cao(PO,)s(OH) ) + 6 HaOg) + 20 NH4NO3 ()

Reacdes entre sais de fosfato:

10 CaC|2(aq) + N32PO4(aq) + H20(|) — Calo(PO4)5(OH)2(S) +12 NaCI(aq) +8 HC'(aq)
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10 Ca(N03)2(aq) +6 (NH4)2HPO4(aq) +2 H20(|) — Calo(PO4)6(OH)2(S)+ 12 NH4(N03)(aq) +8 HNOg(aq)

O produto é um po6 de particulas pequenas (<10 pm).

Métodos Via Seca

6 CaHPO4(aq) +2 H20(|) +4 CaC03(S) d Calo(PO4)6(OH)2(S) +4 COZ(g) +14 H20(|)

O produto € um pé de alta cristalinidade, obtido por volta de 900°C.

Método Hidrotermal

Esse método é idéntico a via Umida, s6 que ocorre em pressdes e
temperaturas elevadas. O produto formado € um pd nanométrico ou milimétrico,
sendo possivel a obtencdo de materiais com porosidade similar a hidroxiapatita
obtida de corais. A partir dos diferentes pos € possivel a obtencdo de diversas
morfologias e formatos de materiais, de denso até materiais extremamente porosos,
0s quais incluem técnicas de processamentos ceramicos tradicionais e avancadas
como: prensagem, colagem de barbotina, gelcasting, injecao, tape-casting, sol-gel,
etc. (AOKI, H., 1991).

Alguns estudos demonstram que 0s nanocristais de apatita, que sdo muito
semelhantes a fase mineral da matriz 6ssea, fornecem um ambiente adequado para
as células migrarem e se fixarem, produzindo um novo 0sso. Varios estudos
enfatizam que a formacdo dessa camada de apatita € imprescindivel para a
bioatividade in vivo (FUJIBAYASHI, S., et al., 2003). Ap0s 0 processo de
implantacdo da HA, a sequéncia de mudancas passa pela neovascularizagéo,
diferenciacdo de células osteoprogenitoras, formacdo do novo 0sso e também o
remodelamento 6sseo (WALSH, W.R., et al., 2003).

Existem muitas semelhancas entre a HA e a matriz éssea natural, sendo elas
guimica, fisica e estrutural. Sua estrutura possui poros e os mesmos funcionam
como suporte para migracdo e deposicdo de células osteogénicas, o que permite a
formacéao do novo osso (OLIVEIRA, P.M., 2005).

O contato estabelecido com o tecido 6sseo se forma entre os granulos e no

interior dos poros em sua estrutura, assim, a HA é incorporada ao tecido 6sseo em
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formacédo (BORGES, A.P.B., et al., 2000; GALEGO, N., et al., 2000; TAMPIERI, A.,
et al., 2001). Acredita-se que o tamanho ideal dos poros para permitir a migracao de
células osteoprogenitoras esteja entre 150 e 500 um (TAMPIERI, A., et al., 2001).

A degradacdo da hidroxiapatita € mais uma de suas vantagens, pois envolve
um processo semelhante a degradacgéo natural do tecido 6sseo, por osteoclastos, 0
gue sugere a possibilidade da completa degradacédo durante o remodelamento do
0SSO, 0 que é ideal. Foi observado ainda que esse processo ocorre mais
rapidamente quando o contato ocorre com o 0sso (BORGES, A.P.B., et al., 2000).

Por possuir semelhanca quimica com os dentes, Nikpour e colaboradores
(2012) sintetizaram um compdsito formado por quitosana e hidroxiapatita, onde o
mesmo foi preparado in situ. Os testes de compressao mecanica indicaram que 0s
compositos sintetizados tém comportamento mecéanico aceitavel para substituicdo
do tecido (NIKPOUR, M.R., et al., 2012).

3.2.2.2. Hidroxiapatita na liberacdo controlada de farmacos

A hidroxiapatita pode ser utilizada pura, porém, tem sido amplamente utilizada
no desenvolvimento e na preparacdo de compdsitos para liberacdo controlada de
farmacos. Ela pode ser combinada com solu¢des de colageno (DU, C., et al., 1998)
com membranas (RHEE, S.H., et al., 1998) ou com filmes de gelatina (BIGI, A., et
al., 1998). Sua vasta utilizacdo deve-se a sua similaridade com o tecido calcificado
do 0sso humano.

Uma desvantagem que limitaria seu uso como biomaterial é o fato de
apresentar a fragilidade caracteristica das ceramicas (METSGER, D.S., et al., 1999),
gue pode ser explicado por ndo possui coesdo e nem resisténcia mecanica
suficiente para ser utilizada na fabricagéo de implantes. E um material rigido e com
pouca elasticidade, o que o torna fragil e limita sua utilizagdo em locais que
requeiram sustentacéo de peso (SHISHATSKAYA, E.I., 2005).

Visando minimizar as deficiéncias mecanicas da HA, ou seja, aumentar sua
elasticidade, diminuir sua rigidez e promover a coesao entre as particulas, costuma-
se associa-la a polimeros (BOLBASOV, E.N., et al., 2014).

A associacdo da hidroxiapatita com fibrina € um exemplo claro da utilizacdo
do biomaterial carreador de fator proteico de crescimento e fator-1 de crescimento

de fibroblasto, os quais melhoraram a resposta celular no processo de angiogénese
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e osteogénese (GEER, D.J., et al.,, 2005). Outra composicao relatada sao as
microparticulas de hidroxiapatita com mesoporos magnéticos carbonatados. Estas
foram desenvolvidas com a perspectiva de minimizar sérios problemas relacionados
com implantes na cirurgia ortopédica. Os estudos realizados por meio de ensaios
celulares in vitro indicam que as estruturas microparticuladas de hidroxiapatita
promovem a adeséo e proliferacao de células estromais da medula éssea humana e
estimula a diferenciacdo osteogénica, além de possuirem excelente
biocompatibilidade, osteoindutividade, liberagdo controlada de farmaco e
propriedade bactericida (GUO, Y.-P., et al., 2014).

Barroug e colaboradores (2002) utilizaram cristais de hidroxiapatita associada
ao farmaco cisplatina para liberacédo controlada do mesmo. Os autores relatam que
ocorre um aumento da quantidade de cisplatina ligada a hidroxiapatita conforme
aumenta a concentracdo de cloretos no equilibrio reativo. A taxa de liberacdo de
cisplatina é relativamente lenta, aproximadamente 33% do total de cisplatina ligada
aos cristais de hidroxiapatita foi liberada apés 4,35 dias (BARROUG, A., et al.,
2002).

Outro trabalho conduzido por Netz et al., (2001), que relata a producao da HA
pelo método gelcasting se baseia na introducdo de monémeros organicos a uma
suspensao aquosa do po ceramico, que através da polimerizacdo in situ produzem
um reticulado tri-dimensional que consolida a matriz ceramica para sistemas
implantaveis de liberacdo de farmacos. Nesse estudo utilizou-se cisplatina como
farmaco, sendo a mesma intercalada na rede porosa da hidroxiapatita. De acordo
com 0s autores, as amostras com maior porosidade apresentaram uma forma
estrutural irregular, que pode interferir com a libertagcdo do farmaco. Dessa forma, os
mesmos sugerem que a hidroxiapatita porosa seria Gtil como sistema de liberacéo
de farmacos apenas para matrizes com porosidades abaixo de 78,29% (NETZ,
D.J.A., etal., 2001).

Um estudo realizado por Ogawa et al., (2001) relata a utilizacdo da
hidroxiapatita associada ao colageno para liberagcdo do antibidtico ciprofloxacino.
Neste estudo os autores relatam que a melhor proporcdo HA e colageno foi de 10:1
(m/m), respectivamente. Os resultados mostram que a associagao entre hiroxiapatita
e colageno foi satisfatéria e enfatizam que a vantagem deste tipo de liberagéo é que
pode-se impedir uma concentracdo muito baixa do medicamento no sitio de acdo no

inicio do tratamento de uma infeccdo, evitando efeito terapéutico ineficiente e até
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mesmo uma possivel resisténcia bacteriana ao antibiotico (OGAWA C. A, et al.,
2001).

Wang et al., (2010) relatam a utilizacdo de microesferas de hidroxiapatita para
liberagdo de cloridrato de doxiciclina, farmaco utilizado como modelo. Neste
trabalho, pastilhas de HA foram mergulhadas em uma solugdo supersaturada de
cloridrato de doxiciclina para a incorporacdo do mesmo. O perfil de liberacdo do
farmaco nas microesferas mostrou uma libertacdo lenta e constante, que durou por
pelo menos 7 dias e sem uma liberagéo “inicialmente explosiva” (WANG, S., et al.,
2010).

Nos estudos de revisdo da literatura, até o presente momento, foram
observados artigos que relatam a associacdo entre PEG e a HA, porém, nao foi
evidenciada nos mesmos a expressa utilizacdo dos compodsitos para liberacdo
modificada de farmacos com a excecao do trabalho de Venkatasubbu et. al., (2013).
No mesmo eles utilizaram nanoparticulas do compdsito constituido por hidroxiapatita
e polietilenoglicol para a liberacéo controlada de paclitaxel. Neste estudo, os autores
concluem que existe interacdo entre o farmaco utilizado e o polietilenoglicol com
uma rapida liberagdo do mesmo seguido de uma liberagdo sustentada
(VENKATASUBBU, G.D., et al., 2013).

3.2.3. Estruturas implantaveis utilizando polimeros a base de hidroxiapatita e

polietilenoglicol

Como mencionado anteriormente, apesar de existirem iniUmeros estudos de
liberacdo controlada de farmacos utilizando hidroxiapatita ou polietilenoglicol
associados a outros polimeros, ha apenas um unico relato, até o presente momento,
da associacdo de ambos na liberacdo de farmacos, realizado por Venkatasubbu et.
al.,, (2013), porém, o mesmo ndo envolve a produgcdo de uma estrutura rigida

implantavel.

3.3. Produtos Naturais no tratamento do cancer

O emprego de plantas medicinais como matrizes para produtos terapéuticos

acompanha a histéria da humanidade desde a antiguidade. A busca por alivio e cura
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de doencas pela ingestao de ervas e folhas talvez tenham sido uma das primeiras
formas de utilizacdo desses produtos naturais (VIEGAS C., et al., 2005). Além disso,
cerca de 25% das drogas prescritas no mundo sédo de origem vegetal. Entre 2001 e
2002 quase um quarto dos farmacos mais vendidos no mundo eram obtidos
diretamente ou derivados de fontes naturais (BALUNAS, M.J., et al., 2005). Cerca de
30% das novas substancias quimicas descobertas entre os anos de 1981 e 2002
sdo produtos naturais ou seus derivados (NEWMAN, D.J., et al., 2003) e mais de
60% dos farmacos anticancer introduzidos na terapéutica nas ultimas décadas tem
sua origem nos produtos naturais (NEWMAN, D.J., et al., 2007).

A primeira substancia natural utilizada no combate ao cancer foi encontrada
por Farber em 1954, que utilizou um antibiético, a Actinomicina D, extraida de uma
espécie de Streptomyces, no tratamento de um paciente com cancer. A partir dai
surgiram diversas pesquisas na area e muitas substancias foram encontradas e
utilizadas (COSTA-LOTUFO, L.V., 2010).

Tendo em vista as dificuldades de tratamento contra o cancer devido a
diversos efeitos colaterais provenientes dos tratamentos ja existentes, percebe-se
ainda mais o valor da pesquisa na area buscando medicamentos com maior eficacia
(COSTA-LOTUFO, L.V., 2010). Os agentes supressores do cancer sdo 0s mais
procurados para o desenvolvimento de novos farmacos, pois atuam apds a
instalacdo da doenca (BRANDAO A., 2010).

Varios fatores tém aumentado extensivamente a sintese de novos farmacos
de origem vegetal e a corrida na descoberta de farmacos eficazes no tratamento
contra o cancer foi um dos principais (CARVALHO M. B., 2001). No campo da
oncologia, diversas substancias utilizadas atualmente na terapéutica antineoplasica
foram sintetizadas. Dentre estes se destacam a vimblastina (Velban®) e a vincristina
(Oncovin® e os anélogos vindesina (Eldisine®) e vinorelbina (Navelbine®); o
paclitaxel (Taxol®) e o analogo docetaxel (Taxotere®); a podofilotoxina e os
anélogos, etoposideo (Etopophos®) e teniposideo (Vumon®); e a camptotecina e os
analogos. Estes medicamentos movimentam anualmente em torno de 60 bilhdes de
dolares (PINTO, A.C., et al., 2002).

A descoberta de substancias naturais com potente atividade anticancerigena
renovou o interesse das industrias pelos medicamentos de origem vegetal, dois

exemplos disso séo a vimblastina e a vincristina.
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O atual interesse na busca de novos agentes antimitoticos, por exemplo, é
consequéncia de sua importancia para o tratamento de diferentes formas de tumores
malignos. Alguns farmacos em uso corrente na terapia do cancer foram descobertos
de forma racional, baseada no desenho da estrutura, porém, a grande maioria foi
descoberta por processos empiricos. Hoje existem mais de uma centena de
farmacos ativos no tratamento do cancer, muitos dos quais obtidos em programas
de bioprospeccdo. Uma proporcao importante dos farmacos antitumorais atualmente
utilizados em clinicas foi obtida a partir de produtos naturais. E importante ressaltar
gue as plantas tém uma longa histéria de uso no tratamento do cancer
(HARTWELL., J.L., 1982). Embora muitas das suposi¢cdes quanto a eficacia possam
ser vistas com certo ceticismo porque o cancer, como uma doenca especifica, é

pouco definido em termos de medicina tradicional (CRAGG G. M., et al., 1994).

3.3.1. Polifendis e sua acéo antineopléasica

Plantas da medicina tradicional chinesa que apresentam propriedades
anticancer contém uma grande variedade de compostos fendlicos naturais com
diferentes estruturas e com variavel atividade antioxidante. Estas diferencas nas
atividades antioxidantes podem ser atribuidas a diferencas estruturais quanto a
hidroxilacdes, glicolizacdes e motoxilacbes (CAl, Y.-Z., et al., 2006).

Alguns estudos com cha verde sugerem a relacdo das propriedades
antioxidantes das catequinas e seu efeito contra o céancer, principalmente nos
estagios de iniciacdo e promocédo da carcinogénese. Estes estudos demonstram que
a administracdo do cha verde confere protecdo a inducdo do cancer devido a
presenca de componentes fendlicos no mesmo (MUKHTAR, H., et al., 1994).

