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RESUMO

ALVES, Melina Cardilo CampodDesenvolvimento e Caracterizacdo de Sistema de
Liberacdo Controlada Contendo Piriproxifem para Cortrole das Formas Imaturas

de Haematobia irritans em Bovinos.2019. 90p Dissertacdo (Mestrado em Engenharia
Quimica). Instituto de Tecnologia, Departamentdcdgenharia Quimica, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RLB.20

A pecudria brasileira se destaca no cenario int@ynal representando o maior rebanho
bovino mundial. Neste contexto, 0os custos das dailes pecuarias sao elevados,
principalmente o investimento em produtos de saii@al, como os antiparasitarios, a
fim de controlar os prejuizos ligados aos efeiteketérios dos parasitas, com maior
relevancia para infestagcdes por carrapatdaematobia irritansconhecida como mosca
dos chifres. Atualmente, o controle tradicional tdeparasito constitui-se do uso
indiscriminado de pesticidas convencionais com arappectro, expondo animais, seres
Vivos € 0 meio ambiente a riscos toxicos, aceleramgrocesso de resisténcia. No
entanto, o Piriproxifem pertencente a classe daidores do crescimento de insetos
(IGR), trata-se de um parasiticida bioracional, cmcanismo de acdo seletivo para
insetos, sendo altamente seguros para o contreléodaas imaturas dd.irritans. A
eficacia oral do Piriproxifem permite o desenvoleimto de uma forma farmacéutica
administrada via oral, apropriando-se da tecnoldgianacéutica para corroborar
estratégias de controle do perfil de liberacdo ato®s, como a utilizacdo de matrizes
poliméricas impregnadas em suporte celulésicanalé aumentar o tempo de residéncia
do farmaco no rimem, e consequentemente prolongampo de acédo do controle do
inseto. O sistema de liberacdo controlado possubagarincipal proposta o aumento da
seguranca do produto e a extensdo da a acado fdég@eoquando associadas aos
polimeros PEG, PCL e PLGA, promovendo a dissolugéual do farmaco. A
formulacao foi caracterizada fisico-quimicamenta\ais da avaliacao por espectroscopia
de infravermelho (FTIR), ensaios morfol6gicos pasaroscopia eletronica de varredura
(MEV) e analise térmica pelo ensaio termogravimétTGA). Foram avaliadas as
metodologias utilizadas para o desenvolvimentoistieraa de liberacdo e o perfil de
dissolucéoin vitro. Os resultados demonstraram que foi possivel dekamvama
formulacdo de liberagdo controlada contendo pixilean pela avaliagdo do estudo
cinética de dissolucdo, e as metodologias de iocagdo ndo se diferenciaram
significativamente no perfil de liberacdo. As asedi espectrais elucidaram as ligagdes e
as atribuicdes caracteristicas de cada polimeroaidr fracdo volumétrica do farmaco
incorporado encontrada nas micrografias dos potism&CL, PLGA e PEG foi de
96,02%, 76,24% e 86,88% representada atraves amlméé incorporacdo mergulhado,
ao passo que, a menor fracdo volumétrica foi de8594, 75,84% e 84,84%,
correspondente ao método impregnado. A TGA e DTiBodstraram os resultados de
perda méssica inical (6,9+0,02), sendo possivdiaaetemperatura de degradacéo de
cada formulacéo.

Palavras Chaves: Piriproxifetdaematobia irritans Sistema de Liberacdo Controlado.



ABSTRACT

ALVES, Melina Cardilo Camposevelopment and characterization of a controlled
release system containing pyriproxyfen for controbf immature forms of Haematobia
irritans in  bovine. 2019. 90p Dissertation (Master in Chemical
engineering)nstitute of Tecnology, Department of Chemical Ewmgiring, Federal Rural
University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

Brazilian livestock stands out in the internatioeegénario representing the largest cattle
herd in the world. In this context, the costs wéfitock activities are high, especially the
investment in animal health products, such as ardgtes, in order to control the damages
associated with the deleterious effects of the qites® with greater relevance for tick
infestations and Haematobia irritans, known aflyhe horns. Currently, the traditional
control of this parasite uses indiscriminate comoeral pesticides with broad spectrum,
exposing animals, living beings and the environmentoxic risks, accelerating the
resistance process. However, Piriproxifem belongiogthe class of insect growth
inhibitors (IGR), is a biorational parasiticide tkvselective action mechanism for insects,
being highly safe for the control of the immatuoenfis of H.irritans. The oral efficacy of
Piriproxifem allows the development of an oral dgesaform, appropriating the
pharmaceutical technology to corroborate stratefsiegshe control of the asset release
system, such as the use of polymer matrices imptednin order to increase the residence
time of the drug in rumem, and consequently proltmg time of action of the insect
control. The main purpose of the controlled releagtem is to increase the safety of the
product and to extend the pharmacological actioenvissociated to the polymers PEG,
PCL e PLGA, promoting the gradual dissolution & tlnug. The formulation was physico-
chemically characterized by infra-red spectrosc@ByIR), morphological assays by
scanning electron microscopy (SEM) and thermalyaigaby thermogravimetric (TGA)
assays. The methodologies used for the developofdme release system and the in vitro
dissolution profile were evaluated. The results destrated that it was possible to develop
a controlled release formulation containing pyrkyfen by the evaluation of the
dissolution kinetic study, and the incorporationtineelologies did not differ significantly
in the release profile. The spectral analyzes @aied the structures and their characteristic
attributions of each polymer. The highest voluneefiraction found in the micrographs of
the PCL, PLGA and PEG polymers was 96.02%, 76.2A808%.88% represented by the
dipped incorporation method, whereas the lowestelric fraction was 94, 85%, 75.84%
and 84.84% corresponding to the impregnated mefh@d and DTG demonstrated the
results of initial mass loss (6.9 £ 0.02), and @&swpossible to evaluate the degradation
temperature of each formulation.

Keywords:Pyriproxyfen. Haematobia irritans. Controlled Reke&ystem.
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1 INTRODUCAO

O rebanho bovino apresenta relevancia no mercaddiadusendo um dos principais
pilares da economia nacional atualmente. O impactmémico causado por parasitas,
principalmente carrapatos e mosca dos chifres,zreduentabilidade das atividades
pecuarias brasileiras. Adaptar produtos veterisaialemanda do rebanho, assegura a
saude animal e reduz as perdas econdmicas geradasapsitoses, garantindo a
sanidade, a seguranca do gado de corte, da prodag¢éie e couro.

Os bovinos da raca nelore apresentam baixa indmléde carrapatos, e
consequentemente, H irritans, passa a ser o0 parasita mais prejudicial paraidesa
desses animais. Estes animais no Brasil sdo crilfizma extensiva e semi extensiva,
o que dificulta o controle e tratamento de doengadanto, é necessério o investimento
e desenvolvimento de uma formulacdo oral de liB&ragontrolada, que permitira a
cobertura do tratamento por um intervalo de tempmmCompreender o ciclo biolégico
da mosca dos chifres, viabiliza a atuacdo dos qdss em etapas criticas da
morfogénese.

O Piriproxifem da classe dos IGR é um compostadoional, seletivo a insetos e
surge no mercado com o propésito de apresentarrrafaitm residual e baixa toxicidade,
em comparativo aos pesticidas convencionais ufitigeatualmente para o controle de
H.irritans. Este composto é utilizado atualmente para o clentte pragas agricolas, de
insetos em aguas residenciais e pets com efeitapadicida e puguicida. A partir da
eficacia oral recentemente comprovada deste pis#en bovinos pela administracdo de
capsulas, espera-se que o desenvolvimento do asiseniberacdo controlado tenha
aplicabilidade na prevencao e tratamentéideitans.

O desenvolvimento de formas farmacéuticas inovad@aadequadas para
diferentes necessidades é um desafio para os fanth@as. As formas farmacéuticas
para administracdo oral de farmacos sdo as mdigzadts pela conveniéncia que
proporcionam, constituindo uma via de administrag@invasiva e com uma dose fixa,
diferente dos pulverizadores e sprays utilizadoalatente.

A associagdo do ativo Piriproxifem com os polimePadietilenoglicol (PEG),
Policaprolactona (PCL) éoli(acido latico-co-acido glicdlico) (PLGA)através do
aprisionamento do farmaco em suas matrizes poliarird controlar a liberacdo deste
no bolo fecal, para que ocorra de forma gradu@néa) resultando em um tempo de
cobertura maior do tratamento. O desenvolvimenssal@ova formulacao farmacéutica
contendo piriproxifem podera minimizar os impactogusados pelos pesticidas
convencionais no ambiente, assim como protegedidesdos seres humanos. Estima-se
que a aquisicao de produtos de liberacdo contraledtinado a saude animal seja mais
vantajosa frente aos produtos convencionais, urmajue prolonga a acdo do farmaco
sobre o controle das formas imaturas do insetmizdindo o tratamento e minimizando
impactos econdmicos e prejuizos no que se dizpeitesao bem-estar animal.

O sistema de liberagéo controlado é a propostandgfarmulacéo inovadora, com
0 objetivo de otimizar o controle da mosca dosrekipor um intervalo de tempo maior,
reduzindo os impactos negativos na saude do ammal ambiente por possuir efeito
residual menor quando comparado aos pesticidagnomnais.

O desenvolvimento da formulacdo ocorre com a imaragio do polimero em
associagdo com o piriproxifem em um suporte celktdogsta etapa propde avaliar duas
metodologias que se diferem, a mergulhada e impdagre identificar as vantagens e
limitacbes destas técnicas nos ensaios fisico qaénido produto final. Os ensaios
quimicos tém como objetivo quantificar o piriprexi nas formulacdes e avaliar o perfil



de liberacéo, e as possiveis relacdes entre asdsalte incorporacao e a cinética, fluxo
e eficiéncia de dissolucdo. Enquanto o ensaioofipiermite elucidar as estruturas
presentes, a interferéncia do polimero na superfiziamostras e a compatibilidade do
sistema polimérico como um todo.

Este trabalho teve como objetivo desenvolver ectariaar atraves de ensaios
fisico quimicos, morfologicos e térmicos o sistesealiberacdo prolongado a base de
diferentes polimeros contendo Piriproxifem paraootwle das formas imaturas de
Haematobia irritansem bovinos. E discutida, no decorrer do trabahofluéncia destes
polimeros no perfil de liberacdo controlada atradés estudos de liberac#w vitro.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Impacto Econdmico na Pecuaria Brasileira

A pecuéria brasileira apresenta cerca de 221,8h0esl de cabecas de gado
distribuidos em 164,96 milhdes de hectares, reptasdo o maior rebanho e exportacéo
de carne bovina e o segundo maior produtor de cannélial, com 2.032,1 e 9,71 milhdes
de toneladas exportadas e produzidas, respectivaymnano de 2017. (ABIEC, 2018)
Esta representatividade da pecuaria nacional n@omundial movimentou em 2017,
cerca de 523,25 bilhdes de reais, apresentandondmihe 3,6% em comparativo ao ano
de 2016. (ABIEC, 2018) O abate de bovinos no an@@e& foi de 30,83 milhdes de
cabecas, sendo o primeiro crescimento anual apsgjtredas consecutivas na pesquisa
de abate de bovinos do Instituo Brasileiro de Gaftaye Estatistica. (IBGE, 2018) O fato
do Brasil representar o maior rebanho bovino coialegera oferta abundante de matéria-
prima, sendo um dos fatores que explica 0 bom deseino do comeércio de leite e couro.

O Brasil possui relevancia na producéo de leitbaloocupando o quarto lugar
com 23 milhdes de vacas ordenhadas em 2014. (EMBR2F8) A aquisicao brasileira
de leite no terceiro trimestre do ano de 2017 &bdl4 bilhdes de litros, representando
um aumento significativo em relacéo aos trés ulkiranos. Este resultado é devido a
melhoria nas condi¢cbes de pastagens com a chegadzhdvas nas principais regides
produtoras em comparativo com o primeiro trimedtr&no. (IBGE, 2018)

A Pesquisa Trimestral de Couro realizada em dezembrano de 2017 pelo
IBGE relatou que houve um aumento da aquisicdootdeocde 8,75 milhdes pecas
inteiras. Esta € considerada a maior evolucédo desateo de 2013. (IBGE,2018) Em
relacdo ao mercado internacional, as ExportacOg3odeos e Peles apresentadas pela
SECEX (Secretaria de Comércio Exterior) registrarammés de dezembro de 2018, o
valor de US$105,9 milhdes. (CICB, 2018)

O desenvolvimento da pecuéria brasileira e seungeseho mundial esta
assentado em trés fatores fundamentais, tais dmae praticas de manejo e alimentacéo,
animais de boa genética e a sanidade animal. Hst® fiator € afetado por agentes que
causam doencas em bovinos, destacando-se os aarasihtensificacdo da pecuaria no
ano de 2017 gerou crescimento nos lucros, em coéseig do aumento da produtividade
a fim de manter a oferta da carne no mercado muiiganto, com maior densidade de
cabecas por hectares sdo necessarias medidastpav@ara manutencdo da sanidade
dos animais. Neste cenario, a carga parasitama das fatores alterados pelo aumento
do rebanho brasileiro. (HONER, M. R.; BIANCHIN, GOMES, 1990)

2.1.1 Perdas econGmicas nas atividades pecuaristas

O aumento do rebanho em associacéo ao clima ttoplesa as condi¢des de
parasitoses nos animais, e este fator gera gakteades e possiveis prejuizos na
rentabilidade das atividades pecuarias no Brasiicipalmente quando associados ao
efeito dos parasitas (helmintos e ectoparasita@sh maior relevancia para infestacdes
por carrapatos e mosca-dos-chiffeigematobia irritans) com perda anual que podem
chegar a R$ 14 bilhdes. (GRISI, 2014)

A pecuaria bovina brasileira é predominantementaaga Nelore, somando
65,0% dos bovinos de corte. (BIANCH#&Y al, 2004) Os ectoparasitas causam prejuizos
a bovinicultura de corte, pois ocasionam a perdzede, danificam o couro e predispdem
0S animais a infec¢cdes secundarias, resultandonypacto econdmico negativo no
agronegocio. (SILVAet al, 2010) Em estudos realizados, o gado nelore agasmaior



suscpetibilidade a infestacdes pbk. Irritans do que infestacbes por carrapato
Rhipicephalus (Boophilus) microplus,consequentemente, a mosca dos chifres passa a
ser 0 parasita mais prejudicial para o gado dec(BiLVA et al, 2010)

Devido esta representatividade da pecuéria brasited mercado mundial e a

diminuicdo significativa dos lucros associados pasasitas, 0s investimentos e o
desenvolvimento de medicamentos veterinarios séacentes. (MAGALHAES, 2016)
O faturamento da industria de produto para salideshfoi de R$ 5,3 milhdes no ano de
2017, e a espécie animal que representou a mémdfamercado foram os ruminantes,
com 55,3% do faturamento, e associado a clasggetérea antiparasitarios com 27,2%
da distribuicdo por classe. (SINDAN, 2017)

As perdas econdmicas ligadas aos efeitos deletis®sarrapatos e da mosca dos
chifres, justificam a maior porcentagem de prodytasa salde animal de ruminantes
com predominancia da classe antiparasitaria.

Segundo o Centro de Estudos Avancados em Econoplieafa (CEPEA) a
pecuaria bovina € um dos grandes pilares econérdicdrasil, oferecendo carne de
gualidade para o pais e gerando excedentes ex@isrtfue chegam a mais de 170 paises.
Portanto, a pecuaria bovina de corte demanda auiglpdevencéo das possiveis doencas
gue podem gerar danos ao rebanho, e consequentégrataiar a economia do setor.
(CEPEA, 2017)

2.2Haematobia irritans. Aspectos Biologicos, Importancia Econémica e Cortle

Haematobia irritang o nome cientifico da mosca-dos-chifres, senderii@pela
primeira vez pelo professor médico e bidlogo Linusagl758), e foi reconhecida como
praga de bovinos em 1830 na Franca. A denominag@ésca do chifres” foi atribuida
pelos habitos de aglomerar-se na base do chifrleal@sos, sendo observados em regides
brasileiras mais frias, como o sul. (HONER, M. RANCHIN, I.; GOMES, 1990) Foi
introduzida em paises que estavam em processo pngio do rebanho bovino,
tornando-se, um dos principais agentes parasitda@ecuaria na atualidade. (BRI€O
al, 2005)

A presenca da mosca-dos-chifres no Brasil foi @dada no ano de 1976 em
Roraima, originaria da Guiana. (VALERIO; GUIMARAER)83) A dispersdo da mosca
no territério brasileiro foi bastante rapida devit® condi¢cdes favoraveis da regidao de
Roraima, como o clima tropical e a criacdo do gadweino de forma extensiva,
permitindo a movimentacdo do animal por grandessar®e pastagens facilitando a
disseminagédo da mosca. (BRIEDal, 2005)

H. irritans € um parasita hematéfago obrigatério de bovinog, oo ato da
hematofagia gera picadas dolorosas que promovemimuitagdo e estresse local na
regido das costas ou pernas. A denominacdo em fatitans”, € esclarecido pelo
principal efeito que este parasito ocasiona, que igitacdo causada ao hospedeiro,
deixando-o extremamente agitado e estressado. Gesutado, gera um impacto
negativo sobre a producdo e desempenho do gadop eorperda de apetite e
consequentemente, corpérea, diminuicdo da prodieémte e comprometimento com a
qualidade do couro, e queda dos indices reproduti®YFORD; CRAIG; CROSBY,
1992) Acredita-se que 0s prejuizos observadosetmnhos infestados sejam mais em
consequéncia do estresse provocado do que pelkageshngue em si. (MCLINTOCK,;
DEPNER 1954; HARRI®t al 1974)

A mosca dos chifres possui como classificacdo t@xica ordem diptera e
pertencente a familia Muscidae, e possui caratitsscomo porte pequeno, medindo
cerca de 2 a 4mm e dependéncia do hospedeiro dwwamnfciclo biologico. (TAYLOR,



2010) O ciclo biolégico deste inseto inclui a penércia dos adultos sobre os
hospedeiros, preferencialmente bovinos, e em coesdifavoraveis de temperatura e
umidade, a fémea faz a ovoposicéo nas fezes frdeasmal, na interface do bolo fecal
com o solo, onde ira ocorrer o desenvolvimentoaiaes/pupacédo, até a emergéncia dos
adultos. (BRITO et al. , 2005; MEDEIROS DE BARRQO®?2). A Figura 1 representa o
ciclo bioldgico deHaematobia Irritans

Figura 1. Ciclo biolégico da mosca dos chifres. (1) Parasit; (2) Oviposigéao;
(3) Desenvolvimento Larval. (llustracdo: Melina Ats Adaptado de PIRES,
2015).

O ciclo biolégico da mosca-dos-chifres tem durad@oo minimo 10 dias e maximo
50 dias. A primeira etapa (1) do ciclo é represimizelo processo de parasitismo, onde
as moscas irdo realizar o ato de hematofagia nemds causando irritagcdo local e
estresse. Estas soO se afastam do animal no modeeotaposicao, ilustrada na etapa (2).
A fémea deposita seus ovos no bolo fecal frescolde$nos, e em condi¢cdes de
temperatura e umidade favoraveis, ocorre o desenvehto dos ovos a mosca. Na
terceira etapa (3) ocorre o processo de metamodfesevos a larvas (L1, L2 e L3) que
penetram mais profundamente a massa fecal parategg@r da luminosidade e procurar
locais mais Umidos. Esta etapa é dependente damOhars responsaveis pelo
crescimento, como o0 analogo do horménio juvenddismna. De larva do primeiro instar
até a pupacdo sdo necessarios em média 4 a Sedipsis, ocorre a emergéncia dos
adultos. (FRANCISCA, 2009) O ciclo pode ocorrerathie o dia ou noite. (KUNE£t al,
1970) O termo instar é utilizado para definir oipéo de transicdo entre um estagio e
outro, apos o ultimo instar ocorre o encapsulamewtoa pupa.

As caracteristicas que interferem no ciclo est#ci@nadas a fatores bioticos,

como a predacdo, competicdo e parasitismo, e fathticos como a dessecacdo ou
liquidez da massa fecal e baixas temperaturasoAdgigdes climéticas correlacionadas



ao parasitismo sédo a umidade, precipitacao e tetyvardo ambiente. (MACEDE! al,
2003)

A picada dolorosa da mosca gera uma hipersensibdidno hospedeiro,
resultando no estresse do animal. Estima-se queinfesdacdo média de cerca de 500
moscas pode acarretar perda de aproximadamentedéOggso vivo anual. (HONER;
GOMES, 1990) Deste modo, o Brasil que possui uteg&acia no mercado mundial de
carnes e na economia interna, € preciso contrgharasitismo por mosca dos chifres, a
fim de evitar estas perdas da qualidade da caite d couro.

Brethouret al (1987) observaram que o ganho de peso foi sup&ré® nos
bovinos que utilizavam farmacos mosquicidas impaelgs em brincos em comparativo
agueles animais que nao foram submetidos a nentaiodmde controle ddaematobia
irritans. O éxito no controle populacional de qualquer ptaasistd associado ao
conhecimento da sua epidemiologia. Portanto, case ha seu ciclo evolutivo, a forma
de controle mais efetiva devera estar concentradatear nas fezes, a fim de evitar o
desenvolvimento do ovo e larvas.

O Programa de Controle das Moscas dos Chifres dsilBrublicado em 1990,
visa duas metas, reduzir as infestacdes da mosedae 0 processo de resisténcia do
inseto aos pesticidas utilizados. Portanto, € isginelivel a utilizacdo racional destes
produtos quimicos, como também buscar outros mi¢osontrole o qual retarde a
resisténcia. Devido a esses fatores, a utilizagideasouroOnthophagus gazeléoi
associado como uma opcao mais segura para awdiaontrole das moscas, que ao
destruir o bolo fecal dos bovinos, torna desfavweisivas condi¢cbes para o
desenvolvimento do inseto (HONER, M. R.; BIANCHIN,GOMES, 1990), sendo uma
estratégia natural e sem acdo de produtos quimicos.

Porém, com o tempo e a utilizacdo indiscriminadagetsticidas em rebanhos,
haveria necessidade de importagdo de outras esplieesouro para atuar em outras
condicbes biologicas da regido. Técnicos aust@diapstimam ser necessaria a
importacdo de 100 espécies distintas do besouesoymarcontrole efetivo da mosca dos
chifres. (HONER, M. R.; BIANCHIN, I.; GOMES, 1990)

Domingueset al. (2009) avaliaram a susceptibilidade do besoura-lbokta
(Onthophagus gazéla pesticidas da classe Reguladores de Crescirdenttusetos, e
notaram que ativos testados nao determinaram rta ohestes besouros adultos expostos,
mas interferiram na producéo de descentes. A eéxteesritorial brasileira e a utilizacdo
indiscriminada de pesticidas no rebanho afetariamaautencéo da reproducdo do
besouro e dificultaria a disseminacao destas espé&rn quantidades suficientes para
efetivacéo do programa.

Atualmente, medidas de controle de moscas-dosestgim bovinos sédo pautadas
no controle quimico, com a utilizacdo de pesticidagorma de imerséo, pulverizagéao,
pour on, spot ore brincos impregnados. A estratégia preconizadadé rotacdo das
classes inseticidas, com mecanismo de acdo diésieatfim de evitar o processo de
resisténcia. A classe piretroides e organofostosdd as mais significativas do mercado
(MEDEIROS DE BARROS, 2005).

Resultante a esse processo de resisténcia e geaidplitude e toxicidade desses
pesticidas, surgem os Insect Growth Regulator (JGR)a classe de compostos bio-
racionais, com propriedades bem similares ao compustural (WILLIAMS, 1967,
STAAL, 1975).

2.3 Insect Growth Regulator (IGR): Piriproxifem

Os IGR, conhecidos como pesticidas da terceiracgeraurgiram pra diminuir

6



os efeitos dos pesticidas que possuiam amplo espentaior toxicidade para parasitos
e outros insetos. Além disso, outra dificuldadeespntada era a persisténcia destes
inseticidas no meio ambiente, e por conseguinpeesenca destes na cadeia alimentar,
culminando no risco para outros organismos, inetusihomem. (WILLIAMS, 1967)

A classe IGR, atua como analogo do horménio juvdmiinsetos, inviabilizando
seu crescimento e desenvolvimento, principalmepte estdgios imaturos. Os IGR’s
presentes no mercado para controleHddrritans, sédo as benzilfenilureias, triazina,
metoprene e piriproxifem. (TAYLOR, 2001)

O piriproxifem é classificado como regulador dascimento de insetos, de amplo
espectro, com baixa toxicidade, com atividade iaisket contravl. domesticamosquitos
e baratas. Como analogo do hormdnio juvenil, ieterina metamorfose dos insetos
(WHO, 2006; WHO 2008). Foi registrado para uso esstipidas pela Agéncia de
Protecdo Ambiental (EPA) desde 1995. E utilizadfonma de granulo para controle de
insetos em agua residenciais, e pets com efeitgapaicida e puguicida.
(ALBUQUERQUEEet al, 2016; KOCISOVAet al, 2004; MEOLAet al,1996)

O horménio juvenil € exclusivo dos insetos e estgula a metamorfose e
reproducdo. O processo de muda e metamorfose estosnsdo reguladas por dois
hormonios principais: ecdisona e hormonio juvadi); A ecdisona atua no crescimento
através da sua acao nas mudas, ou seja, quande @ctioca exoesqueleto quitinoso do
inseto. O horm&nio juvenil é responsavel por mamtganismo em seus estagios larvais
entre mudas, induzindo genes e proteinas necesgdia inibir a metamorfose. Por
estimulos ambientais e hormonais, quando o inseto ppreparado pra realizar a muda,
as concentracdes de ecdisona na hemolinfa se ekegamoncentracdes de HJ diminuem,
favorecendo a ocorréncia do processo. (RIDDIFORD22BELLES, 2011)

O piriproxifem atua mimetizando a acao do hormgunenil, portanto, tem como
mecanismo de ac¢éo a inibicdo do processo de mordsgé&los insetos. A Figura 2 ilustra
as estruturas quimicas da molécula de Piriproxdgetio seu analogo, hormoénio juvenil
1.

A

(A) Piniproxifem (B) Hormdnio Juvenil IT1

Figura 2. Estrutura quimica da molécula de Piriproxifem éAjo
Hormaonio Juvenil 111 (B). Fonte: Pubchem.

A nomenclatura da IUPAC para o ativo piriproxifem-ghenoxyphenylRS)-2-
(2-pyridyloxy)propyl ether; 2-,pyridine, de formutaolecular GoH1sNOs e que possui
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como caracteristica estrutural o anel piridini@nposto por um anel aromatico de seis
membros contendo o atomo de nitrogénio como hdteras (PUBCHEM, 2019).

As caracteristicas fisico-quimicas do Piriproxifémesluem baixa pressdo de
vapor, dificultando a disperséo pelo ar, apressiteilidade baixa em agua, temperatura
de fuséo de 48-50°C e propenso a fotdlise lentotm Piriproxifem € o Unico inseticida
recomendando pela Organizagdo Mundial da Saludeaga@o em agua com finalidade
de saude publica. (SULLIVAN; GOH, 2008) Portanto,GMS concluiu que o
piriproxifem néo represeta risco carcinogénicatteyénico e genotoxico em humanos e
animais em doses normais. (WHO, 2008).

O estudo realizado de hidrélise do piriproxifem &8s diferentes meios com
pH 5,0, 7,0 e 9,0 mostraram que € mais estavel Enmpis basicos. (KATAGI;
TAKAHASHI, 1994) Além disso, é suscepetivel a fi#ggradacdo na agua.
(SULLIVAN; GOH, 2008)

Os estudos de eficacia do Piriproxifem cormdrairtans foram conduzidos por
Bull e Meola (1996), pelo teste de toxicidade tapmdmistrando topicamente no dorso
toradxico de cada inseto uma solucdo acetbnica mdotRiriproxifem nas concentracdes
de 2,5; 5,0 e 20,0 pL/inseto. Houve um pequenaénde mortalidade apés 24 horas.
Outros estudos incluindo Piriproxifem para contidevetores avaliaram o potencial do
ativo, emM. domestica&m bezerros e controle de pulgasfelisem cées e gatos. Ambos
estudos comprovaram a eficacia do Piriproxifem caegulador de crescimento dos
insetos. (KOCISOV/Aet al, 2004; MEOLAet al, 1996)

A Organizacdo Mundial da Saude avaliou ainda gRixifem para uso como
larvicida em mosquitos na agua potavel armazerfddO, 2008) Para este fim, houve
0 desenvolvimento de uma formulacao de liberac@traiada, contendo Piriproxifem
5% . Estas foram testadas em caixas d’agua domgsiin Camboja, visando a inibicdo
da emergéncia de mosquitds aegyptiem adultos. Os resultados de inibicdo de
emergéncia de adultos foram na faixa de 90% pali@Oe continuaram com percentual
acima dos 80% até o final do estudo com 34 sem&&aSIG et al., 2008)

Recentemente, foi realizado um estudo que avapatencial de Piriproxifem
administrado por via oral para controle de fornmaaturas deH.irritans em fezes de
bovinos. A andlise da massa fecal e do plasmarmosass tratados oralmente elucidou
gue néo ocorre metabolizacdo do Piriproxifem n@woigmo nas doses utilizadas, sendo
excretado de forma inalterada pelas fezes. A cdraggio do ativo no plasma dos bovinos
ficou abaixo dos limites minimos de deteccdo epeaenca nas fezes comprovam a
eliminacao fecal da molécula de Piriproxifem. Ddetena, Piriproxifem empregado por
via oral nas doses de 2,5 e 40,0 mg/animal, madoifetividade IGR sobrH. irritans,
pela mortalidade das pupas, e consequente, inibigicemergéncia em adultos.
(OLIVEIRA, 2017)

A partir destes estudos associado com o aumentdedenda publica e da
relevancia do gado de corte no Brasil, vé-se asset@de de desenvolver produtos
veterinarios que diminuam o0s riscos para organisgo@snao sado o alvo do controle e
para o meio ambinte. Além da seletividade do IGRsatos, esta caracteristica também
atua desfavorecendo o processo de resisténcia iauititho os riscos relacionado a
seguranca alimentar.

2.4 Seguranga e Desenvolvimento de Novos Produtéeterinarios
No cenario atual, € consideravel o numero de pgpakaresistentes ¢ irritans

contra os piretroides e organofosforados, o questera necessidade de buscar por
alternativas atualmente eficazes para o contradéedearasito. Principalmente, quando



trata-se do controle e efeito residual do gado aleec O Brasil lidera o ranking de
exportacdes para fins comerciais, consumo e prodig&arne bovina, e neste contexto,
a importancia da qualidade da carne esta intimamieydda ao uso de produtos que
deixam residuos. Vale ressaltar, que estes produaiverao restricdo cada vez mais
intensa. (FILHO, 2000)

A presenca de residuos nos alimentos, destacamqustisidas que sdo aplicados
no rebanho bovino no combate ao carrafRighicephalus (Boophilus) microplies
mosca-dos-chifresHaematobia irritani, pode afetar a qualidade do leite e da carne
comercializada, comprometendo a saude da popusacéstiverem em niveis acima dos
permitidos pela legislacdo (Food and Agricultur@&ization - FAO e Organizacao
Mundial da Saude - OMS), além de poder inibir dacfes de exportacdo/importacao
entre paises. (HENRIQU& al, 2003)

A gestdo da saude animal é idealizada para otim&Zasaude fisica,
comportamental e o bem-estar do rebanho bovinduilac prevencéo, tratamento,
controle de doencas e transtornos que afetam mheb&MAPA, 2014) A pecuaria
extensiva no Brasil, representa 93% do rebanhonbovendo a criacdo a pasto como
principal cultivo do gado de corte. (DIAS FILHO,®Q As condi¢cdes acerca do pasto, a
caréncia da suplementacdo alimentar e o controlep@®@sitoses sao algumas
desvantagens deste tipo de cultivo.