A aplicacdo tdépica dos polifendis resulta na protecdo ao desenvolvimento de
tumores e sua promogéao (WEIJL, N.I., et al., 1997). A alimentacéo oral cronica rica
em polifendis do cha verde fornece protecdo também aos tumores induzidos por
radiacdo UVB, e assim, sugere que o cha verde poderia atuar na quimioprotecao
aos estagios da carcinogénese e na resposta inflamatéria devido a exposi¢cao solar
(KUZUHARA, T., et al., 2006; MORLEY, N., et al., 2005; MUKHTAR, H., et al., 1994).

Dentre os varios exemplos citados anteriormente, destaca-se a quercetina,
gue é um conhecido antineoplasico, mas que nao possui nenhum tipo de

medicamento associado a sua estrutura por via oral, pois sua baixa solubilidade
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aquosa é um fator que limita sua administracdo e/ou absorcdo (WITTIG, J., et al.,
2001).

3.3.2. Quercetina

A quercetina (3,3',4',5,7 pentahidroxi flavona — Figura 3.3) é um polifenol
pertencente a classe dos flavonoides encontrados numa grande variedade de frutas,
vegetais e bebidas, dentre eles pode-se destacar a cebola, maga e vinho tinto
(LAMSON D, et al, 2000). Ela esta envolvida em uma série de acles
farmacologicas e, por isto, tem sido objeto de estudos quimicos e biolégicos. Ela
também pode ser encontrada sob a forma aglicona ou glicosidica (Figura 3)
(HERTOG, M.G.L., et al., 1993).

Figura 3. (a) Estrutura quimica da quercetina aglicona.
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Fonte: (HERTOG, M.G.L., et al., 1993).

E o flavonoide mais abundante na dieta humana. Varias de suas propriedades
tém sido estudadas nas Ultimas décadas, destacando-se seu potencial antioxidante,
anticarcinogénico e seus efeitos protetores aos sistemas renal, cardiovascular e
hepatico (BEHLING, E.B., et al., 2004).

Uma proposta de terapia complementar recomendada para pacientes
oncologicos é o0 uso desses antioxidantes. Os mesmos podem ser Uteis na reducao
dos efeitos colaterais da quimioterapia e radioterapia por reduzir sua toxicidade
(WEIJ, N.l, et al.,, 1997). Eles podem ser uma boa escolha na intervengao
terapéutica junto a quimioterapia por auxiliar na redugédo do tamanho do tumor e no

aumento da longevidade dos pacientes.
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Quercetina € um antioxidante dietético que exerce uma significativa atividade
anti-tumoral, anti-alérgica e anti-inflamatéria. E eficaz no tratamento contra o cancer
de colo do utero, mama, pulmdo e de desempenhar um papel anti-metastatico no
cancer de préstata (XING N., et al., 2001).

A quercetina, por regular o ciclo celular, interagir com os locais de ligacdo do
estrogénio tipo Il, diminuir a resisténcia as drogas e induzir a apoptose de células
tumorais, pode tornar-se um potente composto antitumoral. (BEHLING, E.B., et al.,
2004).

Sob o ponto de vista farmacoldgico, atribui-se varias ac¢des biologicas a
guercetina, tais como anti-inflamatéria (WILLIAMS, S.D., et al., 1987), espasmo
litica, antimicrobiana para alguns tipos de bactérias gram-positivas e gram-
negativas, antiviral, entre outras (OLIVEIRA, R.B.L., E.M. , 2006).

Essas acOes sao produzidas tanto pela substancia isolada quanto quando
contida em extrativos vegetais. Neste caso, dependendo dos parametros de
transformacéo ou do produto obtido, ha variacéo da intensidade do efeito.

Em um extenso numero de estudos In vitro a quercetina foi caracterizada com
um potente antioxidante com capacidade de sequestrar espécies reativas de
oxigénio, oxigénio singleto e radicais de diferentes origens. Um estudo de relacao
estrutura-atividade identificou os elementos na estrutura dos flavonoides que
contribuem para a sua atividade antioxidante. Ela possui todos esses elementos na
sua estrutura, os quais incluem a dupla ligacdo C2=C3, o grupamento cetona em C4,
o grupo hidroxil em C3 e a estrutura orto-difendlica no anel B (RICE-EVANS, C.A., et
al., 1996).

As rotas metabdlicas utilizadas pela quercetina sdo motivos de controvérsia e
geram varios estudos. (HOU, Y.C., et al., 2003) realizaram avaliacdo das diferencas
farmacocinéticas entre a quercetina e a morina em ratos. Os autores encontraram no
plasma metabdlitos glicuronados e sulfatados para a quercetina, o que indica uma
biodisponibilidade baixa para esta substancia. Foi demonstrado também que a
guercetina possui uma farmacocinética linear. O estudo propde que a diferenca
entre 0s comportamentos farmacocinéticos entre os dois flavonoides deve-se ao
padréo de hidroxilagdo no anel B.

A quercetina presente nas plantas, frutas e legumes encontra-se em grande
parte, na forma hidrofilica glicosidica (QU-Glic), que ndo é absorvida diretamente
com facilidade (WITTIG, J., et al., 2001).
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A ligagao glicosidica é hidrolisada pela enzima B-glicosidase, encontrada no
figado, nos rins, e no intestino. Esta enzima possui alta afinidade por glicosideos de
flavonoides e isoflavondides quando a glicose esta ligada ao carbono nas posicbes 7
ou 4. Porém, flavonoides 3’-glicosidicos ndo sdo substratos para a enzima,
possivelmente devido ao impedimento estérico. O maior obstaculo para o tratamento
com a quercetina, por via oral, esta relacionado a sua baixa biodisponibilidade,
sendo a proposta deste trabalho incorpora-la a uma matriz composta por um

polimero (polietilenoglicol) e uma cerédmica (hidroxiapatita).

3.4. Estudos de liberagdo controlada de farmacos

Os biomaterias que se destacam na terapéutica de doencas cronicas e
degenerativas, sao as formas implantaveis, com a finalidade de liberacdo modificada
de farmacos. As formulagcdes com biomateriais possuem objetivos singulares no
melhoramento do design, forma de dosagem, alterando os perfis farmacocinéticos e
farmacodinamicos de um determinado farmaco, contribuindo para melhoria da sua
eficdcia e seguranca. No desenvolvimento destas estruturas implantaveis, pode-se
usar ou misturar matrizes poliméricas naturais ou sintéticas, controlando fatores
importantes no desenvolvimento como a biocompatibilidade, biodegradabilidade,
porosidade, carga, resisténcia mecanica e hidrofobicidade/hidrofilicidade (FATTAHI,
P., etal., 2014).

Existem diversos tipos de sistemas (dispositivos) de liberagdo controlada de
farmacos, dentre eles, destacam-se o0s sistemas matriciais e reservatério. No
sistema matricial o farmaco esta molecularmente disperso ou dissolvido numa matriz
polimérica resistente a desintegracdo onde o mesmo é formado por cadeias de uma
ou mais substancias quimicas polimerizadas, que funcionam como agentes
moduladores da liberacdo. Quando em contato com o meio biolégico, o farmaco
dissolve-se e difunde-se para o exterior a partir das camadas superficiais da matriz.
Esse processo € continuo e progride lentamente para o interior da matriz polimérica
(Figura 4) (LOPES, C., et al., 2000).
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Figura 4. Representagcdo esquematica do sistema matricial.

Farmaco
disperso
na matriz
polimérica

Fonte: (LOPES, C., et al., 2000)

Os sistemas do tipo reservatério (Figura 5) sao dispositivos em que o
farmaco (no estado solido ou liquido) encontra-se em um ndcleo isolado do meio
externo por uma capa ou membrana, geralmente polimérica. Neste tipo de
dispositivo, a concentracdo de saturacdo do farmaco no interior do dispositivo é
essencial para manter um gradiente de concentracdo constante por meio da
membrana. O mecanismo de transporte do farmaco pela membrana é controlado por
difusdo e depende de alguns fatores: Solubilidade do farmaco, afinidade quimica
entre o farmaco e a matriz polimérica, do carater hidrofilico da matriz polimérica

como também da estrutura e da porosidade da matriz polimérica.

Figura 5. Representacédo esquematica do sistema reservatorio.
e ©
°

Fonte: (LOPES, C., et al., 2000).

O farmaco contido nestes sistemas é liberado através de 4 mecanismos
principais: difusdo, eroséo, expansdo e osmose, onde comumente um medicamento

ou dispositivo apresenta mais de um tipo de mecanismo de liberagcdo. A
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classificagdo do sistema de liberacéo controlada de farmacos segundo o mecanismo
de liberacdo é feita tomando-se por base o mecanismo principal de liberacéo
(RATNER, B.D., et al., 1996).

Um medicamento age por difusdo quando este fenOmeno representa uma
etapa decisiva na liberacdo do farmaco. O principal dispositivo que utiliza este
fendbmeno como controlador da liberacdo do farmaco é do tipo reservatorio, onde é
possivel identificar um nucleo diferenciado que pode ser um farmaco solido, uma
solugdo diluida, ou altamente concentrada dentro de uma matriz. Neste tipo de
sistema a taxa de liberacdo € constante se houver uma concentra¢do constante do
farmaco no interior do reservatério (SOUZA, A., 2006).

JA na erosdo, a matriz polimérica utilizada desempenha um papel
relativamente passivo, tendo a funcéo de carrear e retardar a velocidade com a qual
o farmaco € distribuido para o alvo. Alguns dispositivos sdo elaborados para
desempenhar um papel um pouco mais ativo no processo de liberacdo. Tais
materiais se desgastam quando sofrem reacdes quimicas, libertando o farmaco para
a distribuicdo no alvo. A liberagdo de farmaco destes sistemas é principalmente
governada pela cinética de degradacéo da ligacéo, sendo, portanto, especifica para
cada sistema (SOUZA, A., 2006).

Os sistemas tipo expansdo sdo sistemas matriciais onde o farmaco se
encontra dissolvido ou disperso em um suporte polimérico hidrofilico, com ou sem
ligacdes cruzadas, o qual se expande sem se dissolver quando em contato com o
meio aquoso. Estes sistemas sdo denominados hidrogéis. O grau de expanséao (e,
portanto a quantidade de farmaco |liberada) depende do balanco
hidrofilico/hidrofébico da matriz polimérica e do grau das ligacbes cruzadas. A
migracdo do farmaco para o meio aquoso de um sistema como este implica em um
processo de absorcao de dgua e desorcao do farmaco (SOUZA, A., 2006).

A osmose € um tipo de mecanismo reservatério, mas que contém um agente
osmotico (por exemplo, o proprio farmaco na forma de um sal), que retira agua do
meio circundante por meio de uma membrana semipermeavel. Uma pressdo é
gerada ao longo do dispositivo, 0 que forca a saida do farmaco (em solucéo) do
mesmo, através de um orificio. Ja que o volume do dispositivo permanece constante
e hd um excesso de sélido (solucdo saturada) dentro do dispositivo, a taxa de
liberacdo permanece constante, liberando um volume de solucdo do farmaco igual
ao volume de solvente absorvido (SOUZA, A., 2006).
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3.5. Estudo de dissolucdo de substancias, construcdes e especificacdes de

aparelhos dissolutores

O estudo de dissolugdo no desenvolvimento de novas formulacdes traz
informacgBes importantes sobre as variaveis que podem influenciar na liberacdo de
substancias ativas. Para isso, se faz necessario o cuidado com a uniformizacdo das
condi¢des dos ensaios e dos procedimentos (MANADAS R, et al., 2002). Sobre este
aspecto, o ensaio pode revelar com elevada seguranca o provavel comportamento in
vivo da forma farmacéutica em desenvolvimento (BANAKAR, U.V., 1992; FARINHA,
A., et al., 1997; KHAN, K.A., 1975). Um parametro importante para determinar esse
comportamento € a eficiéncia de dissolucédo (ED), determinada a partir da divisao da
area sob a curva de dissolucdo (AUC) em funcdo do tempo, pela area total do
retangulo definido por 100% de dissolucéo e pelo limite de tempo do ensaio.

Atualmente existem inimeros modelos de equipamentos dissolutores
disponiveis comercialmente, porém, algumas universidades em seu periodo inicial
de desenvolvimento ndo possuem todos 0S equipamentos necessarios para
realizacdo desses estudos, como o de liberacdo controlada de farmacos, assim
como para realizacdo de ensino na Academia sobre assuntos relacionados aos
métodos de dissolucdo. Uma alternativa a necessidade do estudo de liberacéo € a
producdo de um aparelho de dissolucdo, obedecendo aos parametros e requisitos
de desempenho adequados. A construgdo de um equipamento caseiro (HM-
RJ/CFO01) pode ser promissora em oferecer uma boa resposta no processo de
dissolugéo, como também pode associar um menor 6nus aos estudos relacionados.

A avaliagédo do perfil de dissolucdo de formulacdes farmacéuticas atualmente
€ realizada por sete principais tipos de aparelhos de dissolucdo (Quadro 2). A
farmacopeia americana (USP) relata as especificacbes necessarias destes
aparelhos, possibilitando a livre construcdo de equipamentos como esses. Para
producdo destes equipamentos € recomendado o alinhamento de suas
especificacdes com critérios importantes de qualidade, como (TECHNOLOGY, P.,
2007):

1. A fabricacdo, dimensionamento e posicionamento dos componentes devem

ser especificados com precisao;
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2. O aparelho deve ser de concepcao simples, facil de operar, e utilizavel sob
diferentes condicoes;

3. Deve ser sensivel o suficiente para revelar mudancas de processos e
comparar diferentes formulacdes, além de permitir a obtengdo de resultados
reprodutiveis em condi¢des idénticas;

4, Na maioria dos casos, deve permitir um controle, com intensidade variavel e
uniforme com agitacao laminar;

5. O aparelho deve propiciar a introdugdo facil de um meio de dissolucdo e da
formulacao a ser testada;

6. Deve prové o minimo de abrasdo mecanica para a formulacédo (com algumas
excecodes) durante o periodo do teste;

7. O Meio deve ser mantido em uma temperatura fixa, dentro de uma pequena

faixa especifica, evitando-se ainda a sua evaporacao;

8. As amostras devem ser facilmente recolhidas, de forma manual ou
automatica;
9. O aparelho deve ser capaz de permitir a avaliacdo de formulacdes

desintegrantes, nao-desintegrantes, densas ou flutuantes, capsulas e pés.