O desenvolvimento de uma formulagdo com perfil iberdcédo controlado
aplicada a pecuéria extensiva se faz necessafim de reduzir as administracdes de
produtos veterinarios para controle de doencas wan que, neste tipo de criacdo o gado
é criado de forma livre, sendo reunido poucas vaaeso, tornando dificil o controle de
parasitoses. (PARANHOS DA COSTA, 2000) Atualmentepntrole de ectoparasitas,
principalmenteH. Irritans é feito com sistemas de liberacédo controlada dobnaa de
brincos mosquicidas, permitindo uma liberacdo lewia diazinon, da classe
organofosforado. (OURO FINO SAUDE ANIMAL, 2005)

Os organofosforados possuem efeito acumulativo derpo gerar efeitos
neurotéxicos na saude humana e, quando utilizadfordea irracional, contaminam
cursos de agua e geram residuos agricolas (MELLO;SLVEIRA, 2012), sendo
pontuado como problema para a seguranca alimentan@aminacdo ambiental. Os
compostos bioracionais, surgem justamente dessssidade de reduzir estes efeitos
negativos dos pesticidas convencionais. (RESENDI&, 2006)

O setor de sanidade animal enfrenta desafios did@in relacdo a doencgas,
resisténcia e efeitos residuais acometido no gAdcedita-se que a longo prazo, a
tendéncia das economias do setor veterinario @rstamentar na ciéncia, tecnologia e
inovacado. (OECD, 2005).

A América Latina ocupa o 5° lugar do mercado glat®aprodutos veterinarios e
representa 8% do mercado. O primeiro lugar € oaupath América do Norte, com
representacéo de 38% da fatia do mercado. (SIN2AMNG) A fiscalizacdo de produtos
veterinarios no Brasil é regida pelo MinistérioAlgicultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA).

Por definicdo, o produto de uso veterinario é wmuastancia quimica, bioldgica,
biotecnoldgica ou preparagdo manufaturada cujarasimacao seja aplicada de forma
individual ou coletiva, direta ou adicionada a @itos, direcionadas para fins de
diagnostico, prevencédo, a cura ou ao tratamentaldescas dos animais. Incluem-se
aditivos, antissépticos, medicamentos, vacinastiraeptos promotores, pesticidas e
todos os produtos utilizados nos animais ou natélafMAPA, 2012)

Todos os produtos de uso veterinario, nacionaisportados, incluindo vacinas,
devem ser devidamente registrados e aprovadosQueledenacéo de Fiscalizacdo de



Produtos Veterinarios (CPV) do Departamento de $2efenimal (DDA) do Ministério
da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (Mapagnibisso, a ANVISA encarrega-se
do controle e da fiscalizacdo de residuos de medictos veterinarios em produtos de
origem animal e define o limite maximo de residudR).

O Sistema Brasileiro de Inspecédo de Produtos dge@riAnimal (DIPOA) é
responsavel por assegurar a qualidade de prodatosgem animal comestiveis e ndo
comestiveis destinados ao mercado consumidor, tai@mo e externamente. (MAPA,
2017) Estas fiscalizagOes séo de extrema impo#doaea 0 Brasil, visto que atualmente
€ um dos maiores produtores e exportadores de camneial.

Os produtos e medicamentos destinados a saudelajantaam cada vez mais
espaco no mercado, uma vez que sdo necessariaasfonais efetivas de prevencéo,
controle e melhoria do bem-estar dos animais. Epeacdico para bovinos, o
desenvolvimento de novas formulacdes inovadorax@sas a tecnologia farmacéutica,
reduziria as a¢des de parasitoses no gado por todpele tempo maior e asseguraria a
qualidade da carne, leite e couro, sendo impodaptea indicativos da economia
brasileira. Dentre as estratégias farmacéuticaa pate fim, tem-se os sistemas de
liberacdo controlado que tém surgido como alteragbromissora para a terapéutica
veterinaria.

2.5 Sistemas de Liberacdo Modificado

Na medicina veterinaria h4 uma preocupag¢do comoorasonal de produtos
destinados a animais de producdo. O cuidado esthamente relacionado ao uso
indiscriminado e excessivo de farmacos que podemretar o acumulo e deposicéo de
substancias nos tecidos dos animais, elevando co e contaminacdo humana.
(FREITAS FILHOet al, 2011) O consumo de produtos de origem animakcoiut estes
residuos pode culminar em reacdes alérgicas, @esias a determinados farmacos e
toxicidade. (VAN DEN BOGAARD; STOBBERINGH, 2000)

As estratégias farmacéuticas utilizadas para dimiestes riscos, sao as
formulacdes inovadoras desenvolvidas com o com@sonde otimizar a entrega do
farmaco no local de acdo, melhorar a biodispoxi@dle mantendo-a dentro da janela
terapéutica, reduzindo o risco de subdosagem eidexie, facilitar a administracéo,
reduzindo o numero de intervencdes, otimizandaangado a eficiéncia do tratamento.
(FREITAS FILHO et al, 2011) Portanto, o principal objetivo dessas fdapies é
aumentar a seguranca do produto farmacéutico erat a sua acao farmacoldgica.
(FALCARE, 2006), e sdo denominadas de liberacaafinada de farmacos.

As formas farmacéuticas de liberacdo modificadaye®m uma metodologia que
permite ajustar o perfil de liberacdo do farmacmtiwlando, retardando ou prolongando
a liberacdo (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Segundo Farmacopéia dos
Estados Unidos (The United States Pharmacopeia X)SP) por definicdo, os sistemas
de liberacdo controlada possuem caracteristicdébei@cdo da droga em relacdo ao
tempo, para alcancar um resultado terapéutico goeénplausivel obter com formas
farmacéuticas convencionais. Sao reconhecidos apstipos de perfis de liberacao:
a prolongada e a retardada.

A liberacéo prolongada € caracterizada por recufiequéncia de dosagem ou
aumentar positivamente a ades&o ou a performarag@tgica em comparativo com as
formas farmacéuticas convencionas. E a liberag@odiada é a forma de dosagem que
apos a administracéo do farmaco, a liberagdo néucsa imediatamente. (USP, 2000)
Além destas, foi descrito por Veiga (1988) outredip de liberacdo modificado, e estes
estao representados na Figura 3.
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: Perfis de Liberacao “in vivo”
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Figura 3. Perfis plasmaticos em diferentes condi¢des derasiracao (Fonte: adaptado
de VEIGA, 1988)(1) Liberacdo convencional?) Liberacado sustentadgd) Liberacdo
Retardada(4) Liberagédo Repetida(®) Liberacédo Prolongada.

A liberagdo convencional ou imediata (1), desti@eapds a administracdo do
farmaco a absorcédo de forma rapida, sendo de 758alftancia ativa em 45 minutos.
(ANVISA, 2010) A manutencdo da concentracdo plag@datonstante por um periodo
de tempo caracteriza um sistema de liberacdo sadte(R), ocorre uma prévia liberacéo
do farmaco, suficiente para atingir o efeito tetdjp® com seguinte sustentacao do efeito,
pela liberacdo gradual do farmaco. (COLLETT; MOREIQ005; LORDI, 2001) A
liberacao retardada (3) adia o intervalo entrengpte de administracao e a absorgéo do
farmaco. (MARANHO, 2000) Na liberacdo repetida (d¢orre a liberacdo de uma
dosagem individual apés a administracao e por fpesslbaixas dosagens ou excre¢des
rapidas, uma segunda ou terceira dose sao liberddARANHO, 2000; OJOE, 2003)
Por fim, no sistema de liberacéo prolongado (5)lik@radas duas dosagens: a primeira
para atingir o efeito farmacologico esperado egarsga como dose de manutencédo deste
efeito, liberada de forma gradual com o objetivgpddongar a resposta farmacoldgica.
(ANSEL et al, 2007)

A vantagem do sistema de liberacdo controlado wea@s € a diminuicdo da
administracao frequente do medicamento frente rasaf® farmacéuticas convencionais,
além de possuirem tempo de circulacdo prolongadia w&til aumentada, depuracdo
reduzida e aumento do tempo médio de residéncieatmgastrointestinal. (LINt al.,
2017) Estas caracteristicas propulsionam o desémato de sistemas de liberacdo
controlada voltado para o mercado veterinariapedie facilitar o controle de parasitoses
na pecuaria extensiva, pela diminuicdo da admagétr de medicamentos veterinarios,
assegurando a dosagem e o efeito terapéuticorppotmaior.

As formas farmacéuticas de liberagcdo modificadaserees no mercado para
ruminantes sdo os dispositivos intraruminais (RataFlex® Bolus, lvomec® SR,
Panacur® SR, Captec®, Time Capsule®), dispositygass sistemas orais destinados
a passarem intactos pelo rumem, como exemplo caheoc Megalac E® e
Smartamine®, dispositivos implantaveis (Compudose®algro®, SABER™,
Atroban®), dispositivos transdérmicos (Formoped®)jispositivos topicos, como pour
on Acatak®. Em sua grande maioria, sdo processpolopolimeros biodegradaveis.
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(PRIETSCH et al., 2014)

O produto comercial Paratect Flex® é um exempldildee polimérico com
liberacdo controlada, de proporcéo 50:50 do atieoamtel e acetato de vinil de etileno
para tratamento anti-helmintico em bovinos. Apést@ada no rimem, o filme adesivo
se dissolve e desenrola, impedindo a regurgitggamovendo a liberacdo do ativo pelo
gradiente de concentracdo. (ROTHEN-WEINHOLD et2000)

Os polimeros estdo dentre os excipientes maigzadiis para a obtencdo de
formas farmacéuticas de liberagdo controlada dodéo. (RIOS, 2005) O estudo da
ciéncia de polimeros com a ciéncia farmacéuticaniper o avanco na inovacao e
desenvolvimento de novos sistemas de liberac&rdwtos. (OLIVEIRA; LIMA, 2006)

2.6 Polimeros

No século XX, foram descobertos um grupo de pradapoe consistiam em
moléculas com alto peso molecular que apresentavadades estruturais repetitivas
(poli), denominada meros, constituindo uma cadmigd designado polimero. (MANO,
1991) O termgoolimerofoi inventado pelo quimico alemao J. Berzelius mo de 1832.
(MORAWETZ, 1985)

A industria de polimeros se desenvolveu basicamenta o dominio da
tecnologia no processo de vulcanizacdo da bormaatumal. (AKAY, 2012) Atualmente,
estes materiais possuem vasta aplicacdo, em dsped@eea de biomateriais. (RUAd
al, 2017) Os polimeros séo desenvolvidos nos diassgbara agirem como moduladores
e direcionadores da liberacao de farmacos comesgicifica no organismo. Podem ser,
polimeros biodegradaveis, bioadesivos, bioativosbmmiméticos. (VILLANOVA;
OREFICE; CUNHA, 2010)

Os polimeros podem ser classificados de acordoacsua origem, sendo natural
ou sintético. Os de origem natural sdo moléculascgaantes de organismos vivos como
os polissacarideos e polinucleotideos. Os de orig@ética sdo desenvolvidos em
laboratorios e em sua maioria sdo derivados de rimatalo petroleo. Embora os
polimeros naturais excedam a quantidade dos siogédiesenvolvidos pela industria, 0s
polimeros naturais reduziram sua importancia ecocgoom a ciéncia e tecnologia dos
polimeros. (SILVA E SILVA, 2003) Para otimizar egtrralmente estas moléculas,
surgiram os polimeros semissintéticos, originades nabdificacbes quimicas dos
polimeros naturais. (CHIELLINgt al, 2003)

Para utilizacdo de polimeros em formulacdes farotaass, certas propriedades
do material precisam ser definidas, para gararftineionalidade do polimero. Alguns
parametros abrangem: temperatura de transicaayvilistribuicdo de massa e massa
molecular, que sao fundamentais para a determirgg@oistalinidade e da capacidade
de penetracéo do solvente, como a solubilidadefcante de difusdo. (FLORENCE &
ATTWOOD, 2011)

Outra propriedade que precisa ser estudada paeaemvolvimento de sistemas
poliméricos é a temperatura de transicéo vitiggadefinida como a temperatura em que
0 material passa do estado vitreo para um estali@ved Atg sera aumentada quando
qualquer fator possa elevar as forcas intermoleesilpresentes na cadeia polimérica,
resultando na rigidez da mesma. Estes fatores séo:

(a) Grupamentos polares: interferem aproximando asiase@atre si, aumentando
as forcas secundarias conferindo uma rigidez naataddeia e consequentemente,
elevacéo dig;

(b) Grupo lateral: os grupamentos laterais tendem ancarcadeia e, portanto,
necessitam de maiores niveis de energia para cemiemaleabilidade.
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(c) Ramificacdes: atuam diretamente na rigidez na agu®imeérica, resultando em
cadeias mais livres e maleaveis. O empacotamedificéltado pela presenca
destes grupos.

(d) Massa molecular: o aumento da massa moleculaaéeahdo ao comprimento
da cadeia, quanto maior o tamanho, sera necessaisanergia para que ocorra
a transicdo energética de um estado para outr@. mBassa também sofre
interferéncia pelas unidades monoméricas de copaten (CANEVAROLO,
2006)

O desenvolvimento de uma formulacdo poliméricavadora de liberacdo
prolongada segue de acordo com os polimeros eigos@tivos selecionados, a fim de
atingir o mecanismo de liberacdo pretendido. (RIQ®)5) As propriedades fisico-
quimicas do farmaco, principalmente, solubilidagerneabilidade inferem bastante na
escolha do polimero da formulacédo. (ZHU, 2002; RRDG5) Estes sistemas de liberacao
séo direcionados para atingir um controle da lfBvado farmaco em relacédo ao tempo
(LI, 1999) e, atualmente, sdo ferramentas e egtemtéutilizadas na tecnologia
farmacéutica.

Os polimeros utilizados no desenvolvimento daesist de liberacédo controlado
proposto pelo trabalho, sdo o polietilenoglicol @E poli(acido latico-co-acido
glicdlico) (PLGA 75:25) e policaprolactona (PCL).

2.6.1 Polietilenoglicol (PEG)

Os polietilenoglicdis sdo compostos utilizados cadjuvantes farmacéuticos no
desenvolvimento de formula¢des parenterais, topatagmicas e orais. A polimerizacao
deste ocorre através do meétodo de polimerizacaitczd heterogénea, tendo como
precursor monémeros de Oxido de etileno na pres#mgaciador (alcool, etileno glicol,
agua) e catalisador. Estas caracteristicas dogsoa® polimerizacdo definem a massa
molecular do polimero. Pela IUPAC é denominado (pwiétileno), e possui como
unidade repetitiva o etilenoglicol, representada jpegura 4.

0 H
H og
n

Figura 4. Estrutura quimica do mondémero etilenoglicol.

A repeticdo deste mondmero (n) diversas vezes)(jai longo da cadeia
carbonica, ddo origem ao polietilenoglicol, que sposbaixa toxicidade, por ser
quimicamente inerte e biodegradavel, portanto, scalte de PEG ndo é uma
problematica para o meio ambiente. (LI, 2001) O&&He baixo peso molecular (menor
que 1.000 g/mol) sdo comercializados na forma di@éc8es incolores. Os de massa
molecular maiores séo encontrados na forma s¢RIBEIRO, 2001) O PEG 400 € um
liqguido higroscopico claro, viscoso e quase incglos de elevadas massa séo solidos
brancos ou levemente amarelados com aparénciaacérisBCHEM, 2012)

Dentre suas caracteristicas fisico quimicas tem-aéa solubilidade em agua e
em metanol, mas insolivel em benzeno, cloroférmidees. A solubilidade em agua
diminui com o aumento da temperatura. Possui ueaéh estabilidade quimica, porém
a acao do calor prolongado pode induzir a sepataduas fases (liquida + solida) em
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compostos com alto peso molecular. A solucdo d& P&de precipitar com o calor,
porém um processo simples de agitacdo é capazeeeareste efeito. (HANDBOOK
OF PHARMACEUTICAL EXCIPIENTS, 2012)

Com o objetivo de gerar um composto ordenado, dei@s moleculares do
polimero tendem a se organizar e empacotar, e edtasacdes influenciam na
cristalinidade destes materiais. Devido a esta texigade, os polimeros podem ser
classificados em cristalinos ou semicristalinosgd,00 grau de cristalinidade esta
intimamente relacionado com a flexibilidade dase@sl (CANEVAROLO, 2006) O
polietilenoglicol no estado sdlido € parcialmentstalino e confere uma conformacéo
Zig-Zag. As cadeias se empacotam de formas maggesnconferindo uma flexibilidade
parcial do polimero. A temperatura de transicaeaié -60°C.

As aplicacdes farmacéuticas estdo relacionadasrraufacbes que contém
farmacos insollveis em agua e, portanto, estednaaomo carreador. Por isso, € usado
em formulacdes parenterais em concentracdes at&cd0¥h agente solubilizante, e em
formulacdes orais com a finalidade de aumentar aaisgponibilidade em drogas
lipofilicas. (HANDBOOK OF PHARMACEUTICAL EXCIPIENTS2012) Além disso,
possuem ampla utilizacdo (agente emulsificante ctange, lubrificante, plastificante e
detergente) em diversos setores (alimenticio, fe@otéro, médico, odontoldgico,
cosmeético, téxtil, industrial, entre outros). Réssmlo, PEG foi aprovado para consumo
interno pelo FDA (Food and Drug Administration).l,(12001) O polietilenoglicol
utilizado para o desenvolvimento do sistema derdif#o controlado foi o 4000,
considerado de alto peso molecular.

2.6.2 Poli (acido latico-co-acido glicolico) (PLGA)

Por volta da década de 70 foi introduzido no nwwca primeiro copolimero
denominado Vicril® composto por unidades de acadwd e do acido glicolico, o poli
(D,L-lactideo-co-glicolideo) (PLGA). A modificacateste copolimero pela razao entre
os dois monémeros, alteram as propriedades mesa@a@tempo de degradacao, gerando
um grande interesse comercial. (SOARESL, 2005, Jlet al., 2012) O copolimero é
composto por cadeia linear e saturada e sua estrgtiimica do PLGA composta por
seus dois mondmeros, conforme ilustrado na Figura 5
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Figura 5. Estrutura quimica do copolimero de PLGA e seyse@s/os mondmeros
(x,y). (x: acido latico; y: acido glicélico).

A proporcdo de acido latico para &cido glicolicdlizados no processo de
polimerizacdo origina diferentes composicoes e &xndo PLGA, relacionada a
propor¢cado molar dos monémeros. As unidades monoa®erepetitivas sao ligadas por
ligacOes de éster. Estes fatores influenciam nagripdades deste polimero, como a
cristalinidade, variando de amorfo a cristalino efefendo da estrutura quimica.
(SAMADI, 2013) A massa molecular e o grau de clisidade pode interferir nas
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propriedades mecanicas, na capacidade de hidelsevelocidade de degradacéo do
polimero. (FIALHOet al., 2003)

Foi aprovado pela U.S Food and Drug Administrat{6idA) para uso em
humanos com finalidades terapéuticas, devido a <adegradabilidade,
biocompatibilidade e por ser atdxico. (SOPPIMATH02) As propriedades fisico-
quimicas séo baixa solubilidade em agua, temperalitransicédo vitrea (Tg) na faixa
de 40 a 60°C. (GOMES, 2011) Esta condicdo o mamtanfiorma vitrea com uma
estrutura relativamente rigida, conferindo umastéacia mecanica significativa, sendo
ideal para sistema de liberacédo de farmacos. (BARBAet al, 2005)

As ligacOes de éster podem ser degradadas petegsm de hidrolise, e seus
respectivos mondémeros sado absorviveis pelos orgasistravés do Ciclo de Krebs.
Contudo, a estimativa do tempo de degradacao depeadoroporcdo das unidades
monomericas e da massa molecular do PLGA. (PANDE,6) Acredita-se que 0
polimero sofre a conversao de uma substancianeigk insollvel em meio aquoso para
uma substancia solivel em agua, ndo sendo obiigamte um processo de degradacao
quimica. (KIMURA; OGURA, 2011)

A maior hidrofobicidade conferida ao PLGA é refdgesao grupo metila, portanto,
quanto maior a raz&o de &cido latico, maior sénér@fobicidade do copolimero. Desta
forma, por apresentar esta caracteristica, men@iasguantidade de agua absorvida pelo
polimero, tendo a velocidade de degradacao diman@dd\IN, 2000) Esta caracteristica
€ essencial para sistemas de liberagcao controlado.

2.6.3 Policaprolactona (PCL)

A policaprolactona € um polimero sintético, biadegvel, pertencentes a familia
dos poliésteres alifaticos. Obtido a partir do peso de polimerizacdo da molécula
percussora caprolactona, resultando em um prodiféticm com a presenca do grupo
éster.(ROSA; PANTANO, 2003). A Figura 6 ilustrastretura quimica do mondmero de
PCL.

0
I

G : :

Figura 6. Estrutura quimica do mondémero (n) do polimero PCL.

E denominado pela IUPAC1,7-polioxepan-2-ona com caracteristicas
semicristalina, maleavel devido sua baixa tempeaate transi¢éo vitrea na faixa de -60
a -70°C, fundindo-se a 60°C, proporcionando boaprdades mecanicas e potencial
para uso em formulagfes farmacéuticas (COOMBES})2@0solubilidade em agua, e
nos solventes etanol e éter é baixa, porem emfétanm e diclorometano € elevada
(BALLISTERI, 2003). A presenca do grupo éster autaea polaridade da cadeia,
proporcionando maior rigidez a mesma.

Sua biocompatibilidade torna seu uso possivel rermpos biomédicos e
farmacéuticos (CHANDRA; RUSTI, 1998). E utilizadorpser também biodegradavel,
atoxico, sendo excretado facilmente pelo organieomano (RUSU; URSO, 2006). O
processo de degradacdo ocorre pelo processo déliseddas ligacdes de ésteres,
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resultando em produtos soluveis (HUANGal., 2004). Estas caracteristicas conferem
propriedades importantes para o desenvolvimengistiemas de liberagéo controlada, e
podem ser elucidadas através do estudo de liberagéoo.

2.7 Ensaios Quimicos de Controle de Qualidade

Para garantir a qualidade e eficacia, todas asaf@farmacéuticas devem atender
um numero de especificacdes que estdo relaciodadasacteristicas fisicas, quimicas e
biologicas, contidas nas farmacopeias, sendo as mgortantes para formulacao
administrada via oral, doseamento, uniformidadecaoleteddo e estudo do perfil de
liberagcio (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). O sisterpalimérico proposto neste
trabalho se adequou as normativas estabelecidas Hamacopeia Brasileira para
formulacao sélida via oral.

Os ensaios quimicos realizados foram doseamergtudoede liberacéim vitro.
O doseamento por sua vez tem como objetivo queentib teor da substancia ativa nas
formulacdes. (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Os edbs de dissolugda vitro
sdo importantes para as varias etapas dos procatsoslesenvolvimento de
medicamentos, para controle de qualidade e coadelagitro/in vivo.

2.7.1 Estudo de liberagcaan vitro

No delineamento de formas farmacéuticas de liberagatrolada, o estudo de
liberacdoin vitro € relevante, pois permite a caracterizacdo donsistde liberacdo a
partir da determinacdo da cinética de liberacdo.e€tsdos de liberacdm vitro
promovem a avaliacdo da liberacdo da substancia através da formulacao
desenvolvida. No caso das formula¢ées soélidas dmningstracdo via oral, estes estudos
sao elucidados pelo ensaio de dissolucdo em caddd®temperatura, rotacdo e do meio
adequados.

A eficacia do Piriproxifem ja foi descrita por Gdiva (2017) por administracao
via oral para o controle da mosca dos chifres exinbe, sendo excretado de forma
inalterada nas fezes em niveis detectaveis sueserapazes de assegurar o controle das
formas imaturas de. Irritans presente no bolo fecal (OLIVEIRA, 2017). As cayighs
do ensaio de dissolucéo para ruminantes sdo pautatgarametros que mimetizem o
meio intra ruminal, com o objetivo de avaliar duéhcia da formulagdo no pH basico,
na faixa de 6,5 £ 0,2 (APLEY et al, 2015).

O critério de aceitacdo do perfil de dissolugdc notervalos de tempo
especificados devem ser estudados e estabelecdasga caso, a fim de promover,
bioequivaléncian vitro/in vivo, considerando a eficiéncia do processo de prodegio
teor, na faixa de 95 a 105% para o teor médioadtutio produto final (FARINHA& al,
1997).

A avaliacdo do perfil de dissolucéo sugerido pbaik(1975) é através do calculo
da eficiéncia de dissolucdo (%ED), a qual deternairérea sobre a curva (AUC) de
dissolucédo até um tempo determinado (t) e consideraetangulo correspondente a
100% de dissolugédo no mesmo intervalo de tempe &)diferenca destes dois casos,
resulta na AUC do perfil de dissolucdo, segundmark 7:
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(%)ED = ;‘ﬂ x100

ret

Figura 7. Célculo da Eficiéncia de Dissolugao (%).

Onde, (%)ED é a eficiéncia de dissolucdo, AUC érem &obre a curva de
dissolucédo em funcdo do tempo (t) e Aret € a ave@spondente a 100% do retangulo
em funcéo do tempo (t). Desta forma, a partir desizacdo é possivel determinar a
cinética de liberacdo ao longo do periodo em que&ista definicdo é vantajosa pois
teoricamente pode ser relacionado com os testaso (BANAKAR, 1992; FARINHA
et al.,1997; KHAN, 1975).

Com base em todas as vantagens e as necessidadestade da mosca-dos-
chifres no impacto da rentabilidade do agronegaxidesenvolvimento e investimento
de formas farmacéuticas inovadoras de liberacatvatada contendo Piriproxifem s&o
necessarias para assegurar a saude animal e arsggatimentar do gado de corte no
Brasil.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material
3.1.1 Reagentes

Foram empregados 0s seguintes reagentes de giéicamapureza:

Lauril sulfato de sodio (Dodecil sulfato de sédidgtec, lote 1107519;
Metanol, Sigma-Aldrich, grau HPLE99,9%, lote SHBF8238V;

Acido cloridrico P.A, Vetec 0506099;

Acetato de Sodio, Merk, lote 106267,

Fosfato de sédio dibasico, Vetec, lote 1102792;

Fosfato de sédio monobasico Vetec, lote DCBC2256;

Diclorometano, Sigma-Aldrich, grau HPLX99,9%, lote SE150520151218.

3.1.2 Matérias-primas

Foram empregadas as seguintes matérias-primasuéagmacéutico de pureza,

no preparo da formulagéo:

Polietilenoglicol 4000, Fagron, lote 14010257A,

Poli (acido latico-co-acido glicolico) (PLGA) 75:2Burac, lote 5004A;
Policaprolactona (PCL) 70 KDa, Sigma-Aldrich, |d#0744;
Piriproxifem Matéria Prima, Ourofino, lote 131114,

Papel Filtro Qualy, diametro 9,0.

3.1.3 Substéancias quimicas de referéncia: Piriprob@m

A substancia quimica de referéncia € um padramsécio, Sigma-Aldrich, lote

lote SZBB060XV, de teor declarado 99,1%, foi empdsgcomo substancia quimica de
referéncia nas determinacgdes analiticas.

3.1.4 Equipamentos e acessorios

Balanca analitica Tecnal, modelo 210;

Incubadora Shaker Digital Cienlab, modelo CE-720;

Cromatégrafo liquido Dionex, modelo Ultimate 308Quipado com duas bombas
quaternarias, valvula de sete vias, forno para negludetector UV-VIS
ULTIMATE 3000RS DIONEX e software CHROMELEON 6.80@NEX;
Coluna cromatografica Inovation Chromoliter C18 X086 mm x 3,5um;

Filtro Millex 0,45U, membrana durapore 13mm;

Bomba a vacuo — Tecnal — modelo Eco;

Peagametro Quimis, modelo Q400MT;

Ultrapurificador acoplado ao sistema de purificggéioosmose reversa OS 10 LZ
(Gehaka);

Vortex Go Mixer MX-5;

Pipeta automatica 1000uL

Cetrifuga refrigerada Cientec, CT- 6000 R.

MEV HITACHI, TM-1000; Microscopio Eletrénico de Viaadura.

FTIR, VERTEX 70; Espectrometro de infravermelho.

TGA-50 Shimadzu Thermogravimetric Analyzer.
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3.2 Determinacao do Teor de Piriproxifem na MatériaPrima

O Piriproxifem matéria-prima (MP) foi quantificadi@nte a substancia quimica
de referéncia (S.Q.R.) com teor conhecido (98,786)dd pela empresa Labfor®, lote
BCBT3748 do fabricante Sigma Aldrich., por Croma#dig Liquida de Alta Eficiéncia
com detecgcdo por Ultravioleta (CLAE-UV), utilizando metodologia desenvolvida
seguindo as seguintes condi¢des cromatograficasn&bovation Chromoliter C18 100
X 4,6 mm (3,5um); Fase movel MeOH® (80:20); Fluxo de 1,0 mL/mirk: 254nm;
Volume de injecao 10,00 pL.

Para o preparo da solugao estoque (SE) de Pirfproxioram pesados com
precisao analitica quantidades equivalentes d®2bg0de Piriproxifem padrdo com teor
98,7% e transferidos para um baldo volumétrico 8®® mL cujo o volume foi
completado com diluente metanol (MeOH), resultagaiouma solucédo de 1,00 mg/mL,
denominada solucéo estoque (SE).

Para o preparo da curva padréo, a partir da SE,Qe rhig/mL foram feitas
diluicdes para obtencdo de solugbes com conceesal®5,0; 20,0; 60,0; 100,0; 150,0;
e 250,0 pg/mL, utilizando como diluente MeOH.

3.3 Desenvolvimento da Formulagéo de Liberacdo Cawniada

A formulacéo foi desenvolvida utilizando-se tréedintes polimerosoli(acido
latico-coacido glicolico) (PLGA), polietilenoglicol (PEG)mlicaprolactona (PCL), com
o objetivo de avaliar as diferentes propriedaddisngoicas no controle da liberacéo do
farmaco. As formulag@es foram obtidas por duageifies metodologias: mergulhado e
impregnado, resultantes da combinacé&o do polinderativo Piriproxifem e do diluente
diclorometano e secos por 24 horas em estufa aetamopa ambiente, até o peso da
formulagdo fosse mantida estavel.

O suporte da formulacéo era um papel de filtronjeitio 9.0) com dimensdes 5cm
X 2cm, que foi incorporado a solugéo poliméricatendo o ativo. A solucdo polimérica
era composta de aproximadamente 25,00 mg de Riifigmo e 500,0 mg do polimero,
solubilizados no volume de 10 mL do diluente dicioetano. O suporte celuldsico era
pesado antes da incorporacdo e apos, para firdldéacda massa incorporada ao final
da formulacgao.