Entre as configuracdes dispostas pela USP, o aparelho 2 (conjunto de pas), é
de simples producéo, além de permitir uma metodologia operacional e interpretativa
muito simples, elevada robustez e versatilidade para inUmeros tipos de formulacdes.
A seguir sdo mostrados os principais modelos de aparelhos dissolutores, de acordo
com a farmacopeia americana e com a Encyclopedia of Pharmaceutical Technology
(TECHNOLOGY, P., 2007) (Quadro 2):



2. Representacao dos diferentes tipos de dissolutores.
Fonte: (TECHNOLOGY, P., 2007)
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Sintese da Hidroxiapatita (HA)
4.1.1. Reagentes

Os reagentes utilizados na sintese da hidroxiapatita foram nitrato de calcio

(Merk®), hidrogenofosfato de aménio (Merk®) e hidréxido de aménio (Merk®).
4.1.2. Equipamentos

Agitador magnético
Balanca analitica
pHmMetro
Deionizador de agua
Bomba de succéao

Sistema para acomodar as solu¢cfes para o gotejamento
4.1.3. Acessorios

Vidrarias de laboratorio.
4.1.4. Procedimento Experimental

A sintese da HA foi realizada no laboratério de Ensaios de Materiais do
colegiado de Engenharia mecanica da Universidade Federal do Vale do Séo
Francisco — UNIVASF.

A HA foi produzida pelo método quimico via umida (Figura 6). Inicialmente, a
25 °C e em baldo volumétrico, 212,4 g de Ca(NO3),.4H,0O (nitrato de calcio tetra
hidratado) foram dissolvidos em um volume de agua deionizada suficiente para
formar 1,5 L de solucdo, com concentracdo molar igual a 0,6 mol/L. A solucédo de
(NH4),HPO, (hidrogenofosfato de amoénio) foi preparada também em baldo

volumétrico, dissolvendo-se 71,28 g desse composto em agua deionizada suficiente
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para formar 1,5 L de solugcdo, com concentracdo molar igual a 0,36 mol/L. Dessa
forma, a relacdo entre Ca/P ficou estabelecida em 1,67, que é a razao ideal para a
sintese estequiomeétrica da hidroxiapatita (AOKI, H., 1991; LE GEROS, R.Z.L.G., J.P.
, 1990).

Em seguida, adicionou-se 80 ml da solugcdo de hidroxido de aménio
concentrado para elevar o pH da solucdo de hidrogenofosfato acima de 10 e
posteriormente a solucdo de nitrato de calcio foi gotejada lentamente, a taxa de 2
ml/min, sobre a solugdo de hidrogenofosfato de aménio com agitacdo vigorosa e
constante. A hidroxiapatita comecou a se formar de acordo com a seguinte reagao:

Figura 6. Fluxograma da sintese da hidroxiapatita.

10 Ca(NO3)2aq) 6 (NH4)2HPO4aq)

Cayo(PO4)s(OH)2(s)

Fonte: Arquivo pessoal.

Essa reacdo ainda produz nitrato de amonio e dgua como produtos, sendo o
nitrato de amonio eliminado na lavagem e secagem do material. Depois que todo o
nitrato de célcio foi adicionado, o sistema reativo continuou sob agitacdo constante
por um periodo de 1h. Posteriormente, o produto formado foi decantado durante 48
h. Em seguida, a hidroxiapatita formada foi filtrada e lavada até pH 7, obtendo uma
pasta, que foi seca em estufa a 70 °C durante 72 h. O produto final foi triturado com
grau e pistilo para a obtencéo do po de hidroxiapatita finamente dividido.

O polietileno glicol foi obtido comercialmente, designado como PEG 4000,

produzido pela empresa Viafarma®, na forma de flocos brancos inodoros, com ponto
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de fusdo variando numa faixa entre 54 °C a 58 °C, com densidade aparente de 1220
kg/m* e nimero de registro CAS 25322-68-3.

A quercetina também foi obtida comercialmente, través da empresa Sigma-
Aldrich® (grau HPLC), na forma de um pé amarelo finamente dividido, com férmula
molecular C1s5H1007, massa molar de 302,24 g/mol, ponto de fusdo de 316 °C e
namero de registro CAS 117-39-5.

4.2. Obtencao do compdsito composto por hidroxiapatita e polietilenoglicol

4.2.1. Reagentes

Hidroxiapatita (produzida no laboratério) e polietilenoglicol (Viafarma®).
4.2.2. EQuipamentos

Agitador magnético
Balancga analitica
pHmMetro
Deionizador de 4gua

Equipamento para destacar as pastilhas (HM-RJ/CF01)
4.2.3. Acessorios
Vidrarias de laborat6rio

Com o intuito de se obter estruturas semirrigidas com finalidade implantavel,
seguiu-se o modelo descrito em HARVARD (DAVID J. M. , et al., 2009). O PEG e a
HA foram misturados sob diferentes propor¢cbes: PEG8/HA2, PEG6/HA4,
PEG5/HAS5, PEG4/HA6 e PEG2/HAS8. Para o desenvolvimento das pastilhas dos
compoésitos, o PEG foi inicialmente fundido a 70 °C durante 10 minutos e seguida
misturado com HA com agitacdo constante, ambos em quantidade apropriadas para

producdo de cada composito nas proporcoes descritas acima. Nao foi possivel
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desenvolver a formulacdo PEG2/HA8, pois havia muito pé ceramico para pouco
polietilenoglicol liquido.

As pastilhas dos compdésitos foram produzidas em formato cilindrico, com
auxilio de um equipamento HM-RJ/CFO01, constituido por uma plataforma de madeira
perfurada com seringas cortadas na ponta e apoiadas nos furos dessa placa (Figura
7).

A base do equipamento foi coberta com uma camada de filme plastico para
evitar que o material derretido caisse diretamente em sua superficie. O material
derretido € vertido nessas seringas e posteriormente 0 mesmo é destacado pela

acdo do émbolo, dando assim, forma aos compaositos.

Figura 7. Equipamento HM-RJ/CFO1 para producao das pastilhas dos compositos.

Fonte: Arquivo pessoal.

4.3. Obtencao dos compositos de PEG/HA com a adi¢cdo da quercetina
4.3.1. Reagentes

Hidroxiapatita (produzida no laboratério), polietilenoglicol (Viafarma®) e

quercetina, (Sigma®).
4.3.2. Equipamentos

Agitador magnético
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Balanca analitica

pHmMetro

Deionizador de agua

Equipamento para destacar as pastilhas (HM-RJ/CF01).

4.3.3. Acessorios

Vidrarias de laboratério

4.3.4. Procedimento Experimental

Os compositos PEG/HA/QUE foram desenvolvidos de forma muito similar a
producdo dos mesmos sem a quercetina. A mistura foi produzida inicialmente com o
derretimento do PEG, logo apds adicionou-se a HA e em seguida colocou-se 100 mg
de quercetina ao sistema com agitacdo constante por 10 minutos. O PEG e HA
foram misturados de forma a se obter as diferentes razdes entre eles: PEG8/HA2,
PEG6/HA4, PEG5/HAS5 e PEG4/HA6 perfazendo uma propor¢do em massa de
QUE/COMPOSITO igual a 0,1/1 (m/m)(Figura 8).



50

Figura 8. Esquema que resume 0s principais passos para obtencéo e
caracterizacdo dos compadsitos de PEG/HA com a adi¢cao da quercetina.

—»| HIDROXIAPATITA Po ceramico
Com o PEG no estado liquido
Estado liquido adiciona-se a hidroxiapatita até a
—| POLIETILENOGLICOL > obtencdo de uma dispersao
homogénea. Posteriormente,
QUERCETINA | R0 finamente dividido adiciona-se a quercetina ao
sistema reativo.

!

O material derretido é vertido no

= destacador de pastilhas, onde &
CARACTERIZACAO P

coberto por uma lamina de vidro
l l l para deixar a superficie do
MEV FTIR %DE compdsito homogénea. Em seguida,
LIBERAGAO 0 compésito € destacado e é feita a
v v caracterizagdo do material.
EDS TG/DTA

Fonte: Arquivo pessoal
4.3.5. Caracterizagao fisica dos compositos

A analise morfologica da superficie foi realizada por meio da microscopia
eletrénica de varredura (MEV) utilizando um microscépio marca TESCAN®, modelo
VEGA 3, com diferenca tensédo de trabalho de 5 kV, sendo a amostra metalizada
com ouro (Au). O estudo estrutural foi realizado por meio da difracdo de raios-X
(DRX) utilizando um equipamento marca INEL, modelo EQUINOX 1000, com
diferenca de tensdo de experimentacdo de 30 kV, corrente de 30 mA, passo de
varredura fixo, taxa de exposi¢cao de 900 s, sem aquecimento e com taxa de angulo
de 4°. A composicdo quimica do material foi determinada pela espectroscopia de
energia dispersiva (EDS) utilizando um equipamento da marca OXFORD®, com

voltagem de aceleracéo de 15 kV, tempo de aquisicdo de dados de 60 s e tempo de
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processamento desses dados de 4 s. Os testes de dureza foram realizados com
uma maquina universal de dureza marca EMIC modelo DL 10000. A presenca de
grupos funcionais quimicos foi analisada através da espectroscopia de infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR) marca SHIMADZU modelo IR prestige 21,
utilizando a faixa do infravermelho médio (varredura de 400 a 4700 cm™) com
transmissdo em pastilha de KBr, resolucdo de 1 cm™, 65 scans e temperatura
ambiente. As curvas de TG foram obtidas utilizando Termobalanca TG-60 Shimadzu
interligada ao software Shimadzu TA-60WS com atmosfera de nitrogénio de 100
mL.min™? e razdo de aquecimento de 10°C.min", na faixa de temperatura de 25-
500°C. As amostras foram colocadas em um porta-amostra de platina com massa de
5 mg (x 0,2) de cada amostra. As determinacdes foram realizadas em triplicata,
sendo o oxalato de calcio trihidratado utilizado para calibrar a escala de temperatura

e as perdas de massa.

4.4. Construcéao do dissolutor HM-RJ/CFO1 para o ensaio de liberacao in vitro
4.4.1. Concepcao do projeto

O aparelho de dissolucéo foi inicialmente racionalizado tomando-se como
base alguns modelos comerciais de dissolutores e principalmente as especificacbes
descritas pela farmacopeia americana (USP). O mesmo foi idealizado tendo como
base aparelhos ja comercialmente utilizados no mercado tomando-se o cuidado de

torn&-lo o mais funcional possivel.
4.4.2. Projeto do sistema de dissolu¢cdo HM-RJ/CF01

O projeto do dissolutor foi desenvolvido utilizando o software Autodesk
Inventor Professional 2013® para desenho estrutural com interface CAD 3D, com
licenca académica de utilizacéo.

4.4.3. Obtencéo das pecas para montagem do dissolutor HM-RJ/CF01

As pecas utilizadas para construcdo do equipamento foram adquiridas

comercialmente nos municipios de Petrolina-PE e Juazeiro-BA, principalmente em
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casas de ferragens, material de construcdo, farmacias, lojas virtuais (internet), lojas
automotivas e também de variedades. Foram utilizados servicos de marcenaria,

torneiro mecanico e metalurgia.

4.4.4. Qualificagao fisica do equipamento (qualificacéo fisica)

O aparelho foi qualificado por meio da analise de um Engenheiro Mecanico,
que fez a afericdo das dimensdes do mesmo e certificou parametros como
frequéncia de rotacdo das pas (rpm), temperatura do banho e das cubas de
dissolucédo, perpendicularidade e bamboleio das hastes e das cubas, profundidade
das hastes e das cubas, tempo de experimento, vibracdo e inclinacdo do
equipamento e da bancada. Esse estudo de qualificacdo foi realizado com os
seguintes equipamentos devidamente calibrados: termohigrometro, tacémetro,
transferidor de angulo, inclinémetro, cronébmetro e relégio comparador.

A qualificacdo fisica foi realizada na Central Analitica, no pavilhdo de
laboratorios da UNIVASF, campus Petrolina-PE/centro, onde o equipamento foi
instalado.

4.4.5. Avaliacdo de desempenho (Qualificacdo quimica)

A qualificagdo quimica do aparelho foi efetuada por meio de um ensaio de
dissolugcéo de acordo com o preconizado pela USP-37, 2014, com comprimidos-

padréo de prednisona 5 mg (Lote: 620176) utilizando os seguintes parametros:

- Meio de dissolucdo: 500 mL de agua ultrapura e degaseificada.
- Tempo: 30 minutos.
- Aparato: USP 2 — P4 a 50 rpm

4.5. Desenvolvimento do método de quantificacdo da quercetina no meio de

liberacdo controlada

Foram utilizadas solu¢gbes de quercetina preparadas a partir do padrao de
quercetina para CLAE, com pureza superior a 99%, Sigma Aldrich®. O cromatégrafo

utilizado no experimento possui configuragdo modular, equipado com um sistema
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guaternario de bombas modelo LC - 20ADVP, degaseificador modelo DGU - 20A,
detector PDA modelo SPD - 20AVP, forno modelo CTO - 20ASVP, injetor
automatico modelo SIL - 20ADVP e controlador modelo SCL - 20AVP, sendo os
dados tratados através do software Shimadzu® LC solution 1.0 (Jap&o).

A interfase de separagao utilizada foi composta por uma coluna
cromatografica de C18 (250 x 4,6 cm, 5 micrometros) marca Supelco.

As filtracbes das amostras foram realizadas com membranas filtrantes com
0,45 pm de diametro de poro (Millipore®). A acetonitrila grau HPLC foi utilizada como
fase organica. A fase aquosa foi preparada com agua ultrapura obtida no aparelho
Mili-Q® e acido trifluoracético a 0,1% (V/v).

Inicialmente o eluente aquoso foi preparado na concentracdo de 0,1 % de
acido trifluoracético em agua ultrapura. Esta solucao foi submetida a filtracao
utilizando uma membrana filtrante de 0,45 ym de diametro de poro.