A técnica mergulhada, consistiu na imersdo do $epwelulésico na solucéo
polimérica contendo o ativo por cinco vezes, cotarwalo de 5 minutos para secagem.
O objetivo deste método foi criar monocamadas paricie da formulacdo que fosse
capaz de retardar a liberacédo da substancia Ati¢égnica incorporada, foi auxiliada pelo
uso da pipeta automética P1000 (1000uL), com voliixaeo de 800 uL, distribuidos
em 400 pL em cada face do suporte. No final de arabanetodologias, as formulacdes
foram deixadas na capela para secagem de 24hengmeratura ambiente.

Os mesmos procedimentos foram realizados para asti@® placebos onde, na
solucao polimérica tinham-se a auséncia do atikiprBkifem, sendo composta somente
por polimero e o diluente diclorometano.

3.4 Ensaios Quimicos de Controle de Qualidade
Para garantir a eficacia, todas as formas farmae&uievem atender um namero
de especificacbes e ensaios que estdo relacionadzmacteristicas fisicas, quimicas e

bioldgicas. As formulacbes devem conter caracteastque garantam sua integridade,
homogeneidade, dose, aspecto e liberacdo do faranaadir da forma farmacéutica.
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3.4.1 Ensaio de doseamento da formulacéo

O ensaio de doseamento teve por objetivo quantifidaor da substancia ativa
em formulagdes. A formulacédo final, foi dividida émds partes de forma aleat6ria no
suporte celulésico em 1cm? e adicionadas no baab0dmL avolumada com MeOH.
Para completa solubilizag&o e extracao do ativimaulacdo, colocou-se no ultrassom
por 30 minutos. As aliquotas foram avolumadagatfihs e transferidas para o vial pra
andlise e quantificagdo por CLAE-UV. As amostrappradas no ensaio de doseamento
e a curva padrao foram analisadas por CLAE-UV, iseguas condi¢cdes cromatograficas
descritas no item 3.2.

3.4.2 Estudo de liberagaan vitro
3.4.2.1Estudo da solubilidade do Piriproxifem e escolbaeio de dissolucéo

O estudo de solubilidade foi realizado segundo @dadogia deshake flaskem
plataforma de agitacdo onde foram avaliados osirgegumeios: HCl 0,1 (pH 1,2),
tampéao acetato de sodio (pH 4,5) e tampao foskteodio (pH 6,8). Também foram
avaliadas a solubilidade na auséncia do tensodB@fS) e na presenca deste em
diferentes concentracdes (0,10; 0,50; e 1,0 %).

O ensaio foi realizado seguindo as recomendac¢é&daa Técnica 003/2013
da ANVISA. Um excesso de Piriproxifem foi adiciomadm erlenmeyers contendo
50 mL de cada meio a ser avaliado. Os erlenmeyeesnf colocados sob agitacéo
constante por um periodo de 24 horas a tempe@®B8°C. Posteriormente, as solucdes
foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos. @senadantes foram filtrados em
membrana 0,45 um e analisados por CLAE-UV utiliraras mesmas condicdes
cromatograficas do 3.2A analise estatistica para a solubilidade em cad# roi
realizada através do teste One-way Anova (testeiBplas comparacbes de Tukey)
com intervalo de confianca de 95% pelo softwaratissico Minitab® 16.

3.4.2.2Desenvolvimento do meio de dissolucao

A escolha do meio de dissolucéo levou em consideragolubilidade do farmaco
obtido no ensaichake Flaske o pH fisiolégico do animal ruminante, na faixa d
6,5 £ 0,2 como descrito por Apley (2015). O voludeeensaio de dissolucéo foi de 100
mL para uma amostra com aproximadamente 1,50 npirigeoxifem, de tal forma que
apos a total liberacdo deste, o sistema ainda pecease nas condi¢cd@ak As coletas
foram realizadas nos tempos de Oh, 0,5h, 1h, 2tehiHd, 2d, 3d, 4d, 7d, 9d, 11d, 15d,
21d e 28d. Em cada tempo de dissolucao, foi detieafiltrada uma aliquota de 0,5 mL
de cada ernlenmeyer, com reposi¢cdo do meio delulfgsn Para o meio de dissolucao
utilizando o tampéo fosfato com pH na faixa det8052, a concentracao foi determinada
por CLAE-UV utilizando metodologia analitica citade item 3.2. Os parametros
velocidade de rotacdo e temperatura foram seguatogorme a literatura para
formulacdes orais pra bovinos (APLEY et al, 20%8ndo 100 rpm, 38°C, pH (5,10-7,5)
Tampao fosfato. A analise estatistica para avalpmorcentagem dissolvida em cada meio
de dissolucédo foi realizada através do teste One-tvaova (teste de mdltiplas
comparacgdes de Tukey) com intervalo de confian¢@bée.
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3.4.2.3Estudo de cinética de liberacéo e analise do ftlexbberacaan vitro

A determinacdo da cinética de liberacdo foi redbzatravés de analise de
regressao linear do gréafico de dispersao xy, aplicdarés modelos:
e Ordem zero: quantidade liberada em pgimtsusempo (min);
e Higuchi: quantidade liberada em pg/mérsusraiz do tempo (min);
*  Primeiraordem: log da quantidade liberada em pg/entusempo (min).

A partir da analise do coeficiente linear (r) obtipara cada um dos modelos,
determinou-se a cinética de liberacdo. O modeloaguesentou maior valor de r foi 0
escolhido. O valor de fluxo de liberac@) ¢orresponde a inclinacdo (a) da porgéo linear
da curva de liberagéo para cada formulacao. O fioixcalculado em triplicata (n=3) e o
valor foi expresso pela média + desvio padréo. &isa estatistica foi realizada através
do teste One-way Anova (teste de multiplas compasagle Tukey) pelo software
Minitab® 16 com intervalo de confianca de 95%.

3.4.2.4Calculo da eficiéncia de dissolucéo

A eficiéncia da dissolucdo (ED%) foi calculada derdo com a metodologia
desenvolvida por Khan (1975), através da razae entirea sob a curva de dissolucao
(AUC) do farmaco no intervalo de tempo de dissaduigdal e a area total do retangulo
(ATR) definido pela ordenada (% de dissolucédo) & @scissa. A ED% também
permitira comparar adequadamente os perfis deldig@ode farmacos (KHAN, 1975).
Esta variavel esta relacionada com a quantidade dedarmaco que se encontra
dissolvida no meio e, desta forma, pode-se ter @hon progndéstico dos resultados
Vivo.

3.5Ensaios Fisicos de Caracterizacao

As propriedades poliméricas determinam as caratita$ fisicas fundamentais
da formulagdo que influencia no perfil de liberac@omo as andlises térmicas,
morfologicas e estruturai®s ensaios de variancia de peso, ensaios fisica$ologia,
estrutural e térmico) foram realizados para todafoanulagdes, inclusive as amostras
placebos.

3.5.1 Analise estrutural: Espectroscopia de infravermelhopor transformada de
Fourier (FTIR)

A Espectroscopia no Infravermelho com Transformadarier (FTIR) é
considerada uma das técnicas experimentais mamrtampes para a caracterizacao de
polimeros, em termos de identificacdo estruturgisipos funcionais da formulagcdo. Os
espectros foram analisados na faixa de 4000-50@d@mperatura ambiente e resolucdo
de 300x, no modo ATRO equipamento utilizado foi VERTEX 70 do Laboraddde
Quimica Analitica do Instituto de Quimica da Unsidade Federal Rural do Rio de
Janeiro. O ensaio ndo foi destrutivo e as amosfrasofreram alteracdo para analise. Os
espectros foram gerados pelo software ACD® 6.0igif® 6.0.

3.5.2 Andlise morfoldgica: Microscopia Eletronica de Varedura (MEV)

Com as analises de Microscopia Eletronica de Varee(MEV) foi possivel ter
um melhor detalhamento da microestrutura atravésm@gens de alta ampliacdo e
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resolucdo, e assim, diferenciar certos aspectopaldmeros e das duas metodologias
empregadas para o desenvolvimento das amostragligamento utilizado foi um MEV
HITACHI, modelo TM-1000, com tenséao de acelerac@d 8kV, e aumento 3000x do
Laboratério de Biologia Animal da Universidade FadleRural do Rio de Janeiro
(UFRRJ). As imagens foram geradas através do s@&ft@ivi Data Collection 5.1.

As fragbes volumétricas foram determinadas pelasOés das areas das fases
analisadas nas micrografias, através da relacésapada na Equacdo 2 (RUSS e
DEHOFF, 1999).

Vv = Aa

Figura 8. Equacao matematica para fracdo volumétrica.

Onde \ é a fracdo volumétrica epe a fracdo da area.

A quantificacdo da fracdo da area das microgréfiaealizada com auxilio do
programa Image J. O procedimento foi descrito caioras detalhes no Anexo A. Com
o intuito de realizar uma abordagem estatisticanioenumeradas 100 fibras das
micrografias de regides distintas de cada formola®& conjuntos de dados obtidos para
cada amostra, foram tratados e analisados com @icaudo programa estatistico
MiniTab®.

3.5.3 Analises térmicas: Termogravimetria (TGA)

A termogravimetria (TGA) consiste em uma técnicaadélise térmica onde se
avalia a variacdo de massa da amostra ocorre egdduda temperatura. Torna-se
possivel verificar as alteracdes que o aquecimgeta nas cadeias poliméricas. O
equipamento utilizado foi TGA-50 Shimadzu Thermegreetric Analyzer com faixa de
20°C-700°C a uma vazéo de nitrogénio por 50mL@m porta amostra de platina do
Laboratoério de Catalise do curso de Engenharia @aida Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro. A massa das amostras foi diapgdamente (6,00+1,00) mg por
amostra. Os resultados foram transferidos paragrgma T.A Acquisitions Status que
faz a representacao gréfica da variacdo de masfaneéo da temperatura. Ao atingir a
temperatura final de 700°C o equipamento é resfrigara iniciar outra analise. Os
graficos de taxa de degradacao x temperatura fgesados pelo software Origin® 6.0.

Estes ensaios térmicos foram realizados para foreparativos entre as
temperaturas de degradacdo dos trés polimerazadtié, com o objetivo de elucidar a
degradacéo das cadeias poliméricas.

A Figura 9 representa o fluxograma de todas agasteenvolvidas no
desenvolvimento da formulacéo de liberacdo corteotaseus ensaios fisico-quimicos.
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Sistemas Poliméricos contendo Piriproxifem aplicaas a
produtos veterinarios.

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4
Caracterizacdo Matéria x . : o e
Prima: Piriproxifem Obtencéo das formulagdes Ensaios Quimicos Ensaios Fisicos
L Técnica 1 | Teor £
—— Determinacéo do Teor [— Impregnacéo — Analise Estrutural:FTIR

. . acni — Dissolucao i A i
Analise de Solubilidade: — Tecnica 2 ¢ Analise Morfologica:

Bl Shake Flask hegute B MEV

L Andlise Térmica: TGA

Figura 9. Etapas de desenvolvimento do prototipo do sisggotimmérico contendo Piriproxifem.
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4 RESULTADOS
4.1 Determinacado do Teor de Piriproxifem na matérigprima

A andlise da matéria prima Piriproxifem utilizado® desenvolvimento das
formulacdes foi comparado com o padréo secundaaia, ensaio de teor e solubilidade.
O teor do Piriproxifem MP utilizada para o desemwoknto das formulacdes foi
determinado por CLAE-UV. A Figura 10 representaiava de calibracéo obtida a partir
do padrdo secundario do Piriproxifem. A equacdoeta € y= 0,1444x — 0,7909 e o
coeficiente de correlacao rz = 0,9988.

40 -
*
35 -
30 -
=
€ 25 -
x
>
g 20 -
g 15 -
<
10 -
y = 0,1444x - 0,7909
5 - R2 = 0,9988
0 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Concentracédo fig/mL)

Figura 10. Curva de calibracdo do padréao secundario de Exifem.
A Tabela 1 mostra os resultados de teor de Pinfanoxobtido na matéria-prima
utilizada para o desenvolvimento das formula¢des. ddordo com a Farmacopéia
Brasileira, a faixa aceitavel no ensaio é de 90024

Tabela 1.Resultados do ensaio de teor da matéria prima.

Amostras Teor (%) Teor Médio (%) DPR
MP1 103,421
MP2 99,565 102,683 0,0274
MP3 105,06

dpr: desvio padréao relativo
A matéria prima utilizada apresentou um teor d&a&.
4.2 Desenvolvimento da formulacao de liberacédo cantada

Os resultados dos ensaios fisico-quimicos juntanemm a dissolucéo,
predisseram qual melhor método para o desenvoltomdn sistema de liberacdo
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prolongado, conforme as especificacdes vigentésgdra 11 representa as formulacbes
finais.

Figura 11. Formula¢Ges desenvolvidas.

O suporte celulésico foi pesado antes da adic&@ld&ado polimérica com ativo
e apos, a fim de confirmar a eficiéncia das metmglabk utilizadas, pela diferenca de
peso, conforme a Tabela 2. Aplicou-se o teste isttat One-way Anova (teste de

multiplas comparagfes de Tukey) para avaliar sevéhaiferenca estatistica entre os
métodos de incorporacao.

Tabela 2.Peso em gramas das formulagdes pré-liberagéo.

Diferenca Média Massa (mg)*

Polimeros
Impregnado Mergulhado
PEG 44,2 + 0,8 25,8+0,2
PLGA 545+0,7 31,8+0,4
PCL 49,1+0,8 57,4+0,14

*Diferenca média de massa em miligramas + dp

Na Tabela 3 estdo apresentados o resumo dos desuHatatisticos da diferenca
das metodologias utilizadas no desenvolvimentdatasulagoes.

Tabela 3.Resumo dos dados estatisticos do peso das for@eslatilizando métodos
de incorporacao diferentes.

Comparacdo metodologias na formulacéo Significancia
PEG impregnado x PEG mergulhado P <0,05
PLGA impregnado x PLGA mergulhado P <0,05
PCL impregnado x PCL mergulhado P <0,05

(a) Significativo para P < 0,05. Teste estatistico: @ag Anova (teste de multiplas
comparacoes de Tukey).
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As metodologias de incorporacdo do polimero e ativeam diferentes
significativamente utilizando os polimeros PEG, RL&PCL, sendo a impregnac¢éo o
método com maior peso final das formulacoes.

4.3 Ensaios Quimicos de Controle de Qualidade
4.3.1 Ensaio de doseamento da formulacdo

O teor de Piriproxifem nas formulagGes foi detedm por CLAE-UV. A
equacdao da reta € y= 0,145x + 0,660 e o coefictmtmrrelacédo rz2 = 0,997. A Figura 12
representa graficamente a curva de calibragéo.

Area (mau*min)
=
(0]
1

y = 0.145x + 0.660
Rz =0.997
0 T T T T T 1

0 50 100 150 200 250 300

Concentracédo fig/mL)

Figura 12. Curva de calibracdo Piriproxifem.

A faixa do ensaio de teor preconizado pela Farnm@aoBrasileira para
formulacfes orais é de 90-110%. A Tabela 4 reptassresultados do ensaio de teor
das formula¢des nos dois métodos de incorporad@edies: impregnado e mergulhado.

Tabela 4. Teor das formulacdes de Piriproxifem em diferentestodologias de
incoporacao.