A quercetina foi adquirida do fornecedor e o preparo das solucbes foi
realizado da seguinte maneira: Pesou-se 0,012 g da mesma e essa massa foi
solubilizada em 100 mL de acetonitrila, perfazendo uma concentracao de 120 pg/mL.
A partir dessa solucédo foram obtidas solucbes-teste nas concentracdes de 10, 20,
40, 60, 80, 100 e 120 pg/mL, sendo que, as concentracdes de 10, 60 e 120 pg/mL
foram preparadas em quintuplicata e as demais, em triplicata. Essas solu¢cdes foram
transferidas para vials e em seguida levadas ao CLAE-DAD para a corrida
cromatografica.

A separacao cromatogréfica foi realizada em modo isocrético, sendo a fase
mével uma mistura de 25% de acetonitrila e 75% de solucdo aquosa de &cido
trifluoracético a 0,1% (v/v) sob fluxo de 2,0 mL/minuto, coluna de Cig, temperatura
de 25 °C e volume de injecao de 20 L.

A partir dos cromatogramas obtidos, avaliou-se a adequacdo do sistema
cromatografico através dos parametros: fator de capacidade, nimero de pratos, fator
de assimetria e resolucédo entre os picos. Os critérios de avaliacdo utilizados para
escolha do melhor método cromatogréafico desenvolvido foram: fluxo da fase movel,

fase estacionaria, volume de injecédo, resolucdo entre os analitos e seletividade.
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4.6. Validacdo do método de quantificacdo da quercetina no meio de liberacéo

controlada
4.6.1. Parametros de validacéao
4.6.1.1. Especificidade e Seletividade

O termo especificidade define a capacidade do método em detectar o analito
de interesse na presenca de outros componentes da matriz. Ja a seletividade refere-
se a capacidade de deteccdo de substancias. A seletividade refere-se a um método
utilizado para varios analitos com capacidade de distincao entre eles.

Cromatogramas representativos devem apresentar especificidade. Em
métodos cromatogréficos o ideal é que ndo haja nenhuma substancia que seja

detectada no mesmo tempo de retencéo do analito.

4.6.1.2. Linearidade

A linearidade refere-se a capacidade do método de gerar resultados
linearmente proporcionais a concentracao do analito, enquadrados em faixa analitica
especificada. A linearidade é obtida por padronizacao interna ou externa e formulada
como expressao matematica (equacao da regressao linear) usada para o calculo da
concentracéo do analito a ser determinado na amostra real.

O coeficiente de correlacao linear (r) é frequentemente usado para indicar a
adequabilidade da curva como modelo matematico. Um valor maior que 0,90 €,
usualmente, requerido. O método pode ser considerado como livre de tendéncias se
o corredor de confianca da reta de regresséo linear contiver a origem.

Foram registrados os resultados individuais do analito obtido e tragcado um
grafico da concentracéo versus resposta. Determinou-se o coeficiente de correlacdo
(r%), interseccdo com eixo “y”, coeficiente angular, soma residual dos quadrados
minimos da regresséo linear e desvio padréo relativo.

O critério minimo aceitavel de coeficiente de correlacdo (r?) foi 0,99, limite
especificado pela RE n’ 899 da ANVISA.
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4.6.1.3. Limite de Detecc¢éo (LD) e Limite de Quantificacao (LQ)

O limite de deteccao é a menor concentracdo do analito em uma amostra que
pode ser detectada, mas n&do necessariamente quantificada sob as condi¢des
estabelecidas no teste. Ou seja, € a menor quantidade de analito na amostra que
pode ser verdadeiramente distinguida de zero.

Ja o limite de quantificacdo € a concentracdo mais baixa de um analito que
pode ser determinada com precisdo aceitavel (repetitividade) e exatiddo, nas
condi¢fes declaradas do teste. Pode ainda ser conceituado como a caracteristica de
desempenho que define a habilidade de um processo de medida quimica de

guantificar um analito adequadamente.

4.6.1.4. Exatidao

E definida como a concordancia entre o valor real do analito na amostra e o
estimado pelo processo analitico, constitui a chave para o propdsito da validacéo.

A exatiddo também pode ser estabelecida mediante comparacdo entre os
valores obtidos pelo método proposto com o0s valores obtidos para as mesmas
amostras com outro método validado (método com precisao e exatiddo avaliadas).

A determinacdo da exatidao foi feita repetidamente com varias aliquotas de
um unico volume homogéneo da solucdo padrdo. Nesse contexto, a exatidao foi
calculada utilizando cinco determinagfes para cada uma das concentracdes: baixa
(10 pg/mL), média (60 pg/mL) e alta (120 pg/mL).

A exatiddo foi calculada intra-dia e inter-dias pela relacdo entre a
concentracdo média determinada experimentalmente e a concentracao teorica

correspondente, de acordo com a equacao abaixo:

Exatiddo = _Concentracao mesa X 100%

Concentracao tesrica
//___

Onde, CME é a concentragdo meédia experimental e CT € a concentracdo

tedrica.
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Os valores de exatiddao foram comparados com os limites especificados pela
RE n° 899 da ANVISA, nos quais tiveram um intervalo de 80% a 120% para

determinacdes intra-dia e inter-dias, respectivamente.

4.6.1.5. Precisdo

E o parametro que avalia a proximidade entre varias medidas efetuadas na
mesma amostra do processo analitico. Usualmente, € expressa como o desvio
padrdo, variancia ou coeficiente de variacdo (CV) de diversas medidas.

A mesma foi obtida em duas vertentes: Repetibilidade (precisédo intra-dia) e
precisdo intermediaria (precisdo inter-dias). No primeiro caso deve haver uma
concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo de tempo com o
mesmo analista utilizando a mesma instrumentacdo. A mesma foi calculada
utilizando cinco areas quantificadas para cada uma das concentracfes, baixa (10
mg/L), média (60 mg/L) e alta (120 mg/L), sendo os calculos obtidos com a utilizacéo

da equacao abaixo:

Precisao (cv%) = _ Desvio Padrao x 100%

Concentragao wesa

Em que DPR é o0 desvio padrdo relativo, DP é o desvio padrdao e CMD a
concentracdo media determinada.

Os valores de precisdo foram comparados com os limites especificados pela
RE n°® 899 da ANVISA, nos quais tiveram um intervalo de 5% a 15% para

determinacdes intra-dia e inter-dias, respectivamente.

4.7. Ensaio de dissolucédo da quercetina em compdsito de polietilenoglicol e

hidroxiapatita

4.7.1. Ensaios de liberagéo In vitro
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4.7.1.1. Dissolucéo

A dissolucéo pode ser definida, num sentido restrito, como o processo pelo
gual uma substancia sdlida entra no solvente para formar uma solucdo. No entanto,
no sentido amplo da palavra, € mais do que a simples medida da taxa de
solubilidade, podendo ser mais corretamente descrita como um ensaio fisico para
prever a liberacdo para uma determinada area numa determinada quantidade e no
tempo correto (MANADAS R, et al., 2002).

Esta definicAho € mais consentdnea com a aplicacdo dos ensaios de
dissolucdo aos estudos biofarmacéuticos e farmacocinéticos. Fundamentalmente,
este processo € controlado pela afinidade entre a substancia solida e o solvente e
pelo modo como o sistema farmacéutico o libera (COSTA, P., LOBO, J. M. S. , 1999;
HANSON-RESEARCH-CORPORATION., 1996).

Podem ser incorporadas substéncias no seio da forma farmacéutica, que
permitem alterar a solubilidade do farmaco no meio (PREECHAGOON, D., et al.,
2000). A solubilidade de um farmaco € parametro chave nos estudos de pré-
formulacéao.

Normalmente, a solubilidade (ou concentracdo de saturacédo) é determinada
por meio da adicdo de um excesso de farmaco ao meio, agitacdo da suspensao
durante um determinado periodo, filtracdo ou centrifugacéo da suspenséo e medi¢ao
da quantidade de farmaco dissolvida.

Entretanto, outras técnicas mais eficientes e rapidas estdo sendo
desenvolvidas no intuito de tornar a determinagdo destes parametros menos
dispendiosa (ROY, D., et al., 2001). As substancias podem ser classificadas, quanto
a sua solubilidade, de acordo com o0 QUADRO 3 (INFARMED., 1997). Contudo, para
preparacdo do meio de dissolucédo (SBF) utilizou-se os reagente listados no Quadro
4.



Quadro 3. Comparacao entre a quantidade de solvente e a solubilidade.

Termos Descritos

Quantidades aproximadas
do solvente, em mililitros,
para um grama da substancia

Muito solavel
Facilmente soluvel
Solavel
Ligeiramente soluvel
Pouco soluvel

Muito pouco solavel

Praticamente insoltvel

Menos de 1
De1lal0
De 10 a 30
De 30 a 100
De 100 a 1.000
De 1000 a 10.000
Mais de 10.000

Fonte: (INFARMED., 1997)
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Quadro 4. Reagentes para preparacdo do Simulated body fluid (SBF - fluido corporal

simulado).

Reagente Quantidade para 1 L de SBF
Cloreto de sédio 8,035¢g
Bicarbonato de sédio 0,355¢g
Cloreto de potassio 0,225 ¢
Fosfato de potassio dibasico trihidratado 0,231 g
Cloreto de magnésio hexahidratado 0,311 g
Acido cloridrico 39 mL
Cloreto de célcio 0,292 g
Sulfato de sddio 0,072 g
Tris(hidroximetil) amino metano 6,118 g

Fonte: (MARQUES, M.R.C,, et al., 2011)
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4.7.1.2. Equipamentos

- Dissolutor (HM-RJ/CF01)
- CLAE-DAD

4.7.1.3. Acessorios

- Vidrarias de laboratério

Os ensaios de liberagdo in vitro foram conduzidos num aparelho de
dissolucdo (HM-RJ/CFO01) e foram realizados para os compésitos nas proporcées
polimero/ceramica PEG8/HA2/QUE, PEG6/HA4/QUE, PEG5/HA5/QUE e
PEG4/HA6/QUE empregando-se um sistema de tipo pa (Aparato 2), SBF (fluido
corporal simulado) com temperatura do meio de dissolugao igual a 37°C (+/- 0,5 °C),
velocidade de agitacdo de 50 rpm, volume do meio de dissolucédo de 500 mL.

Inicialmente, o meio de dissolucdo foi colocado nas cubas de dissolucéo
estando as mesmas diagonalmente posicionadas, para evitar a formacéo de bolhas.
O sistema de aquecimento foi ligado para estabilizar a temperatura em 37 °C (+/- 0,5
°C) e no intuito de manter uma maior homogeneidade na temperatura, o sistema de
circulacao de agua também foi ligado nessa etapa. Os compositos foram colocados
dentro das cubas de dissolucdo (um em cada cuba) e em seguida o sistema de
rotacdo foi ligado estabelecendo 50 rpm (rotagdes por minuto) ao mesmo. O
dissolutor se foi protegido da luz, para ndo haver interferéncia pela degradacédo da
guercetina.

Foram retiradas aliquotas de 1,5 mL (em triplicata) e 0 mesmo volume foi
imediatamente reposto, empregando-se 0 mesmo meio, na mesma temperatura. As
aliquotas foram retiradas nos seguintes intervalos de tempo: 30, 60, 90, 120, 150,
180, 210 e 240 minutos. As mesmas foram filtradas em membranas de 0,45 um e
imediatamente levadas ao CLAE-DAD para quantificacdo da quercetina dissolvida.

A partir dos resultados, graficos de porcentagem de quercetina liberada (Q%)
em funcdo do tempo foram construidos modelos mateméticos para descrever o perfil

de dissolucao da quercetina.
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4.8. Determinacao do perfil de liberac&o in vitro da quercetina por CLAE-DAD

Para determinacdo do perfil de liberacdo In vitro da quercetina, o0 método
analitico utilizado foi desenvolvido e validado por CLAE — DAD, em equipamento
Shimadzu® equipado com um sistema quaternario de bombas modelo LC - 20ADVP,
degaseificador modelo DGU - 20A, detector PDA modelo SPD - 20AVP, forno
modelo CTO - 20ASVP, injector automatico modelo SIL - 20ADVP e controlador
modelo SCL - 20AVP, sendo os dados tratados através do software Shimadzu® LC
solution 1.0 (Japao).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Sintese da Hidroxiapatita (HA)

A hidroxiapatita foi obtida na forma de p6 branco e amorfo com rendimento de
71 % em relac&o ao calculo tedrico de obtencéo (Figura 9). Foram 25 experimentos
para obtencdo da ceramica total utilizada para realizacdo dos experimentos de

caracterizagao e dissolucéo, obtendo-se ao final cerca de 600 g de material.

Figura 9. Hidroxiapatita em po, obtida por método umido.

Fonte: Arquivo pessoal.

A hidroxiapatita foi obtida com rendimento razoavel e com caracteristicas
fisicas apropriadas para o desenvolvimento dos compdsitos, com 0 objetivo de
estudos cientificos voltados para liberagdo modificada de farmacos. Além disso, 0s
reagentes utilizados para obtencdo da ceramica néo foram tdo onerosos, quando se
considera objetivo, obtencdo de matrizes de liberacdo de farmacos. Diante disso, a
obtencdo da hidroxiapatita por este método torna-se um meio aparentemente viavel,
sabendo-se que ainda € necessério estudos mais aprimorados para se determinar a

producdo da mesma em escala industrial, bem como, estudos que possibilitem
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determinar os impactos econdmicos para producdo dessa matéria-prima pela

indUstria farmacéutica.

5.2. Obtencdo das pastilhas de compdsitos constituidos por diferentes
proporcdes de polietilenoglicol e hidroxiapatita (PEG/HA)

As pastilhas constituidas por PEG/HA foram obtidas em quatro diferentes
proporcdes, seguindo o modelo de Dhanalakshmi, (2012), porém, no estudo citado,
o autor produz os compositos na forma de poO, sendo as propor¢cBes obtidas:
PEG8/HA2, PEG6/HA4, PEG5/HAS e PEG4/HA6 (Figura 10). Como mencionado
anteriormente, a pastilha PEG2/HA8 nao foi obtida devido a grande quantidade de
pd ceramico em comparacdo com o polietilenoglicol liquido. Todas as pastilhas
produzidas apresentaram formato cilindrico macigo, com 8,0 mm de diametro por 7,0
mm de altura.

Entre todas as pastilhas obtidas, apenas a forma PEG4/HA6 apresentou-se
um pouco quebradica e, por outro lado, as outras pastilhas apresentaram-se com
aspecto ceroso e integro.

A obtengdo das pastilhas dos compoésitos demonstrou a possibilidade de
producdo de estrutura com formas definidas, caracteristica que pode propiciar a
producdo de elementos implantaveis, que poderdo ser aplicados na liberacdo

controlada de farmacos.



Figura 10. Pastilhas dos compdsitos de polietilenoglicol e hidroxiapatita, sem
guercetina.

PEG8/HA2 PEG6/HA4

PEG5/HAS PEG4/HAG

PEG2/HAS8

Fonte: Arquivo pessoal.
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5.3. Obtencédo das pastilhas de compdsitos de PEG/HA com a adicdo da

guercetina

As pastilhas dos compositos foram obtidas com a introducdo da quercetina de
forma matricial. Todas as pastilhas apresentaram-se com coloragdo de tonalidade
marrom amarelado (Figura 11).

Macroscopicamente foi possivel perceber que as pastilhas foram bem
homogeneizadas, porém, as pastilhas com propor¢cdo PEG4/HA6 demonstraram em
sua estrutura elementos que possivelmente sdo compostos de aglomerados de
hidroxiapatita, indicados pela observacdo de regides puntiformes mais claras na
superficie. Esse aspecto mais pronunciado e claramente evidenciado no referido
composito possivelmente ocorre devido a maior proporcdo de pd ceramico. As
pastilhas PEG4/HA6, também se demonstraram mais quebradicas ao serem
retiradas dos moldes, possivelmente pelo excesso de hidroxiapatita em sua
estrutura, pois a mesma em excesso pode conferir quebra de reticulacdo com o

polietilenoglicol.

Figura 11. Pastilhas dos compdésitos obtidos nas diferentes propor¢des de
polietilenoglicol e hidroxiapatita com a presenca da quercetina.

PEG8/HA2
PEG6/HA4

PEG5/HAS PEG4/HA6

Fonte: Arquivo pessoal.
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5.3.1. Caracterizacéo fisica dos compadsitos

5.3.1.1. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrbnica revelou pontos distintos nas imagens das estruturas
analisadas. Entre os compdsitos produzidos sem a presenca de quercetina, pode-se
observar certa alteracdo na superficie, relacionada a existéncia de coesao entre os
polimeros e a uma maior quantidade de hidroxiapatita, a qual se intensifica na
seguinte sequéncia: PEG8/HA2 > PEG6/HA4 > PEG5/HAS > PEG4/HAG6. Estes
dados corroboram com as caracteristicas macromorfolégicas, onde ocorre também o
aumento da irregularidade das superficies na mesma sequéncia supracitada. Além
disso, como observado, os compdésitos possuem rugosidades que mudam de
intensidade a medida que aumenta a propor¢cdo de hidroxiapatita, porém, a
superficie do compadsito que ndo possui a presenca de fendas ou poros, pode indicar
uma homogeneidade de distribuicAo de massa, caracterizando uma estrutura
matricial mais homogénea (Tabela 1). Os compadsitos com a presenca de quercetina
apresentaram em suas superficies caracteristicas muito distintas das que foram
observadas nos seus correspondentes, com auséncia de quercetina. Na pastilha
PEGS8/HA2 foi revelado uma superficie muito irregular, com a evidéncia da presenca
de aglomerados mais claros, indicando que a quercetina de certo modo pode ter
guebrado o entrelacamento entre o polimero e a ceramica, como evidenciado no seu
correspondente sem quercetina, como também pode ter sido intensamente
adsorvida na superficie do compdsito. Observou-se também o surgimento de fendas,
as quais podem ter sido influenciadas por esta quebra da malha de entrelacamento.
Com o aumento da concentracdo de hidroxiapatita foi possivel verificar
irregularidades crescentes na morfologia dos compdsitos, com o surgimento de
fendas ainda maiores em PEG6/HA4 e PEG5/HA5. Em PEG4/HA6 ocorre a
alteracdo completa da superficie da pastilha, indicando certa falta de coeséo entre
polimero e ceramica (Tabela 1). A formacéo dessas fendas, de certo modo, podem
ser benéficas para o desenvolvimento da formulacdo matricial, pois podem permitir a
circulacdo dos fluidos biolégicos como também a migracdo de células pra o local
onde o biomaterial esta inserido, permitindo possivelmente uma melhor distribuicdo
do composto e favorecendo ainda o processo de biocompatibilidade da estrutura

implantavel.
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Tabela 1. Eletrofotomicrografias da superficie das pastilhas dos compoésitos
constituidos por PEG/HA com quecetina (a esquerda) e sem quercetina (a direita).

Fonte: Arquivo pessoal.
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5.3.1.2. Difrac&o de Raio-X (DRX)

A hidroxiapatita foi analisada por DRX, servindo assim como padrdo para
comparacao com os compdésitos de PEG/HA com quercetina incorporada. Os planos
de reflexdes que correspondem aos picos espectrais do DRX caracteristicos da HA
pura sao mostrados na Figura 12. Os picos de difracdo observados foram
identificados pelo padrdo Joint Committee on Powder Diffraction Standards
(JCPDS), arquivo (09-0432). O padrao mostrou picos de difracdo com picos largos e
de alta intensidade. O difratograma da hidroxiapatita mostrou picos particularmente
nos planos 002, 211, 112 e 300, picos elevados e estreitos, conclusivos para cristais
de hidroxiapatita. Ainda é possivel observar no DRX da HA os picos em 20
correspondentes 27°, 32,5°, 41°, 48° 51° e 55°. E possivel observar também, picos
em 19,8°, 24° e 37° que sdo relacionados & presenca de cristais de PEG no
compésito, 0os quais elevam a intensidade a medida que o seu teor aumenta e, por
outro lado, os picos referentes a hidroxiapatita reduzem sua intensidade de modo
geral, havendo os desaparecimento completo, especificamente dos picos 48°, 51° e
55° no comp6sito PEG8/HA2. Isto mostra que houve mudanca na cristalinidade do

material com a influéncia da alternancia dos teores de PEG e HA.
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Figura 12. Difracdo de Raio-X dos compdésitos constituidos por PEG/HA em suas
diferentes propor¢des com quercetina incorporada (1 - 4), e da hidroxiapatita pura
(5), atribuida como padrao de composto cristalino.

(1) b

PEG8/HA2

b
@ afl

L PEG6/HA4

.

b
(3) a Iﬂ‘ PEG5/HAS
TR L AW W e

(4) b A PEG4/HA6

I VP LY

Intensidade (cps)

10 20 30 40 50 60
Angulo de Bragg, 20 (grau)

Fonte: Arquivo pessoal.
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5.3.1.3. Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS)

A caracterizacdo quantitativa e qualitativa por EDS confirmou os principais
atomos presentes na estrutura da hidroxiapatita, como também a proporgcao
estequiométrica igual a 1,67 entre Ca/P (Figura 13). Esta é uma caracterizacao que
indica a formacgé&o da hidroxiapatita. Sendo ele confirmado por meio do difratograma
de raio-x da amostra de HA visto no item anterior (ver Figura 12). Além disso, a
espectroscopia por energia dispersiva demonstrou apenas a presenca dos atomos
célcio e foésforo como componentes, nao revelando &tomos estranhos a estrutura da

hidroxiapatita, indicando pureza da ceramica (Figura 13).

Figura 13. Espectro de EDS para a hidroxiapatita pura produzida neste trabalho.

Spectrumi
Ca
P
C
0 2 < 6 8 10 12 14 18 18 20
Full Scale 1918 cts Cursor: 0.000 keV
Element Weight%
Phosphorus 39,69
Calcium 66,5

Fonte: Arquivo pessoal.

As pastilhas dos compésitos mostraram-se com composicdes muito similares
entre si, quando analisadas por EDS, podendo-se evidenciar a presencga de calcio,
fésforo, oxigénio e carbono, sendo este ultimo possivelmente oriundo do polimero

polietilenoglicol e do flavonoide quercetina (Figura 14).
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Figura 14. Espectro de EDS dos compdsitos mostrando a relacdo das massas dos
atomos presentes no compasito.

Electron Image 1
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Fonte: Arquivo pessoal.
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5.3.1.4. Testes de Dureza

O ensaio de dureza foi realizado em duplicata utilizando as pastilhas
constituidas por diferentes proporcbes PEG8/HA2/QUE, PEG6/HA4/QUE,
PEG5/HA5/QUE e PEG4/HAG/QUE.

A partir do ensaio de dureza verificou-se que a pastilha PEG4/HAG6/QUE
demonstrou maior resisténcia mecanica com deformacdo acentuada iniciando
apenas acima de uma for¢ca acima de 80 N, apesar de possuir uma superficie mais
guebradica, quando demonstrado ao ser retirada dos moldes de confeccdo, e
aparentemente mais porosa, observado por meio do MEV.

As pastilhas com as propor¢coes (PEG8/HA2/QUE, PEGG6/HA4/QUE e
PEG5/HA5/QUE) apresentaram perfis de dureza muito semelhantes entre si na faixa
de forca entre 25 e 50 N, correspondendo a uma acentuada elevagdo da
deformacéo.

A pastilha com proporcdo PEGS5/HAS/QUE apresentou um aumento da
resisténcia a partir de 80 N, indicando uma elevacdo das propriedades mecéanicas
dos compasitos (Figura 15).

Outro fator interessante é que a medida que se aumenta a quantidade de
hidroxiapatita na estrutura do material, ocorre um aumento da coesdo entre 0s
polimeros, o que provavelmente contribui para o aumento da resisténcia mecanica

do composito.
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Figura 15. Ensaio de dureza para as diferentes pastilhas de PEG/HA/QUE.
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Fonte: Arquivo pessoal.

5.3.1.5. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
Hidroxiapatita

A analise dos grupos funcionais com a finalidade de comparar e diferenciar as
matérias primas dos compasitos foi obtida por meio do FTIR da hidroxiapatita, do
polietilenoglicol, da quercetina, como também dos compoésitos nas diferentes
propor¢cdes entre PEG/HA com a presenca de quercetina. As amostras foram
analisadas na forma de pastilhas com KBr e a seguir temos o0 espectro de FTIR da
hidroxiapatita produzida neste trabalho (Figura 16). O mesmo mostra bandas entre
1000 cm™ e 1100 cm™, correspondentes a vibracdes de estiramento assimétrico do
grupo fosfato PO,*, bandas em torno de 570 cm™ s&o referentes a vibragdes de
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estiramento P-OH do grupo HPO.,*. A banda larga na regido de 3140 cm™ é
caracteristica de ions hidroxilas ou adsorvidas na amostra (MELLO, V.J., 2001). A
banda referente ao estiramento assimétrico do grupo CO3* esta em cerca de 820
cm* enquanto que a banda em torno 1370 cm™ deve-se ao estiramento assimétrico
desse mesmo grupo, que provavelmente foi incorporado durante a precipitagédo da
ceramica, ja que a mesma foi sintetizada em ambiente aberto (BERTINETTI L, et al.,
2007). A banda mostrada em torno de 1570 cm™ é possivelmente referente ao
alongamento do grupo nitrato (NO3) e a banda em 3450 cm™ pode ser atribuida ao
estiramento da ligagdo N-H do grupo NH;" (ANEE, T.K., 2003). Estas bandas podem
ser provenientes da formacdo do NH4;NO3z; como sub-produto da sintese de HA,

como mostrado na reacao estequiomeétrica de sintese da mesma:

10 Ca(NO3), + 6 (NH4),HPO, + 8 NH,OH — Ca;o(PO.,)s(OH), + 20 NH,NO3 + 6 H,0
Figura 16. Espectro de FTIR da hidroxiapatita sintetizada neste trabalho.
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Fonte: Arquivo pessoal.
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Polietilenoglicol

O polietilenoglicol foi obtido da Viafarma® e seu espectro de FTIR é mostrado
a seguir (Figura 17). O mesmo mostra bandas entre 700 cm® e 1000 cm™
correspondentes as ligacdes simples entre carbonos (C-C). Em 1100 cm™ referente
ao estiramento da ligacdo C-O-C da cadeia do polietilenoglicol. A banda fina em
torno de 1500 cm™ é referente & deformacédo de grupos C—H. A banda larga na
regido de 2760 cm™ é caracteristica do estiramento de grupamentos -CH,- alifaticos.

A banda larga em torno de 3450 cm™ é referente & vibracdo (estiramento) do
grupo OH" provavelmente proveniente de moléculas de agua, jA que o PEG é
bastante higroscépico.

Figura 17. Espectro de FTIR do polietilenoglicol (Viafarma®).
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Fonte: Arquivo pessoal.
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Quercetina

A quercetina foi obtida da Sigma-Aldrich® e seu espectro de FTIR é mostrado
a seguir (Figura 18). O mesmo possui bandas em torno de 720 cm™ a 1090 cm™
devido ao estiramento da ligacdo C-H do anel aromatico. Entre 630 cm™ e 900 cm™
existem bandas referentes a deformacao angular fora do plano da ligacdo C-H do
anel aromatico. Em 1160 cm™ é mostrado uma banda caracteristica da deformacao
axial assimétrica da ligacdo C-O-C e em entre 1000 cm™ e 1240 cm™ é mostrada
uma deformacédo axial correspondente a ligacédo C-O.

Em torno 1315 cm™ é mostrado uma banda caracteristica da hidroxila

fendlica. Em torno 1650 cm™é mostrado uma banda referente a carbonila.

Figura 18. Espectro de FTIR da quercetina (Sigma-Aldrich®).
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PEG8/HA2/QUE

O gréafico seguinte (Figura 19) apresenta o espectro de FTIR com as
principais bandas de absor¢cdo do compésito PEG8/HA2/QUE. No mesmo podem-se
notar bandas caracteristicas das matérias primas utilizadas para o0 seu
desenvolvimento, como a bandas que aparecem em torno de 840 cm™ e 960 cm™
provavelmente devido & ligacdo C=C da quercetina. A banda em torno de 560 cm™
corresponde a deformacao assimétrica da ligacdo P-OH do grupo HPO,* (ELLIOTT,
J.C., 1994). Uma banda observada em torno de 600 cm™ corresponde & flex&o do O-
P-O (MA, M.-G., et al., 2006). Outra banda é verificada em torno de 1100 cm™ que
pode ser atribuida para o modo de vibracdo de tetraedro regular do grupo PO,*
(YANBAO L, et al., 2008). A banda observada em 1270 cm™ possivelmente é devido
ao estiramento do grupamento carbonato, que pode ter sido inserido ao sistema por
meio da aquisicdo de ar durante a precipitacdo no processo de sintese de HA
(BERTINETTI L, et al., 2007). Uma banda é observada em torno de 1340 cm™ e esta
pode ser atribuida ao grupamento carbonato (CO3’) proveniente da hidroxiapatita
que, como mencionado, foi sintetizada em um ambiente e ndo hermeticamente
fechado. Observa-se outra banda em torno de 1470 cm™ provavelmente devido a
ligacbes C-H da quercetina. Outra banda é observada em torno de 1660 cm™
provavelmente devida ao grupamento carbonila (C=0), derivado da quercetina. Ha
ainda bandas em torno de 2900 cm™ provavelmente devido a adsorcéo de &gua pelo
compésito (visto que o polietilenoglicol é higroscépico) e em torno de 3460 cm™
devido aos ions OH" estruturais.