Metddo Formulacdo Teor Médio (%) DP DPR
PEG 86,45 3,20 0,4

Impregnacao PLGA 81,39 2,13 0,2
PCL 78,09 1,89 0,6

PEG 63,44 2,64 0,6

Mergulho PLGA 60,92 1,55 1,2
PCL 61,06 1,23 0,8

dp: desvio padrao; dpr: desvio padrao relativo
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Os valores de teor médio obtido nas formulactEmerbaixo desta faixa, sendo
que o método de incorporacdo impregnado obteveesdltados mais promissores.
Portanto, a metodologia de incorporacdo obteve ratifm e esta interferiu
significativamente no ensaio de teor. Além dissanétodo de mergulho teve uma
dispersao dos resultados maiores do que o impregnad

4.3.2 Estudo de liberacaon vitro
4.3.2.1Estudo da solubilidade do Piriproxifem e escolhandio de dissolugéo

A Tabela 5 representa a solubilidade (ng/mL) dapRixifem nos diferentes
meios de dissolucdo, variando a faixa de pH (182-6omo recomendado pela nota
técnica 003/2013, da ANVISA, na auséncia e na pgegsde tensoativo em diferentes
concentracdes. Aplicou o teste estatisiieste estatistico: One-way Anova (teste de
multiplas comparac¢des de Tukey) para avaliar &efifas estatisticas entre os meios de
dissolucéo.

Tabela 5.Resultados do ensaio de solubilidade.

Meio % SDS Solubilidade pg/mL
-- 43,07
HCI 0,1 M

oH 1.2 0,5 45,98
1,0 386,48
-- 1,86

Acetato

oH 4,5 0,5 112,17
1,0 333,22
-- 0,548t

Fosfato

OH 6.8 0,5 121,89
1,0 394,87

*Letras diferentes se diferem significativamenteCF05
** | etras iguais ndo se diferem significativameatdre si. P > 0,05

A solubilidade do Piriproxifem é influenciada pedbl acido, ja que apresentou
valores superiores na condi¢gdo sem tensotativaRiriproxifem no meio acido sofre
hidrolise, logo, a solubilidade no meio HCI é maiarauséncia do tensoativo, sendo mais
estavel em tampdes com faixa de pH de 4,0 a 9XKABHI et al,1989). Esse aumento
pode ser justificado pela hidrolise ja que estasgmtou baixos valores em todos meios
testados. A adicao de tensoativo aumentou sighvaraente a solubilidade. Os meios
de dissolucdo HCIl e Tampao Fosfato ndo apresentdifanenca significativa entre si
quando comparados com a mesma concentracao datteaskdo, como ilustra a Figura
13.
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Figura 13. Solubilidade do Piriproxifem nos diferentes meios.

O uso do tensoativo (surfactante) em meios de IdisBo € uma das principais
estratégias para aumentar a solubilidade de fasnawsoliveis. O aumento da
solubilidade esta diretamente relacionada com ceatonda concentragdo de SDS nos
meios basicos, sendo a concentracdo 1% a que @ajoneseaior solubilidade nos trés
meios. Portanto, é possivel predizer que a solisnié do Piriproxifem é dependente do
pH, uma vez que este sofre hidrdlise em meio acido.

4.3.2.2Ensaio de Liberacaa vitro

Foram comparadas as condicbes de pH e concentdegdensoativo, para
determinacdo de um método que fosse mais disctimingara o perfil de liberacdo do
Piriproxifem. Foi possivel observar que a maiorcpatagem dissolvida foi encontrada
na condicdo Tampao Fosfato com 1,0% de SDS e H®1 0% de SDS.

Para predizer qual seria 0 melhor meio de dissolpe#ia o desenvolvimento de
formulacdes orais em bovinos, foi preciso um estalfisiologia do rumem do animal.
E, para este perfil, existe na literatura um geidadmulacdes orais descrito por Apley et
al 2013, o qual determina o0 meio, 0 pH e a rotalfi@nsaio para animais de grande
porte. Portanto, com os resultados da solubilidadensaicGchake Flasle respaldado por
este guia, o meio de dissolucdo selecionado foiampBo Fosfato 1% SDS. As
comparacgdes dos ensaios de perfil de dissolucao dsmonstradas nas figuras abaixo.

A Figura 14 representa o perfil de liberacé&o vitro das formulacdes
desenvolvidas com o polimero PEG contendo pirifeoxi
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Figura 14. Porcentagem dissolvida das formulacdes polimérie&s contendo
piriproxifem em funcdo do tempo (h) nas duas difese metodologias: mergulhado
(PEGm) e impregnado (PEGI). Inset: Perfil de ligaadas formulagbes em até 24 horas.

O perfil de dissolucao da Figura 14 correspondpdaimero PEG, e a liberacao
do piriproxifem se inicia apés 0,5 hora do enstitglizando ao final de 24 horas uma
porcentagem dissolvida acima de 50%. A partir dusdo dia até o 28°, houve uma
liberagédo de fracbes menores quando comparadascém da dissolugdo. Este efeito é
conhecido como “burst effect”, onde ocorre a disséb rapida do farmaco contido na
superficie da formulacéo e, associado a este, ¢emetevada solubilidade do polimero
em meio aquoso. Analisando a estrutura quimicaotimpro PEG, pode-se predizer que
0 empacotamento das cadeias ocorre de forma méstdgepermitindo uma maior
maleabilidade, promovendo a permeacdo do meio @ragéoso nas cadeias, e logo,
pelo processo de difusao, ocorre a liberacdo dst&udia ativa do interior para o meio.
Além disso, o PEG possui caracteristica semicimstalportanto, a rigidez da cadeia
polimérica € comprometida. De forma geral, a foagéb de PEG pelo método
impregnado, por possuir maior diferenca de pesapatemonstrado na Tabela 2, obteve
as porcentagens dissolvidas maiores nas prime#asofas, em comparativo com a
metodologia mergulhada. A Figura 15 representeerdil pde liberacdoin vitro do
polimero PLGA nas diferentes metodologias.
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Figura 15. Porcentagem dissolvida das formula¢gbes polimériea&A contendo
piriproxifem em fung¢do do tempo (h) nas duas difeze metodologias: mergulhado
(PLGAmM) e impregnado (PLGAI). Inset: Perfil de libgdo das formulagbes até 24 horas.

A Figura 15 é referente ao polimero PLGA, obteve perfil de dissolucao
retardado, com o inicio da liberacdo no tempo dpath a metodologia impregnada e 2h
para a mergulhada. Primeiramente, o polimero absonaeio aquoso, o qual penetra na
regido amorfa e altera a conformacao que antes estabilizadas pelas forcas de Van
der Walls e ligacbGes de hidrogénio, promovendava@em das ligacdes covalentes da
cadeia polimérica. Estas etapas justificam o pezfdrdado da formulacdo de PLGA.
Apobs esse processo de hidrélise e degradacao duoguol a porcentagem dissolvida €
aumentada significativamente a partir de 6h. A adgcao do polimero desempenha um
papel importante no mecanismo de liberacdo, umajuez responsavel pela liberacéo
gradual do farmaco remanescente no interior daznAtém disso, a proporcgéo do acido
latico na estrutura de PLGA 75:25 por ser maiomenia a hidrofobicidade, e
possivelmente, corrobora para a retardar os tenmpoais do ensaio de dissolucéo. O
PLGA pelo método mergulhado obteve o mesmo efetdbdrst effect”, liberando o
piriproxifem contido na superficie da formulacdaesnda formulagdo pelo método
impregnado. A Figura 16 representa o perfil deréib@&oin vitro do polimero PCL nas
diferentes metodologias.
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Figura 16. Porcentagem dissolvida das formulagbes polimérie& contendo
piriproxifem em fungdo do tempo (h) nas duas difeze metodologias: mergulhado
(PCLm) e impregnado (PCLI). Inset: Perfil de libgfa das formulacdes até 24 horas.

A Figura 16, referente ao polimero PCL apresentgdes dissolvidas a partir do
tempo de 1 hora, elucidando retardamento pequetibetacdo no tempos iniciais. A
estrutura do PCL contém o grupamento éster, qusysrez, aumenta a polaridade da
cadeia e interfere aumentando a rigidez. A paikBa] pode-se justificar este retardo dos
tempos iniciais. Com o aumento da rigidez, a pegd@ao meio aquoso nas cadeias
poliméricas fica comprometida, dificultando as afjens das ligacdes e a liberacdo da
substancia quimica piriproxifem. A estrutura do PEEemicristalina, corty (-60°C)
baixo e, portanto, ap0s as quebras das ligacOesstde, a flexibilidade da cadeia é
comprometida e aumentada significativamente, quecteriza os teores mais elevados
de piriproxifem em curto espaco de tempo (DALL’AGNQO016).

De forma geral, os polimeros PLGA e PCL apresemtana perfil retardado de
liberacao, iniciando-a apos 1 horas de ensaio.lthpm PEG apresentou um perfil de
de liberacdo controlado, obtendo fracdes dissadvidpdés 24 horas menores em
comparativo com a formulacdo de PLGA. Em 24 homsgrmksaio, os polimeros PEG e
PCL ja apresentavam valores de porcentagens dgaslacima de 50%, enquanto o
polimero PLGA apresentou metade destes valoresrdemagens.

Através da analise deste perfil de liberaigaatro, pode-se inferir que o polimero
PLGA foi o que apresentou os melhores resultadea pen sistema de liberagcéo
controlado.
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4.3.2.3Estudo de cinética de liberacéo e analise do ftlexbberagaan vitro

Os estudos de liberacao vitro visam a avaliacdo da liberacdo/cedéncia do
farmaco a partir da formulagdo desenvolvida. Aipaia perfil de liberacdo pode-se
determinar a cinética para cada formulacédo. Pam escolheu-se a por¢cdo mais linear
de cada perfil e aplicou-se os trés modelos ciogtiitem 3.4.2.3) para determinagéo da
equacdao da reta de regressao linear (y = ax ©bnhodelo que apresentou maior valor
de correlacao linear (mais préoximo de 1) foi esidaitomo modelo cinético do estudo.
O valor de fluxo J) corresponde ao valor de inclinacdo da equacaetdale regresséo
linear. Os valores de fluxd)(e correlagao linear (r) das formulagdes analsa$dio
demonstrados na Tabela 6.

Tabela 6.Determinacao do fluxo (J) e cinética de liberagé®) das formulacdes poliméricas
em diferentes metodologias.

Polimero Metodologia Fluxo (J)* Correlacgéo linear f) Modelo Cinético
PEG Impregnado 2,316 + 0,075 0,904
Mergulhado 2,269 + 0,349 0,911
PLGA Impregnado 3,871 £ 0,150 0,961 Pseudo-primeira
Mergulhado 3,194 + 0,281 0,926 ordem
PCL Impregnado 2,698 + 0,489 0,907
Mergulhado 2,636 £ 0,047 0,905

* Valores expressos em média + dp.

Os estudos de liberacdo vitro revelaram uma cinética de pseudo-primeira
ordem, caracterizando um sistema de liberacdo aadta por difusdo. A metodologia
utilizada para o desenvolvimento das formulacéegpr@gnado e mergulhado) n&o
influenciaram no perfil cinético. A Tabela 7 apmseo resumo dos dados estatisticos
para os valores de fluxo obtidos a partir dos estudke cinética de liberacdo para as
metodologias testadas.
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Tabela 7.Resumo dos dados estatisticos do Fluxo (J) apddcede liberacam vitro
das formulacdes utilizando metodologias diferentes.
Comparacao metodologia das formulacoes Significarc?

PEGm x PEGiI 0
PLGAmM x PLGAI
PLGAmM x PEGm
PLGAmM x PEGiI
PLGAI x PEGm
PLGAI x PEGiI
PCLm x PLGAmM
PCLm x PLGAI
PCLm x PEGm
PCLm x PEGi
PCLm x PCLI
PCLi x PLGAmM
PCLi x PLGAI
PCLi x PEGm
PCLi x PEGiI 0

SO r O O O O+ O FF P+ P+~ O

(a) Significancia igual a 1 indica que a diferedgamédia é significativa no nivel 0,05.
Significancia igual a 0 indica que que a diferedeanédia ndo é significativa no nivel
0,05. Teste estatistico: One- Way Anova (teste aliptas comparacdes de Tukey).

Os métodos de incorporacéo das formulagcdes de PE&A e PCL ndo apresentaram
diferenca significativa no valor de fluxo entrgara cada polimero.

4.3.2.4Calculo da eficiéncia de dissolugao

A Tabela 8 apresenta os dados de eficiéncia deldgg® para ambas formulacbes
nos diferentes ensaios.

Tabela 8.Eficiéncia de dissolucéo das formulacdes nasafites metodologias.

Polimero Método % ED dp
Impregnado 7,9

PEG preg 77,4
Mergulhado 76,7 8,7
Impregnado 7,0

PLGA preg 80,5
Mergulhado 81,9 7,9
Impregnado 3,9

PCL preg 77,0
Mergulhado 83,9 52
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A Tabela 9 apresenta o resumo dos dados estadiptica os valores de eficiéncia
de dissolucéo (%ED) obtidos a partir da area salm@rva dos perfis de dissolucdo para
todos as formulacfes nas duas diferentes metodslogi

Tabela 9.Resumo dos dados estatisticos de eficiéncia deldiis® (Y%ED) apds estudo
de liberacdon vitro das formulacdes utilizando metodologias diferentes
Comparacao metodologia para (%ED) Significanci&

PEGm x PEGiI 0
PLGAI x PEGiI
PLGAI x PEGm
PLGAmM x PEGiI
PLGAmM x PEGm
PLGAmM x PLGAI
PCLi x PEGi
PCLi x PEGm
PCLi x PLGAI
PCLi x PLGAmM
PCLm x PEGi
PCLm x PEGm
PCLm x PLGAI
PCLm x PLGAmM
PCLm x PCLi 0

O O O O O O O O O o o o o

(a) Significancia igual a 1 indica que a diferedgamédia é significativa no nivel 0,05.
Significancia igual a 0 indica que que a diferedeanédia ndo é significativa no nivel
0,05. Teste estatistico: One- Way Anova (teste aliptas comparacdes de Tukey).

Aplicando o Teste estatistico: One- Way Anova @efst multiplas comparacoes
de Tukey) para os valores de eficiéncia de diséolegn metodologias diferentes, foram
obtidos dados estatisticos de significancia parmédias igual a 0, indicando que a
diferenca de média ndo é significativa. Portant®,f@mulacdes poliméricas e as
metodologias utilizadas ndo influenciam na efiaé&me dissolugéo.

4.4 Ensaios Fisicos de Caracterizacao
4.4.1 Andlises estruturais: FTIR

A técnica de espectroscopia FTIR pode ser utilizsala a caracterizacdo de
polimeros (REISet al, 2006), e para a andlise dos espectros das as@a@ebos e
formulagGes em diferentes metodologias. Foramzadeis as correlagdes entre as bandas
principais observadas na faixa de 4000-500.chodas as andlises foram realizadas com
auxilio do Spectra Database for Ogranic CompourldBSS O espectro do suporte
celulésico é ilustrado na Figura 17.
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Figura 17. Espectro de infravermelho do suporte celuldsico.

Na Figura 17, o espectro possui trés principaisi@acaracteristicas das fibras de
celulose contidas no suporte das amostras. A bdmadsorcio presente em 3330'cm
indica a presenca do grupamento OH das fibras. fld@m 3200 crhrefere-se ao
estiramento das cadeias alifaticas de alcanos &1&% cm', vibracdes das ligacbes

quimicas do grupo OH. A banda de absor¢cdo e sisgeatvas atribuicbes estdo
ilustrados na Tabela 10.

Tabela 10.Valores descritivos do comprimento de onda e seg®ectivas atribuicoes
do suporte celuldsico.

Atribuicéo Banda de absorcéo (cr)
Grupo OH 3330.69
CH (CH: e CH3 - estiramento) 3232.11
CHz— OH (deformacéo) 1105.08

O espectro da Figura 18 representa o ativo Pirifanmx
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Figura 18. Espectro do infravermelho do IGR Piriproxifem.

Na Tabela 11 estdo representadas as bandas de&mbsoiseus respectivos
comprimentos de ondas e atribuigbes estruturais.

Tabela 11.Valores descritivos do comprimento de onda e mgsectivas atribuigdes do
farmaco piriproxifem.