Comparando-se o espectro de FTIR do compésito PEG8/HA2/QUE com o obtido
com a HA, observa-se a reducédo das bandas correspondentes aos grupamentos
fosfato, nitrato e carbonato, indicando que eles foram parcialmente consumidos no
processo. Quando se compara esse mesmo resultado com o obtido do PEG,
observa-se uma grande diminuicdo da banda correspondente ao grupamento C-H,
forte indicativo esse do seu consumo.

Finalmente, ao se comparar o espectro de FTIR do referido compdsito com o da
guercetina, observa-se uma grande mudanca nas bandas correspondentes aos
grupamentos OH" e da agua e, indicando consumo e desidratacdo, respectivamente,

durante o processo de sintese do compdsito.



77

Figura 19. Espectro de FTIR do composito PEG8/HA2/QUE.
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Fonte: Arquivo pessoal.
PEG6/HA4/QUE

A figura seguinte (Figura 20) mostra o espectro de FTIR do compdsito
PEG6/HA4/QUE. De forma semelhante, o mesmo também mostra bandas
caracteristicas das matérias primas utilizadas no seu desenvolvimento. Como o
alongamento que aparece em 480 cm™ corresponde ao grupamento fosfato (PO,™)
da hidroxiapatita. A banda referente a OH™ da ligacdo P-OH est4 em cerca de 740

1

cm™. Uma banda presente em torno de 880 cm™ pode ser atribuida a ligagédo C-C

da estrutura da quercetina. Existem bandas em torno de 1200 cm™ possivelmente
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devido a grupamentos nitrato (NO3). Em de 870 cm™ é observada uma banda que
pode ser atribuida & ligacdo C=C da quercetina. Em 1200 cm™ e em 1530 cm™
observam bandas caracteristicas do grupamento fosfato. Em torno 1700 cm™
observa-se uma banda que pode ser atribuida a ligacdo C=0O proveniente da
quercetina. Bandas de 1800 cm™ a 2190 cm™ ocorrem possivelmente provenientes
de algum tipo de interacdo quimica entre C e N, ja que nesta regido, essas bandas
sdo caracteristicas desse tipo de ligacdo. Uma banda larga em torno de 3600 cm™ é
caracteristica de moléculas de a4gua enquanto que outra banda em 4060 cm™ pode
ser atribuida aos ions OH'.

Semelhantemente, ao se comparar o espectro de FTIR do composito
PEG6/HA4/QUE com o da HA, do PEG e da QUE, observa-se a diminuicdo das
bandas correspondentes aos grupamentos fosfato, da hidroxiapatita, diminuicdo da
banda referente a ligacdo C-H, do PEG e diminuigcdo da quantidade de &gua de

hidratacdo, da quercetina, respectivamente.

Figura 20. Espectro de FTIR do compdésito PEG6/HA4/QUE.
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PEG5/HA5/QUE

O espectro de FTIR na figura seguinte (Figura 21) apresenta as principais
bandas do compésito PEG5HA5/QUE. Em aproximadamente 570 cm™ observa-se
uma banda fina e estreita correspondente a deformacgdo assimétrica da ligacdo P-
OH do grupo HPO,* (ELLIOTT, 1994). Uma banda observada em torno de 600 cm™
corresponde a flexdo do O-P-O (MA et al., 2006). Outra banda é observada em 840
cm™ que corresponde & ligagcdo C=C proveniente da quercetina. Observa-se ainda a
diminuicdo da banda em torno de 1080 cm™, correspondente ao grupamento PO, e
alargamento da banda em 1400 cm™ referente ao grupo COs*, ambas provenientes
da hidroxiapatita. Em 1470 cm™ observa-se a diminuicdo da banda referente a
ligacdo C-H proveniente da quercetina e em 1660 cm™ uma banda correspondente &
ligacdo C=0O. Em torno de 2900 cm™ e em 3300 cm™ visualizam-se bandas

referentes a H,O e a grupamentos OH", respectivamente.

Figura 21. Espectro de FTIR do compdésito PEG5/HA5/QUE.
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PEG4/HAG6/QUE

As bandas referentes aos grupos funcionais do composito PEG4HAG6/QUE
séo evidenciados na Figura 22. Em suma, suas bandas de absor¢do s&o bem
semelhantes ao compésito PEGS5HAS5/QUE. Em aproximadamente 565 cm™
observa-se uma banda fina e estreita correspondente a deformacao da ligacdo P-OH
do grupo HPO,* (ELLIOTT, 1994).

Outra banda observada em torno de 600 cm™ corresponde ao grupo O-P-O
(MA et al., 2006). Em 840 cm™ observa-se uma banda que corresponde & ligacdo
C=C proveniente da quercetina. Visualizam-se ainda duas bandas em torno de 1030
cm™ e 1125 cm™, correspondentes ao grupamento PO,> e alargamento da banda
em 1390 cm™ referente ao grupo CO3*, ambas provenientes da hidroxiapatita. Em
1670 cm™ observa-se uma banda correspondente & ligacdo C=0. Em 2920 cm™ e
em 3310 cm™ visualizam-se bandas referentes & H,O e a grupamentos OH,

respectivamente.

Figura 22. Espectro de FTIR do compésito PEG4/HAG/QUE.
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5.3.1.6. Termogravimetria (TG) associada a analise térmica diferencial (DTA)

Hidroxiapatita

A anadlise térmica das matérias primas e dos compositos foi realizada
utilizando a mesma metodologia e em cada analise utilizou-se entre 5 e 10 mg de
cada amostra.

Verifica-se que as perdas de massas sao acompanhadas de sucessivas
variacfes de energia, com eventos endotérmicos e exotérmicos se alternando entre
si, fato evidenciado por meio dos experimentos de TG/DTA (Figura 23).

O aquecimento da hidroxiapatita geralmente provoca uma diminui¢do de peso
e o TG/DTA da hidroxiapatita com essas variacdes € mostrado na Figura 23. No
mesmo, é observado um evento que se inicia em 31,07°C e finaliza em 80,32°C com
perda de massa igual a 3,51% (0,178 mg) possivelmente relacionado a perda de
solvente ou agua adsorvida a estrutura. Em 194,16°C inicia-se um evento
endotérmico possivelmente relacionado a agua intersticial agregada ao material.
Esse evento finaliza em 245,74°C e € acompanhado por uma perda de massa de
10,08% (cerca de 0,510 mg). O grafico mostra ainda que a partir de 270°C a taxa de

perda de massa praticamente se mantem constante.
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Figura 23. TG/DTA da hidroxiapatita produzida no laboratério.
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Fonte: Arquivo pessoal.

Polietilenoglicol

O grafico de TG/DTA do polietilenoglicol é apresentado na Figura 24. Em
60,86°C inicia-se um processo endotérmico referente ao ponto de fusdo do
polietilenoglicol com entalpia de fusdo igual a 309,8 J/g. Esse evento ocorre com
aumento de massa correspondente a 1,36% (cerca de 0,067 mg) possivelmente
relacionado a adsorcdo de agua ao polimero, ja que o mesmo é bastante
higroscépico. Outro evento endotérmico € iniciado em 198,09°C e finaliza em
420,66°C e é acompanhado com uma perda de massa de 91,73% (4,49 mg) e um
residuo de 8,27%, sugerindo que 0 mesmo € um composto organico relativamente
puro. Esse evento esta relacionado a decomposicdo do material. A curva da
termogravimetria derivada (DTG) confirma essa decomposi¢cdo principal, mas séo

observadas duas etapas de degradacéo, o que corrobora a curva de DTA.
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Figura 24. TG/DTA do polietilenoglicol.
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Fonte: Arquivo pessoal.
Quercetina

O gréfico a seguir mostra a curva de TG/DTG da quercetina (Figura 25) como
também as degradac¢des térmicas que ocorrem em algumas etapas significativas.
Nessas curvas observam-se duas leves inclinagdes, uma que inicia em 92,13°C com
diminuicdo de massa de 0,79% (correspondendo a 0,042 mg), possivelmente devido
a perda de agua de cristalizacdo. Outra que se inicia em 319,16°C e termina em
330,36°C, correspondente a uma perda de massa de 90,85% (4,801 mg) facilmente
explicada, uma vez que se sabe que a quercetina funde-se com decomposicdo, ou
seja, a partir da temperatura em que se inicia a fusdo, inicia a decomposicao da
substancia (BUCKINGHAN, J., 1983; BUDAVARI, S., 1996).
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Figura 25.TG/DTA da quercetina.
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PEG8/HA2/QUE

As figuras seguintes (Figuras 26 a 29) apresentam as curvas TG/DTG dos
compoésitos PEG8/HA2/QUE, PEG6/HA4/QUE, PEG5/HAS/QUE e PEG4/HAG6/QUE
como também as principais degradacfes térmicas. As curvas de TG/DTG do
composito PEG8/HA2/QUE sédo mostradas na figura 5.15. Um evento endotérmico €
visualizado em 64,61°C possivelmente devido a fusdo do polietilenoglicol. Outro
evento é observado em 388,71°C possivelmente devido ao deslocamento do ponto
de fusdo (processo endotérmico) e degradacdo (processo exotérmico) da

guercetina.



Figura 26. TG/DTA do compésito PEG8/HA2/QUE.
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Fonte: Arquivo pessoal.

PEG6/HA4/QUE

As curvas de TG/DTG do compoésito PEG6/HA4/QUE sdo mostradas na
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Figura 27. O mesmo evento endotérmico é visualizado em 62,29°C (fusdo do PEG).

Um evento exotérmico é observado em 183,72°C que é caracteristico de uma

possivel desordem cristalina ou amorfizacéo do farmaco. Em 407,72°C ocorre outro

pico possivelmente devido ao deslocamento do ponto de fusdo e degradagcéo da

guercetina.



Figura 27. TG/DTA do compésito PEG6/HA4/QUE.
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As curvas de TG/DTG do compdsito PEG5/HA5/QUE sdao mostradas na

Figura 28. Como ja é conhecido, ocorre a fusdo do PEG em aproximadamente

62,51°C. O mesmo evento exotérmico é visualizado em 188,68°C (como

mencionado, provavelmente devido a desordem cristalina ou amorfizagdo). Um

evento exotérmico € observado em 402,78°C que é possivelmente devido ao

deslocamento do ponto de fusdo e degradacao da quercetina.



Figura 28. TG/DTA do compdésito PEG5/HA5/QUE.

DITGA TGA DTA DIDTA
mg/min % uVv uV/min
000- 15000
14000 |
) ) 1 60.00
eightLoss -0041mg WeightLoss _0214mgWe|ghtLoss -2022mg
-0828% -4320% -40.816%
12000
100.0¢ ~ [\ 1 40.00
| \\
: L /\ Y. N " Jooc 1
500 - Y 420,00
Y
50.0C )\
| Peak 6251C Peak 188.68C 1-2000 Joo0
Peak 40278C
Onset 59.23C Onset 169.39C onset 383200
| Endset  70.66C Endset  197.41C nse '
L Endset 412.23C
Heal -1344mJ Heat 682.17mJ Heat 1682 ] 1
00C- -2.713/g 137.703/g ea b 4-400( -2000
-339.60J/g
-10.00- ]
000 T fo00C - 2000(  3000(  4000(  5000( — 6000(
Temp [C]
Fonte: Arquivo pessoal.
PEG4/HA6/QUE

87

Por fim, as curvas de TG/DTG do compésito PEG4/HA6QUE sdo mostradas

na Figura 29. A mesma apresenta eventos semelhantes aos ja citados

anteriormente, como fusdo do polietilenoglicol em aproximadamente 60,82°C,

desordem cristalina ou amortifizacdo do farmaco em aproximadamente 177,21°C e

fusdo e degradacao da quercetina em aproximadamente 389,23°C.
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Figura 29. TG/DTA do compdésito PEG4/HA6/QUE.
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Fonte: Arquivo pessoal.

O composito que apresentou maior deslocamento da temperatura de
fusdo/degradacéo foi a PEG5/HA5/QUE (aproximadamente 403°C). O deslocamento
do ponto de fusdo/degradacdo da quercetina é extremamente importante, pois indica
gue houve incorporacdo da mesma na estrutura do compaosito polimero/ceramica.
Isso sugere que existe interagdo quimica entre a quercetina e os componentes da
matriz de incorporacdo (hidroxiapatita e polietilenoglicol) uma vez que essas
substancias blindaram o cerne da quercetina.

Isso é muito interessante, pois contribui para que o sistema seja uma matriz
de liberacdo prolongada, sendo que ocorre diminuicdo da solubilidade da matriz,

aumentando assim, o tempo de degradacédo da mesma.
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5.4. Construcao do dissolutor HM-RJ/CFO1 para o ensaio de liberagéo in vitro

O dissolutor foi projetado seguindo um alinhamento com a aparéncia e
funcionalidade de produtos comerciais disponiveis conhecidos e possibilidade de
construcdo sem maiores problemas. A racionalizacdo geral de funcionamento do
equipamento projetado foi conseguida da seguinte maneira, evidenciado na Figura
30 e 31, a qual exibe o projeto do dissolutor: Nele evidencia-se a presenca de
chaves de interruptores que acionam um motor (de vidro de carro) que por sua vez
tracionam um conjunto de engrenagens de nylon resistentes, as quais sé&o
conectadas em hastes de inox cada uma com uma pa em uma das extremidades.
Cada pa fica mergulhada em uma cuba individual que possui a solu¢cdo de SBF com
a formulacdo a ser analisada. O equipamento, conta ainda com uma um grande
reservatério de inox que serve acondicionamento de agua, a qual serd aquecida a
temperatura apropriada para os testes. Abaixo do compartimento de ago inox, foi
instalado uma resisténcia elétrica em forma de U que é acionada por um termostato
com faixa de trabalho que varia entre -15 °C e 70 °C. Esse termostato é regulado
para manter a temperatura constante em 37 °C (+/- 0,5 °C). Para evitar um
aquecimento ndo uniforme no dissolutor, acoplou-se a0 mesmo uma bomba (de
aguario) que tem como funcdo manter agua do reservatorio em constante circulacao.
No projeto do aparelho existe um sistema de succao/reposicao de solucdes que é
composto por um conjunto de seringas de 20 mL conectadas e equipos (tubos de
SOro) que por sua vez, se conectam as cubas de dissolugéo. A tampa de cada cuba
de dissolucéo possui 4 furos: 1 para a haste de agitacao (eixo central). Outro para a
passagem de um termémetro para monitoramento da temperatura e mais dois para

0s cateteres de succgao e reposi¢cao de solucoes.
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Figura 30. Projeto do dissolutor HM-RJ/CFO1 utilizado no ensaio de liberagédo In

vitro. (a) detalhamento dos componentes e
engrenagens de rotacao.
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Figura 31. Dissolutor HM-RJ/CFO1: (a) perspectiva da parte frontal (destaque para
as cubas de dissolucao, interruptores e seringas de succdo e reposicao); (b)
visualizacéo da parte posterior.

Fonte: Arquivo pessoal.
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5.4.1. Construcao do Dissolutor

A construcao do dissolutor foi permitida com o investimento de R$ 1.746,95
(Tabela 2), que representa cerca de 3,2 % do investimento em dissolutores
comercialmente disponiveis (cotacdo n° 260922, da INTERCONTROL, para um
aparelho com 6 cubas de dissolucdo, referéncia FM 00013), mostrando que é
perfeitamente viavel desenvolver esse como também outros tipos de equipamentos
na propria Universidade para fins académicos. Destaca-se ainda, que a construcao
do equipamento HM-RJ/CFO1 no sentido de se avaliar perfis de liberacdo de

farmacos est4 aliado a um baixo custo e retornos cientificos e tecnoldgicos valiosos.
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Tabela 2. Relagao entre as quantidades e valores que foram investidos na
construcdo do dissolutor utilizado neste trabalho (gastos com materiais e mao de

obra).
VALOR UNIT VALOR TOTAL SERVICO VALOR TOTAL
PRODUTO QUANTIDADE (R$) : DO PRODUTO (Méo de obra) COM MAO DE
(R$) (R$) OBRA (R$)
Placas de madeira 2 30,00 60,00 - 60,00
Rolamentos 12 5,40 64,80 - 64,80
Hastes de inox 1 49,25 49,25 - 49,25
Nylon 24 cm 68,00 68,00 - 68,00
Pas 6 pas 5,00 30,00 Soldagem das pas 30,00
Potes de vidro 8 18,00 144,00 - 144,00
Motor 1 50,00 50,00 - 50,00
Resisténcia
1 67,00 67,00 - 67,00
Elétrica
Cuba de inox 1 500,00 500,00 - 500,00
Madeira para calgo 1 5,00 5,00 - 5,00
Tomada 1 3,20 3,20 - 3,20
Equipo 14 1,50 21,00 - 21,00
Seringas 14 1,00 14,00 - 14,00
Porcas 10 0,35 3,50 - 3,50
Contactor
" 1 54,00 54,00 - 54,00
elétrico
Parafusos 20 0,50 10,00 - 10,00
Serra copo 1 50,00 50,00 - 50,00
Arruelas de borracha 14 0,50 7,00 - 7,00
Linha de nylon 1 2,00 2,00 - 2,00
Termbmetro 8 27,15 217,20 - 217,20
Termostato 1 136,90 136,90 - 136,90
Bomba d agua 1 45,00 45,00 - 45,00
Interruptor 3 2,35 7,05 - 7,05
Tomadas 3 6,35 19,05 - 19,05
Caixinha de Luz 2 0,50 1,00 - 1,00
Tubos falcon 100 1,18 118,00 - 118,00
Servigos de .
. 8 viagens: 40,00 40,00
Moto-taxi
INVESTIMENTO
1.746,95
TOTAL

Fonte: Arquivo pessoal.
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O aparelho desenvolvido no Laboratério de Ensaios de Materiais do
Colegiado de Engenharia Mecéanica da Universidade Federal do Vale do Séao
Francisco mostrou-se equivalente aos modelos de equipamentos comumente
utilizados para avaliar o perfil de liberagédo de farmacos em meios de dissolu¢éo com
aparato do tipo pas, que sdo indicados para estes testes e respondem de forma
mais genérica a diferentes tipos de formulacées. E importante salientar que esse tipo
de aparelho € precursor dos demais, utilizados na avaliacdo de perfis de liberacao
de farmacos. Na auséncia e/ou inoperancia dos mesmos, utiliza-se o aparelho
preconizado pela monografia do teste para avaliar o perfil de dissolugéo, sendo que
0 mesmo deve simular, de maneira satisfatéria, condicbes similares ao organismo
humano, como sais tamponados, agitacao e temperatura constante (Figura 32).

Neste sentido, o aparelho dissolutor construido para o ensaio de liberacdo in
vitro de quercetina mostrou-se totalmente viavel a proposta inicial, com temperatura
e rotacdo de funcionamento semelhante as especificacbes que sédo preconizadas
pela farmacopeia brasileira e americana (USP) (Tabela 3).

A taxa de aquecimento do meio de dissolugcdo dentro das cubas de analise foi
proporcional a quantidade de agua colocada no reservatério, sendo que, quanto
maior a sua quantidade, mais rapidamente o meio de dissolugdo chegava a
temperatura desejada (37 = 0,5 °C), permanecendo constante nessa temperatura. O
sistema de circulacdo de agua (composto basicamente por uma bomba de aquario)
também se mostrou perfeitamente eficaz, deixando o reservatorio com temperatura
homogénea em toda a sua extenséo.

A rotacdo do mesmo foi de aproximadamente 50 rotagdes por minuto (rpm),
condizente com a dos aparelhos utilizados para esse fim. A mesma rotacédo foi
imposta a todas as cubas com os meios de dissolucdo, pois as engrenagens
utilizadas no equipamento eram praticamente iguais em tamanho, forma e nas
demais dimensoes.

O sistema de succdo e de reposicdo do meio de dissolugcdo também se
mostrou eficaz, ndo apresentando vazamentos ou outras intempeéries que porventura
viessem a inviabilizar a coleta e/ou a reposi¢cdo das solucdes utilizadas no teste de
dissolugdo. O mesmo é facil de operar, robusto e ndo permite variagées de rotagédo

no meio de dissolugao.
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Figura 32. Dissolutor HM-RJ/CFO1 construido neste trabalho para o ensaio de
liberacéo In vitro.

Fonte: Arquivo pessoal.



Tabela 3. Especificacdes da Farmacopeia brasileira, americana (USP) e do

dissolutor produzido neste trabalho para algumas pecas (aparato 2, com valores em

mm).
FARMACOPEIA USP DISSOLUTOR
BRASILEIRA HM-RJ/CF01
CUBA DE DIAMETRO (mm) 102 +/- 4 98 - 106 110
DISSOLUCAO ALTURA (mm) 185 +/- 25 160 - 210 180
ALTURA (mm) 19 +/- 0,5 19 +/- 0,5 14
LARGURA (mm) 4 +/- 10 4 +/- 10 2
PAS DE COMPRIMENTO
AGITACAO (mm) 74 -75 74 -75 65
DISTANCIA
PARA O FUNDO 25+/-2 25+/-2 25
DA CUBA (mm)
X'CA;ISTL'EQRE DIAMETRO (mm) 9,4-10,1 9,4-10,1 8
COMPRIMENTO N&o especificado N‘T"Q 250
(mm) especificado
+/- 2 mm da N0
CENTRO (mm) - N&o especificado linha do especificado
centro
VELOCIDADE Monografia
(rpm) - individual 25-75 50
TIE(I\)AE)/EAEA(\)T(L‘{C?)A - 37+-05 374/-05 37405
1 -0,1
2 -0,2
PERPENDICULARI 3 - N30 102
DADE DAS 2 Nao especificado especificado 103
HASTES (°) '
5 -0,1
6 +0,1
1 -0,3
2 0,2
BAMBOLEIO DAS 3 N0 especificado N&o 04
HASTES (mm) 4 especificado 0,1
5 0,3
6 04
1 +0,2
2 0,1
BAMBOLEIO DAS 3 No especificado N&o 0,4
CUBAS (mm) 4 especificado +0,1
5 0,3
6 0,2
1 0,0
2 0,0
INCLINACAO DA 3 NZo especificado N&o 0,0
BANCADA (°) 4 P especificado 0,0
5 0,0
6 0,0

Fonte: (TECHNOLOGY, P., 2007)
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5.4.2. Qualificagdo do sistema de dissolu¢cdo HM-RJ/CFO01

5.4.2.1. Qualificagao fisica do equipamento

O equipamento foi qualificado fisicamente por um engenheiro mecanico
(Figura 33) através da medicdo de alguns parametros como rotagao,
perpendicularidade, profundidade e bamboleio das hastes, inclinagdo do dissolutor e

da mesa que contém o dissolutor como também temperatura das cubas.

Figura 33. Laudo de valida¢éo do dissolutor HM-RJ/CFO1 utilizado no ensaio de
liberacao in vitro.

CERTIFICADOQ DE CAL IBRACAQ

Legenda
VR: Valor de Referéncia

SMC: Sistema de Medigao a Calibrar

Observacbes

A incerteza expandida de medicéo (U) relatada é declarada como a incerteza
padréo de medigio multiplicada pelo fator de abrangéncia (k), o qual para uma
distribuicio t com Ve graus de liberdade efetivos comespondem a uma
probabilidade de abrangéncia de aproximadamente 95%. A incerteza padrio
da medigéc foi determinada de acordo com a publicagfic EA-4/02.

Petrolina, 05 de agosto de 2014,

_F‘egp“‘. 3
o

Fonte: Arquivo pessoal.
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5.4.2.2. Avaliacdo de desempenho (Qualificagdo quimica)

Apods a analise do teor do comprimido de prednisona dissolvido no tempo de
30 min, foi possivel observar que 97,3% de prednisona encontrava-se dissolvida no
meio, estando esses valores dentro do intervalo preconizado pela farmacopeia
americana (USP 37, 2014). Assim sendo, aparelho de dissolugdo HM-RJ/CFO1 foi
considerado qualificado sendo adequado para realizacdo de ensaios de dissolugao

de produtos farmacéuticos.

5.5. Desenvolvimento do método de quantificacdo da quercetina no meio de
liberacdo controlada

A performance do sistema cromatografico escolhido foi avaliada de acordo
com os parametros: fator de capacidade, resolucdo entre os picos, fator de
assimetria e numero de pratos. O valor da resolucdo média da quercetina nas
amostras foi de 9,75 (x 0,62) para a concentragao de 10 mg/L, 6,21 (+ 0,55) para a
concentracdo de 60 mg/L e 4,29 (x 0,06) para a concentracdo de 120 mg/L, sendo
superiores a 2,00, indicando separacao eficaz entre os constituintes. O fator médio
de assimetria da quercetina foi de 1,38 (+ 0,02) para a concentracédo de 10 mg/L,
1,35 (= 0,02) para a concentracdo de 60 mg/L e 1,003 (x 0,016) para a concentracéo
de 120 mg/L, apresentando, portanto, valores inferiores a 1,5, descrito na literatura
como aceitavel para amostras de interesse, bem como 0 numero de pratos teoricos
médio foi 22604 (+ 801) para a concentracdo de 10 mg/L, 21344 (+ 802) para a
concentracédo de 60 mg/L e 7844 (+ 194) para a concentragcédo de 120 mg/L (USP 37
— NF 32, 2014).
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5.6. Validacdo do método de quantificacdo da quercetina no meio de liberacéo
controlada

5.6.1. Especificidade e Seletividade

O cromatograma da quercetina apresentou picos sem sobreposicdo de
interferentes, constituindo um método seletivo. A quercetina foi avaliada no
comprimento de onda apropriado, indicado na literatura: 370 nm. O comprimento de
onda é conhecido como lambda maximo (Amax), 0 qual representa o comprimento de
onda onde h& maior absorcdo energética expressa pelo analito. O detector com
arranjo de diodos possibilitou a observacao do analito em seu lambda maximo e a

guercetina apresentou um cromatograma com um unico pico (Figura 34).

Figura 34. Cromatograma e espectro de UV da quercetina.
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Fonte: Arquivo pessoal.
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5.6.2. Linearidade, Limite de Deteccéo (LD) e Limite de Quantificagdo (LQ)

A curva de calibracao foi gerada e a faixa de concentracdo para produzir uma
curva de correlagdo foi adequadamente estimada. Esta curva foi constituida por sete
pontos de concentragdes: 10, 20, 40, 60, 80, 100 e 120 mg/L (Figura 35).

Figura 35. a) Regressao linear da média dos dados da curva nos trés dias de
andlise. b) Grafico de residuos.
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Fonte: Arquivo pessoal.

O coeficiente de correlacéo (r°) para a linearidade foi de 0,9998, apresentando
residuos da média aleatoérios (Figura 34), mostrando uma grande dispersao entre 0s
dados, bem como, a andlise de todas as concentra¢des obtiveram um coeficiente de
variacéo entre 0,341 e 0,366%.

A resolucdo RE n° 899 de 29 de Maio de 2003 da ANVISA indica que 0s
critérios minimos aceitaveis do coeficiente de correlagdo (r*) sdo de 0,99 em um
estudo analitico, bem como o coeficiente de variagdo menor que 5%. Desta forma,
constata-se que esse parametro, para o analito, esta em concordancia com a RE
n°899.

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados a partir da curva de
linearidade, sendo eles: 0,9905 pg/mL para o limite de detecc¢éo e 3,301 pug/mL para
o limite de quantificacdo, sendo que a concentracdo minima utilizada neste trabalho,

10 mg/L (equivalente a 10 pg/mL) pode ser perfeitamente quantificvel.
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5.6.3. Exatidao

O teste de exatiddo do método analitico descreveu a proximidade dos valores
determinados nas amostras, com 0s seus valores nominais médios determinados.
Esta foi medida usando cinco determina¢gdes para cada uma das concentracdes,
baixa, média e alta, as quais foram 10, 60 e 120 mg/L, respectivamente.