Atribuicdo Banda de absorcéo (cr)
N-H (estiramento) 3304.05
Anel aromatico (C-H) 2968.10 — 2889.03
C-O e N-H (deformacéo) 1593.02 — 1471.52
C=C, C=N (anel) 1220.80
Cadeias alifaticas (CH) 754.08

A piridina presente no anel da estrutura do Rixfem pode ser elucidada no
comprimento de onda de 3304 tne confirmada pelas bandas de estiramento em
1471 cm* e pela ligacdo C=N do anel na banda de absor¢20.82 cm'. O anel
aromatico esta representado na faixa de 2880-2968&@s cadeias alifaticas e ligacdes
CH da estrutura da piridina em 754tm

O espectro representado na Figura 19 refere-pelanero PEG.
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Figura 19. Espectro de infravermelho do polimero PEG puro.

No espectro de infravermelho do PEG (Figura 19)basdas do modo de
estiramento C-H sdo expressas nha regido 2800 Afém disto, uma banda larga na
regido de 3400 crhrepresenta o grupo OH terminais do polimero, eddea isso, a
intensidade é baixa, e confirmada, pelas bandad3= cm' e 1278 crit. A banda
significativa em 1095 crh é a caracteristica de éteres presentes nos marérdar
estrutura do polimero PEG. Na Tabela 12 estdo losegade cada banda de absorcao
observada na Figura 17 e suas atribuicdes.

Tabela 12.Valores descritivos do comprimento de onda e seg®ectivas atribuicoes
do polimero PEG.

Atribuicdo Banda de absorcéo (cri)
Grupo OH 3456.08
CH (CH e CHS3 - estiramento) 2881.32
CHz— OH (deformacéo) 1340.37 e 1278.66
CHz— O — CH (deformacéo) 1095.44

A Figura 20, representa a sobreposicao das foridesapré-liberacdo nas duas
metodologias de incorporacao, o farmaco piriprawjfe polimero puro PEG e o suporte
celulésico.
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Figura 20. Sobreposi¢cédo de espectros de FTIR do farmacpr&iifem, do polimero
PEG puro, Suporte Celulésico e formulacbes PEG ultega (PEGm) e PEG
impregnada (PEGI).

Na Figura 20a banda larga de absor¢cdo em 3400 — 3508 &€meferente aos
grupos terminais de hidroxila do polimero, e sutensidade é aumentada nas
formulacdes, devido a presenca do suporte de selgjloe contém grupos OH. O ensaio
do PEG puro foi realizado na sua forma p6. A difeeede metodologia ndo interferiu
nos espectros de infravermelho do polimero. A baadacteristica na faixa de 2800ém
no polimero puro e nas formulacdes séo os estitamea cadeia alifatica C-H.

A analise espectral indicou que os grupos funesoespecificos do polimero PEG
na superficie da formulacdo ndo foram visiveiss @s concentracdes utilizadas por
estarem diluidas ndo foram detectaveis no ensaio.

Abaixo, a Figura 21 representa o espectro de iaefraglho do polimero PLGA

puro.
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Figura 21. Espectro de infravermelho do polimero PLGA puro.

A Figura 21 apresentou bandas-d&H, -CH2, —CH3 er2995 cm!, uma banda
caracteristica em 1745 cnrepresentando o alongamento da carbonila (C=0), e
alongamento de C-O do grupo hidroxila em 1083".cNe Tabela 13 estio descritas as
bandas de absor¢éo observadas na Figura 21 erspos funcionais.

Tabela 13.Valores descritivos do comprimento de onda e seg®ectivas atribuicoes
do polimero PLGA.

Atribuicdo Banda de absorcéo (cr)
CH (CH e CH3 - estiramento) 2995.1
C=0 1745.38
CHs 1384.73
C-OH 1083.87

Os espectros da Figura 22 sao referentes a soig@pdss formulacdes de PLGA
pré-liberacdo nas duas metodologias de incorporagaomaco piriproxifem, o polimero
puro PLGA e o suporte celuldsico.
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Figura 22. Sobreposi¢cdo de espectros de FTIR do farmacpr&iifem, do polimero

PLGA puro, das formulagcbes PLGA mergulhado (PLGAen)PLGA impregnado
(PLGAI).

A banda caracteristica do PLGA na faixa de 17201XM! pode ser observado
nos espectros das formulagbes, tanto mergulhadatguanpregnado. Porém, as
vibracdes de alongamento OH entre 3400 néo foram representativas.

Na Figura 23 representa-se o espectro de infralbono polimero PCL puro.
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Figura 23. Espectro de infravermelho do polimero PCL puro.

A banda de absor¢io na faixa de 2600-2900 ewidencia as ligacdes C-H da
cadeia alifatica do polimero. A banda caractegdstia regifo de 1700 chmepresenta as
deformacgdes das ligagBes carbonilicas, no cas&tpd@presenca do éster, confirmadas
pela banda em 1238che 1166¢rml. A Tabela 14 apresenta as principais bandas de
absorcao do espectro do infravermelho e as subsiafies.

Tabela 14.Valores descritivos do comprimento de onda e segsectivas atribuicoes
do polimero PCL.

Atribuicéo Banda de absorcéo (cr)
CH (CH e CHS3 - estiramento) 2994.96 — 2685.89
C=0 (deformacéao) 1722.23
C=0 (estiramento) 1238.16
C-O0 1166.8

Os espectros da Figura 24 séo referentes a so@pakss formulacdes de PCL
pré-liberacdo nas duas metodologias de incorpoyagaomaco piriproxifem, o polimero
puro PCL e o suporte celuldsico.
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Figura 24. Sobreposicdo de espectros de FTIR do farmaco &ifpm, do polimero
PCL puro e das formula¢cées PCL mergulhado (PCLRCE impregnado (PCLI).

A banda caracteristica do PCL na faixa de 1700 pode ser observada nos
espectros das formulagbes, tanto mergulhado quampoegnado. Porém, foi mais
expressivo no meétodo mergulhado, enquanto que rtodmémpregnado, houve a
presenca do alongamento da banda de OH referestgade celulésico em 3400¢m

Pelas analises espectrais foi possivel notar @&mpgasde bandas caracteristicas
dos polimeros nas formulagfes e avaliar que nagehsurgimento de novas bandas,
caracterizando algum processo de degradacao.

4.4.2Analise morfologicas: Microscopia Eletronica de Varedura (MEV)
4.4.2.1Andlise das formulagdes pré-liberagcéo

Apesar da andlise visual das formula¢des polim&sgea uma técnica qualitativa
comum para estimar a miscibilidade e compatibikdath mistura (CIEMNIECKI;
GLASSER, 1998), o MEV é uma técnica descrita raditra (EL-SAYEDet al, 2015)
para analise morfolégica de formulacdes contendiongoos.

As fragbes volumétricas foram determinadas pelasdés das areas das fases
analisadas nas micrografias, obtendo um valor elenghimento do suporte, considerado

como a porcentagem da fracéo volumétrica dos mételincorporacéo e dos polimeros
utilizados.
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Primeiramente, todas as formulacdes obtidas apeesen visualmente uma
aparéncia esbranquicada, com a presenca de umn@ondi superficie do suporte
celulésico. Somente as formulacdes desenvolvidasapolimero PCL, apresentavam
uma camada maior do po, resultando em uma curvakurauporte celuldsico pelo
aumento da incorporacao do polimero na formulagémgode ser observada na Tabela
2, na qual, as formulagbes com o polimero PCL aptagam maior peso final das
amostras.

Nas Figuras 25, 26 e 27 sdo apresentadas as naifiasggeradas por elétrons
secundarios e retroespalhados para as formulac@&esPEG, PLGA e PCL
respectivamente. As micrografias foram tratadasadisadas do programa Image J.

1 mm 1 mm

Figura 25. Micrografias da formulacdo contendo PEG nas difteie metodologias.
(1) PEGm placebo; (2) PEGI placebo; (3) FormulaB&ssm; (4) Formulacdo PEGI.
Eletrons secundarios (SE). Aumento de 300x.

Na Figura 25 é possivel diferenciar as morfologmacordo com as metodologias
utilizadas. As micrografias 1 e 2 representam esqilos mergulhado e impregnado,
respectivamente, e em comparativo com as formutagb@ixo mostradas, pode-se
afirmar que as amostras se apresentaram homogéuwasido houve deposicao de
material na superficie na por¢cdo analisada, demsonki a solubilidade total dos
polimeros e do ativo piriproxifem pela técnica degaro das formulacdes. A formulagcéo
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PEGm (3) apresentou visualmente um preenchimente as fibras de celulose maior,
de 86,88%, em comparativo com a formulacdo PEGjé)apresentou area de 81,84%.

Em contrapartida, o método impregnado aumentouametro das fibras na
formulacdo, e estas extrapolacdes sdo confirmadaarts do calculo da fracdo
volumétrica e medicéo das fibras de celulose pelgrama Image J, no anexo A e B.

A Figura 26 elucida o diametro das fibras em amibasodologias, com as
respectivas médias e desvio padrdo. O diametrbldas entre as duas metodologias de
incorporagéao teve diferenca significativa.

.
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Figura 26. Histograma do diametro das fibras (n=100) das ttagdes de PEG em
ambas metodologias.

As fibras de celulose da formulacdo PEGm apressntanédias menores de
diametro em comparativo com as fibras da formulaP&gsi. Portanto, o maior
preenchimento do suporte foi observado pela forgéislacom método de incorporagéo
mergulhado, enquanto o aumento do diametro daasfipelo método impregnado.
Aplicando o Teste estatistico One-wayAnova o0s ‘esloforam significativamente
diferentes. A Figura 27 retrata as micrografiasfdasulacbes com PLGA.
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Figura 27. Micrografias da formulacdo contendo PLGA nas éifites metodologias.
(1) PLGAm placebo; (2) PLGAI placebo; (3) FormulaggEGm; (4) Formulagcédo PEGi.
Eletrons sencundarios (SE). Aumento de 300x.

As micrografias 1 e 2 da Figura 27 representam azeblo mergulhado e
impregnado e a 3 e 4 as formulacdes mergulhadgeegnado, respectivamente. Foi
observado uma aglomeracdo do material indicado speaetas em vermelho,
caracterizando prejuizo na solubilizacdo da mighatanérica PLGA tanto na amostra
placebo, quanto na formulacdo em ambas metodolod@asincorporacdo. Esta
caracteristica pode ocorrer pela imiscibilidade mwimero no solvente orgéanico
diclorometano, resultando em um acumulo de polimeeosuperficie das amostras.

A formulacdo PLGAmM apresentou maior preenchimento alea total da
formulacdo em comparativo com a formulacdo PLGARM® de 76,24% e 75,84%,
respectivamente. A Figura 28 compara os resultadbdos do diametro das fibras das
formulacdes PLGA para as duas metodologias depocagao.
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Figura 28. Histograma do diametro das fibras das formulacéd3ldsA em ambas

metodologias.

As fibras de celulose da formulacdo PLGAI possuegmpximadamente, o dobro
de didmetro do que PLGAm, e aplicando o Teste isstat One Way Anova, estas

médias foram significativamente diferentes entre si

A Figura 29 retrata as micrografias da formulag@m polimero PCL.
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Figura 29. Micrografias da formulacéo contendo PCL nas difegs metodologias.
(1) PCLm placebo; (2) PCLi placebo; (3) Formula¢&Lm; (4) Formulagédo PCLi.
Eletréns sencundarios (SE). Aumento de 300x.

O polimero PCL em todas as amostras apresentoesenancaracteristica, um
preenchimento quase total do suporte celulésicodseale 94,85% na metodologia
mergulhada e 96,02% na impregnada. Na amostp@gdsével observar uma aglomeracao
de material na superficie da formulacao, cara@eda dano na solubilizacdo da mistura
polimérica no preparo de amostras. Esta interfemédccausada pelo chamado efeito
residual do solvente, quando em preparacdes patiascapos a evaporacdo do solvente,
no caso o diclorometano, ocorre um agrupamento @énero na superficie da
formulacdo (CALDERINI, 2011).

A Figura 30 compara os resultados dos métodascteporacao e a influéncia do
diametro das fibras das formula¢des de PCL.
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Figura 30. Histograma do diametro das fibras das formulad@g3CL em ambas
metodologias.

A metodologia de incorporacéo néo influenciou roretro das fibras e fracédo
volumétrica das formulagcfes contendo PCL, n&do hdifeeenca significativa.

Por meio desta analise, foi possivel avaliar doumidade da superficie das
formulacbes e o indicativo de compatibilidade entie componentes da solugao
polimérica.

4.4.2.2Analise das formulacdes pos-liberacao

As analises morfolégicas das formulaces pos-lg@raao descritas para ilustrar
se houve alguma diferenca significativa a superfileis formulacdes e no diametro das
fibras quando comparadas com as formulactes pFéatho.

A Figura 31 retrata as micrografias das formulagi®sliberacdo do polimero
PEG.
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Figura 31. Micrografias da formulacdo pos-liberacdo contemitG nas diferentes
metodologias. (1) PEGm placebo pés-liberacao; &piPplacebo poés-liberacao; (3)
Formulagdo pos-liberagdo PEGm; (4) Formulacéo ibésdcdo. PEGI. Eletrons
sencundarios (SE). Aumento de 300x.

Na Figura 31, as morfologias de acordo com asdhoéigias utilizadas nao foram
tao diferentes visualmente. As micrografias 1 efesentam os placebos mergulhado e
impregnado ap0s o processo de liberdgaatro, respectivamente e, em comparativo
com as formulagdes pés liberacao abaixo mostradde;-se afirmar que as amostras néo
se diferenciaram expressivamente e ndo houve d&gode material na superficie. A
formulagéo pos-lib PEGm (3) apresentou visualmengeeenchimento entre as fibras de
celulose de 19,19%, em comparativo com a formul&@&Bi (4) que apresentou area de
20,87%. Nao houve diferenca significativa entrenasodologias e ambas possuem area
de preenchimento inferior as formulacbes pré-lig@vado polimero PEG. Portanto, o
contato com o meio aquoso interferiu no processdiftisdo do farmaco no ensaio de
liberacao.

A Figura 32 elucida o didametro das fibras em ambstodologias das
formulac6es pos liberacdo, com as respectivas médiasvio padrao.
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Figura 32. Histograma do diametro das fibras das formulacdediperacdo de PEG
em ambas metodologias.

O diametro das fibras ap0s a liberacdo diminuiueagéo as formulacdes pre-
liberacdo do polimero PEG, porém ndo houve diferesignificativa entre as duas
metodologias, ambas obtiveram as mesmas caraic&sjsianto em relacéo as fracdes
volumétricas quanto ao diametro das fibras. A FEgBB retrata as micrografias das
formulac6es pds-liberacdo do polimero PLGA.
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Figura 33. Micrografias da formulacdo poés-liberacdo conteRUGA nas diferentes
metodologias. (1) PLGAm placebo pos-liberagéo.P2BAi placebo pds-liberacéo.;
(3) Formulacédo pés-liberagcdo. PLGAmM; (4) Formulagéis-liberacdo. PLGAI.
Eletréns sencundarios (SE). Aumento de 300x.

Na Figura 33 observa-se que as formulacdes pdgato permanecem
visualmente preenchidas, pela analise de superitiBora ndo seja observado nenhuma
aglomeracdo polimérica residual. A analise do prelemento da area do suporte
apresentou resultados de 32,65% e 28,42% paramaslégdes PLGAmM pdés-liberacao e
PLGAI pos-liberacéo, respectivamente. Apresentaralores menores em comparativo
as andlises pré-liberacao. A Figura 34 ilustrastolgrama referente ao diametro das fibras
das formulac6es de PLGA pos-liberacgéo.
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Figura 34. Histograma do diametro das fibras das formulacoediperacéo de PLGA
em ambas metodologias.