A exatidao intra-dia foi determinada em cada nivel de concentracdo, usando-
se a concentracdo média determinada experimentalmente e a concentracdo tedrica
correspondente. O valor de exatiddo obtido foi 96,1 (+ 2,02%), para a concentracao
de 10 mg/L, 100,4 (+ 0,35%) para a concentracdo de 60 mg/L e 99,7 (£0,19%) para
a concentracéo de 120 mg/L de quercetina.

Todos os valores de exatidao determinados encontraram-se dentro dos limites
especificados pela RE n° 899 da ANVISA, os quais estiveram no intervalo de 80 a

120 % para determinacdes intra-dia e inter-dias.
5.6.4. Preciséo

A precisdo do método analitico descreve a proximidade de medidas
individuais de um analito, quando o procedimento foi aplicado repetidamente a
multiplas aliquotas de um Unico volume homogéneo da solugdo padrdo. A precisédo
foi medida usando cinco determinacdes de areas para cada uma das concentracoes,
baixa, média e alta, as quais foram 10, 60 e 120 mg/L, respectivamente.

A precisdo intra-dia foi determinada usando-se o desvio padrao e
concentracdo meédia determinada. Os valores de precisdo obtidos para as
concentracfes da quercetina foi 1,10 (x 0,2%) para a concentracao de 10 mg/L, 0,76
(x 0,49%) para a concentracdo de 60 mg/L e 0,22 (+ 0,08%) para a concentracdo de
120 mg/L de quercetina.

O coeficiente de correlagéo (r%), tanto para os testes intra-dia, quanto inter-dia
do analito, variou entre 0,9997 a 0,9999.

Todos os valores de precisdo determinados ficaram dentro dos limites
especificados pela RE n°® 899 de 2003 da ANVISA, os quais séo de 5 e 15 % para

precisao intra-dia e inter-dias, respectivamente.
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5.6.5. Considerac¢des gerais sobre o método validado

O método analitico desenvolvido para quantificacdo de quercetina em
amostras do meio de dissolucdo apresentou parametros de seletividade,
especificidade, linearidade, sensibilidade, precisdo e exatiddo adequados. Ainda
mostrou-se especifico e com boa separacdo, permitindo um tempo de analise
relativamente curto, em torno de 8 minutos.

Os picos cromatograficos obtidos apresentaram-se simétricos e com
excelentes resolucdes de linha de base. A robustez do método foi expressa pela sua
reprodutibilidade, quando houve a transferéncia do método cromatografico de
separacao de um cromatografo para outro.

Em linhas gerais, o método € apropriado para ser aplicado na quantificacao

do analito em questao e foi similar a diversos métodos descritos na literatura.

Figura 36. Cromatogramas da quercetina durante e ap0s o validagdo do método.
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Fonte: Arquivo pessoal.
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5.7. Ensaio de dissolucdo da quercetina em compdésito de polietilenoglicol e

hidroxiapatita

5.7.1. Ensaio de liberacao In vitro

Os resultados do perfil de dissolucao, apdés 4 horas de experimento, estdo
representados na Figura 37, que mostra o perfil de dissolugéo de cada partilha de
compésito em suas diferentes propor¢cdes: PEG8/HA2/QUE, PEG6/HA4/QUE,
PEG5/HA5/QUE e PEG4/HAG/QUE.

O grafico mostra um perfil de liberacdo da quercetina com um percentual
maximo de liberacdo de 15, 31, 13 e 17%, respectivamente. Essa diferenca na
porcentagem da dissolucao reforca o fato de ocorrer algum tipo de interacéo entre o
polimero e a ceramica, nas diferentes propor¢cdes, fato que é evidenciado pelas
diferentes porcentagens de liberacdo. Outro detalhe € que a matriz formada entre o
polimero e a ceramica pode ter diferentes solubilidades frente ao meio de
dissolucéo.

Os perfis de liberacdo obedeceram uma distribuicdo polinomial, de acordo
com a equacao empirica genérica descrita por Weibull, em 1951, adaptada para
processos de dissolucdol/liberacdo de farmacos, por Langenbucher (1972)
(MANADAS R, et al., 2002).

A equacgao polinomial foi produzida com diferentes graus no estudo dos
diferentes compadsitos, sendo grau 4 para a pastilha PEG8/HA2/QUE, grau 6 para a
pastiha PEG6/HA4/QUE e PEG5/HA5/QUE e grau 3 para a pastilha
PEG6/HA4/QUE).

A eficiéncia de dissolucéo dos diferentes compositos foi relacionada com os
teores de PEG e HA (Figura 36). Nota-se que quanto maior a quantidade de
polietilenoglicol, menor a eficiéncia de liberagdo da quercetina, isso indica que a
guercetina esta diretamente ligada ao PEG.

Essa diferenca nas porcentagens de liberacdo pode ser atribuida as
irregularidades na superficie das amostras utilizadas. Sabe-se que outros fatores
afetam a liberacdo de drogas de biomateriais, tais como a porosidade do material

utilizado e a quantia de droga incorporada no mesmo.
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Figura 37. Perfil de liberacdo de todos os compdsitos, em triplicata, depois de 4
horas de experimento.
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Fonte: Arquivo pessoal.

A natureza das curvas mostradas na Figura 37 sugere que nenhuma das

matrizes tem liberagcdo que siga taxa de liberagdo de ordem zero. Observa-se

também que a liberacdo é lenta nos primeiro minutos do experimento, seguida de

uma aproximadamente constante. No final do experimento, todas as proporc¢des

apresentam um maior taxa de liberacdo do farmaco, evidenciando que existe uma

ruptura entre a matriz € 0 mesmo.
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Figura 38. Eficiéncia de dissolucéo de todos os compdésitos, em triplicata, depois de
4 horas de experimento.

14

Fonte: Arquivo pessoal.

Apesar de a Farmacopeia Brasileira ndo estipular limites de tempo para
desintegracdo de forma farmacéutica de liberagcdo modificada, os resultados
evidenciaram que a taxa de liberagcdo da quercetina € menor a medida que se
aumenta a quantidade de polimero (polietilenoglicol) na formulacdo do compadsito.
Esse fato pode ser justificado pela formacdo de uma camada gelificada mais
espessa de polietilenoglicol com 0 aumento da sua propor¢ao no impmante.

No grafico do perfil de liberacdo das pastilhas percebe-se que a formulacéo
gue retém mais a quercetina € o PEG8/HA2/QUE (Figuras 35 e 36). Por outro lado,
depois de 3,5 h de experimento, ela passa a liberar o farmaco a uma taxa maior do
gue a formulacdo PEG5/HA5/QUE.

A formulacdo PEG5/HA5/QUE comeca o processo de liberacdo mais rapido
gue a PEG8/HA2/QUE e finaliza retendo mais o farmaco, levando vantagem em

relacdo a formulacao anterior. Adicionalmente, a formulacdo PEG5/HA5/QUE possui
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caracteristicas fisicas melhores que a formulagdo PEG8/HA2/QUE, como dureza e
estabilidade térmica. Sendo corroborado pelo fato de PEG8/HA2/QUE ser mais
cerosa e mais instavel frente a variacées na temperatura.

As caracteristicas morfolégicas e fisicas favorecem a formulagéo
PEG5/HA5/QUE, como provavel formulacdo para realizacdo de um estudo piloto, de
forma perspectiva, em processos de liberacdo controlada em modelos in vivo.

Outro detalhe € que existe uma relacdo estequiométrica de 1:1 entre PEG e
HA para uma maior retencdo de QUE, o que provavelmente produz uma maior

interacdo entre a matriz e o farmaco.
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6. CONCLUSOES

A hidroxiapatita obtida pela rota Umida apresenta propriedades fisicas,
guimicas e fisico-quimicas em conformidade com o descrito na literatura,
confirmando a autenticidade e pureza da mesma, possibilitando sua utilizagdo neste
trabalho.

N&o foi possivel obter pastilhas de liberacdo com a proporcdo PEG2/HAS,
devido ao elevado excesso do material ceramico, o qual ndo permite uma unido
reticular entre o PEG e a HA.

As matrizes de liberacdo desenvolvidas pela unido do polietilenoglicol 4000 e,
hidroxiapatita apresentam caracteristicas fisicas estaveis, com excecdo da
propor¢do PEG8/HA2/QUE, que mostra-se um pouco mais cerosa por ter muito
polimero em sua composi¢cdo, e da propor¢cdo PEG4/HA6/QUE, que se mostra
também mais quebradica por ter mais ceramica em sua composicao.

A incorporacdo da quercetina foi eficaz, fato este que foi comprovado pela
elevacdo do ponto de fusdo da mesma em todas as propor¢cdes de compositos
avaliados.

Os testes de dureza apresentam caracteristicas semelhantes para as quatro
proporcbes propostas no presente estudo, com excecdo do composito
PEG4/HA6/QUE, que mostra-se mais duro que os demais, provavelmente por
apresentar uma maior quantidade de hidroxiapatita.

A Microscopia Eletrbnica de Varredura da matriz de liberacdo composta
apenas por PEG e HA mostra a existéncia de fendas e poros na sua superficie. Com
a adicdo da quercetina na matriz, ocorre a diminuicdo dessas fendas e desses
poros, aumentando a coesdo do material. A existéncia de fendas e poros no
composito com quercetina € uma propriedade importante, pois pode permitir a
passagem de fluidos biolégicos pelo mesmo, além de permitir a migragdo de células
pra o local do implante, que influencia no aumento da biocompatibilidade.

Observa-se ainda a existéncia de pontos brancos no composito, que
provavelmente sdo aglomerados de cristais de hidroxiapatita intercalados na rede
cerosa do polietilenoglicol.

A microanalise de energia dispersiva mostra a relagdo entre as porcentagens
dos atomos que compdem a amostra, evidenciando a existéncia e a permanéncia

dos mesmos na estrutura.
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Os espectros de FTIR dos compdsitos com quercetina mostram que as
principais bandas caracteristicas de grupos funcionais encontrados nos mesmos Sao
decorrentes das matérias primas utilizadas no desenvolvimento do compdsito, como
os grupamentos PO,* derivados da hidroxiapatita, CO derivados do PEG e -OH
derivados da quercetina, confirmando a permanéncia dos grupos funcionais dos
mesmos.

A difratometria de raios-X mostra o aparecimento de regifes cristalinas nos
compositos de PEG/HA/QUE em regibes diferentes dos planos observados na
hidroxiapatita (utilizada como padrdo de comparacdo), evidenciando que hé&
interacdo quimica entre os componentes do composito. Esses picos provavelmente
sdo provenientes do PEG e da quercetina e essa cristalinidade provavelmente
contribui para uma maior permanéncia do compaésito implantado.

As andlises de TG/DTA corroboram a existéncia de uma interacdo quimica
entre o PEG, HA e quercetina, fato que é evidenciado pelo aumento do ponto de
fusdo da quercetina. Outro ponto importante a ser considerado € que o aumento do
ponto de fusdo do composito diminui a sua solubilidade, isso aumenta a sua
estabilidade e consequentemente aumenta o tempo de permanéncia do implante.

O dissolutor HM-RJ/CF01 construido para o ensaio de liberagdo in vitro
mostrou-se eficaz e cumpre as exigéncias pré-estabelecidas de funcionamento,
sendo qualificado fisicamente e quimicamente, além de ter um custo extremamente
reduzido, frente ao que héa disponivel no comércio.

O método analitico desenvolvido e validado por CLAE-DAD mostra-se rapido,
seletivo, exato, reprodutivel e preciso quando analisado em dias diferentes e por
analistas diferentes. Além de ser robusto para as condi¢des de fluxo e temperatura
analisadas. O mesmo nao é discriminativo para a deteccdo de produtos de
degradacéo da quercetina.

Os resultados do estudo In vitro evidenciou que o compa@sito possui uma taxa
de liberagdo controlada e prolongada. Outro fator observado é que o compdsito
libera a quercetina de maneira rapida nos primeiros minutos de imerséo, que € uma
vantagem, pois pode-se impedir uma concentracdo muito baixa do medicamento no
sitio de ag&o no inicio do tratamento, evitando efeito terapéutico ineficiente e até
mesmo uma possivel resisténcia bacteriana a quercetina.

O grafico da eficiéncia de dissolucdo mostra que o aumento da quantidade de

PEG e a diminuicdo da quantidade de HA diminui a eficiéncia de dissolugdo. Isto
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indica que a quercetina esta provavelmente mais intensamente ligada ao
polietilenoglicol.

Os perfis de liberacdo apresentam maior correlacdo com o modelo de Weibull
(LANGENBUCHER, F., 1972; MANADAS R, et al., 2002), indicando que a liberacao
do farmaco ocorre segundo um mecanismo complexo, no qual estdo envolvidos a
difuséo, o intumescimento e a erosao.

O compdsito com proporcdo mais estavel fisicamente e que possui menor
taxa de liberacdo, de 12,72% no final do experimento, foi o PEG5/HA5/QUE,
podendo, dessa forma, ser produzido em maior escala para testes tecnoldgicos
como também testes pré-clinicos e clinicos.

Diante disso, o material € bem promissor para estudos no desenvolvimento de
formulacdes eficientes para o tratamento do céncer, visto que a quercetina é um
importante antineoplasico, sendo bom ressaltar também, que tanto o polietilenoglicol
como a hidroxiapatita sdo materiais ja utilizados em organismos vivos, 0 primeiro,
como veiculo em varios medicamentos e em exames (como o exame do cdlon retal)
e 0 segundo como implante 6sseo, pois favorece a migracdo de células 6sseas

(osteoblastos) para o local do implante, diminuindo o tempo de cicatrizagao.
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7. PERSPECTIVAS

O presente trabalho mostra-se muito promissor em termos de aplicacao
industrial. Para tanto, testes adicionais ainda sdo necessarios. O primeiro deles diz
respeito a avaliacdo de processabilidade do compodsito desenvolvido além de um
estudo de estabilidade de longa duracéo.

Em seguida, é necessério efetuar testes tecnolégicos como variacdo de peso,
densidade geométrica, friabilidade, desintegracdo, viscosidade, entre outros.

Posteriormente, é necessario fazer testes em animais, incluindo a inducéo e o
tratamento da neoplasia a partir da introducdo do implante por meio cirdrgico,
seguindo para ensaios pré-clinicos e finalmente testes clinicos buscando comprovar

0 beneficio in vivo do compdsito desenvolvido no instituto de pesquisa.
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