Para o resultado da analise do diametro pararasifacoes PLGAmM pré e pos-
liberagdo ndo houve diferenca significativa. Por@s,formulagbes de PLGAI pos-
liberacdo reduziram o diametro das fibras em coatpar com as formulacbes pré-
liberagéo.

A Figura 35 retrata as micrografias das formulagiEsliberacdo do polimero
PCL.
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1 mm

Figura 35. Micrografias da formulacdo pdés-liberacdo conte®dtl nas diferentes
metodologias. (1) PCLm placebo pos-liberagédo.P@)i placebo poés-liberacéo.; (3)
Formulacdo pos-liberacdo. PCLm; (4) Formulacao lipésacdo. PCLi. Eletrons
sencundérios (SE). Aumento de 300x.

Na Figura 35, referente ao polimero PCL pdés-lit@&oafoi possivel identificar na
superficie das formulacbes aglomerados esbrandgqscads micrografias 1 e 2. Na
micrografia 4 a superficie da formulacéo aprespatticulas esféricas sinalizadas pelas
setas. Pela analise das fracdes volumétricasmaufagcdo PCLm pos-lib. obteve 27,25%
de preenchimento total, enquanto o PCLi pés-litleragna area equivalente a 33,42%.
Ambos valores sdo menores que as formulacdeshmadtiao.

O histograma com o didmetro das fibras esté reptado nas Figura 36.
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Figura 36. Histograma do didametro das fibras das formulacdediperacdo de PCL em
ambas metodologias.

N&o houve diminuicdo do diametro das fibras dam@itecdes pre-liberacdo em
comparativo a pos liberacdo do polimero PCL. Dméogeral, com a analise da
morfologia das formulacdes pré e poés liberacéo {seddizer que o contato com o meio
aquoso durante o ensaio de dissolugaatro interferiu no processo de difuséo do
farmaco, reduzindo em todas as formulacdes pésalibe a area de fracdo volumétrica
da superficie.

4.4.3 Analise Térmica: Termogravimetria (TGA)

Esta analise foi utilizada para verificar a esiddile térmica das formulagdes pré-
liberacdo. As curvas referents aos resultados dakses TG/DTG encontram-se nas
Figuras 37 a 39. A degradacao das formulacdes GeeFECL ocorrem em somente uma
etapa, como mostrado nas curvas de TG, com ineidedradacao diferente para cada
amostra.
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A estabilidade térmica pode ser resultado da agéer entre as cadeias
poliméricas. O que indica maior numero de interagitermoleculares via ligacdes de
hidrogénio que o polimero realiza em suas amositasentando a estabilidade térmica
da formulagédo. As Figuras 37, 38 e 39, refletemGadbs polimeros PEGm, PEGi,
PLGAmM, PLGAI, PCLm e PCLI, respectivamente.
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Figura 37.Curva TG )/DTG (—) da formulacéo pré-liberacdo PEGm (A) e PEGi (B).
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Através das analises termogravimétricas, é pdspredizer a temperatura de
degradacdo de cada formulacdo. Nota-se que o dégemento da formulacdo é
realizado pela presenca de um suporte celulosicpolimero em questéo, e de solventes
organicos onde espera-se que este tenha sido adappas temperaturas iniciais do
ensaio. Na curva de TG do polimero PEG, nas duasafode incoporacao (mergulhada
e impregnada) ndo houve diferenca na temperatudegi@adacéo observada pela curva
de DTG, ambas, obtiveram a mesma temperatura (378,06 erro aceitavel é de até 2°C
considerando o erro do instrumento. Os dados désariérmica por TG do polimero
PLGA estéo ilustrados na Figura 38.
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Figura 38. Curva TG )/DTG (—) da formulacdo pré-liberacdo PLGAmM (A)
PLGAI (B).
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As andlises de TG/DTG do polimero PLGA e amba®dubgias apresentaram
diferenca nas temperaturas de degradacéo, e deoseo observado pela curva de DTG.
No método mergulhado a temperatura de degradatée 812,5°C e no impregnado de
321,2°C e 348,6°C de acordo com os dois picos gedacao.

A Figura 39 é referente as curvas do polimero R€tgulhado e impregnado.
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Figura 39. Curva TG )/DTG (—) da formulacé&o preé-liberacdo PCLm (A) e PCLi (B).
Comparando as formulac¢des, nota-se que os valeresnperatura de degradacao
assim como a analise do grafico, apresentaram ssmasecaracteristicas. A temperatura
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de degradacéo na formulacédo PCLm é de 376,2° e ®CBv2,7°C, ndo resultando em
uma analise discriminatéria das metodologias afilés.

De forma geral, os graficos das formulacdes de @BGL apresentaram 0 mesmo
perfil e temperaturas préximas, embora o polimsaxra e os valores dg presente na
literatura se difiram entre estes polimeros. Ptotarale ressaltar que o resultado plotado
tenha referéncia ao suporte celulésico em si eawdopolimeros, uma vez que, este
encontra-se em uma proporcao (1:20) bem inferdw suporte.
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5 CONCLUSAO

O teor das formulagdes foi alterado pela metodalalg incorporagéo, sendo o
impregnado a melhor faixa dentro do aceitavel faraulacdes sdlidas via oral
(90-110%) estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira

A diferenca de massa impregnada em ambas metodslodgio se diferiu
significativamente nas formulacfes nos respectgrapos de polimeros, PEG,
PLGA e PCL.

A solubilidade do Piriproxifem €& aumentada na preaedo tensoativo e
dependente do pH, apresentando maior estabilidageHebasico.

O estudo da cinética de liberagdo, mostrou umlpfpseudo-primeira ordem,
caracterizando um perfil de liberacdo controlado,ambas as formulacdes de
PEG, PLGA e PCL.

O Fluxo (J) e a Eficiéencia de Dissolucdo (%ED) née diferenciou
significativamente entre os métodos de incorporacao

A andlise espectral das formulacfes elucidou asitests presentes, embora
tenha sido interferido por concentracdes baixagunaco piriproxifem.

A analise morfologica permitiu analisar a miscitalle e compatibilidade da
formulacdo com o solvente organico diclorometarssina como, inferir nas
diferencas de diametro e fracdo volumétrica dasditacdes pré e pos liberagao.

A formulacao preé-liberacédo de PCL contendo piriffeor foi a que obteve maior
valor de fragéo volumétrica em ambas as metoddafgancorporacao, sendo de
94,85% mergulhada e 96,02%.

A andlise térmica TGA acoplada a curva de derivagdostra a primeira
temperatura de degradacao de cada polimero emofulacferda de massa (%).
E nota-se que devido as temperaturas proximaspestia ser caracteristica do
suporte celulosico.

O método de obtencdo das formulagdes € simplespdetivel, passivel de

escalonamento, aplicavel a industria, seletivo pamsinantes. E seguro e gera
como produto de degradacdo mondémeros biodegradaceisilose
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7 ANEXOS
Anexo A: Procedimento para utilizacdo do Image J

Apbs abrir o Image J, tem-se a janela do programéoome Figura 1.

d Image) > =
File Edit Image Prucess Analyze Plugins Window Help
|7C}| DevStk|J|®|/ﬁ’| | |>>

Imaged 1.50i / Java 1.8.[]_?'? [54 b|t}

Figura 1 — Tela inicial do Image J.

Para abrir uma imagem clique éRile” e em seguida efi©Open”. Selecione a
imagem desejada na caixa de dialogo e clique enr™ab

4 Image) - o IEd
m Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
new Aol ool #]6 4] | |»
Open (e{ii a2 el bht click to switch)
| OpenMext  Ctri+Shift+O
Open Samples * L2 Open
Open Recent 1) E [ 00 | e @ Er
Import L3 3
Close Ciri+W
Close All Cri+Shift+W
Save Ciri+S
| doomy | 100032 1000%.3 1000K.4
Save As * Tmbm el
Revert Ctri+R
Page Setup. .
= - - - - -
Quit Mo ot
1000%.5 100006 0007 10008
Flede v
Nome [to0mx 1 = [
Tipa: [Todo! 08 Amuivos .7 EI

Figura 2 — Abrindo uma imagemno Image J.

A imagem estara disposta em uma caixa de dialagpendente.
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{ Imagel - - IEN
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

B olc|os|4lzx|Ala|o|l]] s 4o 7] | |»
i_Jeuquper Menu

iy
P

¢ 1000X.1jpq (25%) - oIEl
25601 820 pxels; RGE: 19M8

Figura 3 — Imagem aberta com Image J.

Para facilitar asproximas etapas, a imagem deweseertida em escala de cinza,
para isso clique emrhagée, em seguida emTypé€ e por fim “8-bit".

4 Image) - oIEN
File Edit [543 Process Analyze Plugins Window Help

[=fellsl e len IV

Freehand sel- Adjust .- 16-bit
32-bit

S | 1000X 1jpg (25%) =0
Properties. .. Ctrl+Shift+P 3
Color »| ¥ RGB Color
Stacks *| RGB Stack
Hyperstacks *| HSB Stack
Crop Ciri+shiftex | 20 Stack
Dupficate..  Cti+Shift+D |4
Rename...
Scale.. Ctri+E
Transform »
Zoom 4
Overlay ]

Lookup Tables

Figura 4 — Convertendo a imagem em escala de cinza.
A etapa seguinte, conhecida como limiarizacdosfoama a imagem em preto e

branco, sem tonalidades intermediarias de cinzgu€lem fmag€, em seguida em
“Adjust e “Treshold.
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i Image) = 1=

Fie Edit [l Process Analyze Plugins Window Help

Bolc e g 100 A 2

“Straight”, e =

I EEN ichiness/Contrast. Cirt+Shift+C l
Show Info._.. Ctri+l | Window/Level. ) - kN
Properties Ctri+ShifteP | Color Balance

Color | Threshold Ctri+Shift+T

Stacks *| Color Threshold..

Hyperstacks * Size

Crop CtrisShitsx | Canvas Size.
Duplicate . CrisShitsp | Line Width

Rename. . Auto Threshoid.
Scale... Ctri+E | Auto Local Threshold...
Transform

Zoom

Owerlay

Lookup Tables

Figura 5 — Etapa de limiarizagdo da imagem.

Nesta etapa a fase de interesse da amostra apameasrada em vermelho. A
opcao “Dark background” serve para inverter assfaseserem marcadas. Além da
determinacao automatica do limiar, o Image J tamp&mite ajuste manual, que podem
ser realizado movendo a barra de rolagem, comaanastigura 6. Para aceitar o ajuste
realizado, clique emApply'. A caixa de dialogoTreshold poderéa ser fechada apos esse
procedimento.

£ Image!) =
File Edit Image Process Analyze Plugine Window Help
B oa|ol«l« N ala|o) s g]o]|#] | |»
Threshold g 1000X.1jpg (25%) = D-n

25601920 pixels, B-bit; 4. TMB

|Default | [Rea ~|

¥ Dark backgrouna | Stack histogram

Figura 6 — Etapa de limiarizagéo da imagem.
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Em seguida, faz-se necessario selecionar os paciast serem analisados pelo
programa. Para isso cliqué\rialyzé, em seguida em ‘& measuremerite deixe

somente as opcoedred e “Area fractiof marcadas. Finalize clicando em OK.

4
i

File Edit Image Prﬂ-l:ess Plugins Window Help

+ gl
L St

B o] <]«

Magnifying glass (or use "+ and ™|

imagel - o IEN
Measure Cte+M bl A | & }"| | e
Analyze Particles...
Summarize I
R | Set Measurements
Diistribution. ..
Label 1 I;'Arve_a: [ Mean gray valus

Clear Results

Sel Scale...
Calibrate
Histograrm
Plot Profile
Surface Plot. .
Gels ¢
Tools L

Citrl+H
Cirl+K

™ Standard deviation
I Khn & max gray value
™ Center of mass
I Bounding rectangle
™ Shape descriptors
I Integrated density
I Skewnass
—_——
4% A ractony

™ Limit to threshold

[ Modal gray valus
[ Centroid

[~ Perimeter

[ Fitellipse

[ Ferefs diameter
[~ Median

™ Kurosis

[™ Stack position

[~ Display label

™ Invent ¥ coordinates [~ Scientific notation

I Acd o overlay

[T NaN emgply ceflls

Redirectto: [None v

Decimal places (0-8y |3

oK | cancel| Heip|

.

Figura 7 — Ajustando os parametros a serem analisadodrpatye J.

Para realizar a andlise, clique em “Analyze” e egugla em “Measure”. A caixa
de didlogo “Results” ird apresentar a fracdo da de imagem marcada de preto e a
contagem de pixels associada. Neste caso foi eadantima fracdo da area de 9,048%.

i Imagel
File Edit Image Process [[litized Plugins Window Help

8 ot ] <] <1 TR # | &
Analyze Particles..
Summatize

Magnifying glass (or use "+" and "

Distribution i

Label

Clear Results

File

&

| ==
J

Results
Edi Font _Resulis

|area  |[wArea |

Set Measurements.. 1

Set Scale.
Calibrate
Histogram
Piot Profile
Surface Plat..

Gels
Tools

Ctri+H
Ctri+K

NEIER|
|

Figura 8 — Realizando as analises.

Para salvar a imagem limiarizada, clique dfil€” e em ‘Save as Para néo

salvar por cima da imagem original, outro nome dmredado para o arquivo.
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: 1000X.1,jpg (25%) = =
2560x1920 pixels; 8-bit (inverting LUT); 4.7MB
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Flgura 9 — Imagem limiarizada.
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Anexo B: Procedimento para analise do diametro dd#bras no Image J

Para mensurar o diametro das fibras da amostnatelesse, € necessario seguir
as etapas 1,2 e 3 do anexo acima. Apos a selegétadam a ser analisada, clicar com
0 cursor sobre o incone demonstrado na Figuraitaba

_é Imagel _ %
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

Ojo/c|AF« N Al |oll] Qe sle] 4] | |»
%=389.46 (458), y=874_15 (1028), valus=255

Figura 1. Sele¢do do icone.

Em seguida, medir a escala de 2mm indicada pelgeamaAo clicar CTRL+M o
valor da distancia sera mensurado em uma janegonf

£.43x5.23 inches (1 280x1040); 8-bit; 1.3MB

¢ PResults
File Edit Font Results

|area |angle [warea [Length |
1 oomz2 0o 1] 2.362

1113 D19 x30 2 mm

MEV-PPGBA0230 2018/12/06
|
Figura 2. Janela com a distancia medida da escala.

O ajuste da escala sera feito elmélyze”na tela inicial do programa, na opcao
“Set Scale; conforme Figura 3.
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MMagnifying glass (or use "+" and "y Analyze Particles. ..
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Measure Ctri+M v

Summarize
Distribution...
Label

Clear Results

Set Measurements._.

Set Scale...

Calibrate...

Histogram Ctrl+H
Plot Profile Ctri+K
Surface Plot...

Gels 4

Tools 4

Figura 3. Ajuste da escala.

A janela para ajuste de escala serd aberta confarfgura 4. Preencher

conforme os valores medidos, ajustando para mm.
4 plga n 30xHif (50%
6.43x5.23 inches (1280x1040); 8-hit, 1.3ME

ﬂ- Set Scale

Distance in pixels: |2.362
Known distance: |2
Pixel aspect ratio:  [1.0

Unitoflength;  |mm|

Click to Remove Scale i

™ Global

Scale: 1,181 pixels/mm

OK I Cancel | Help

MEV-PPGBA0230 2018/12/06 11:13

Figura 4. Preenchimento das opc¢fes de escala conforme adonediglizada na Figura
2.

Apoés definida a escala, medir as fibras presenéesmostra com o mesmo icone

selecionado na Figura 1. A cada medigao repetifRLG M, e no fim de 100 amostras,

selecionar dos dados e tratar no histograma.
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Figura 5. Contagem e o diametro de 100 fibras da amostrégsadal
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