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CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DE MEDICAMENTOS DE REFERENCIA
PARA O TRATAMENTO DA TUBERCULOSE USANDO ESPECTROSCOPIA DE
INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR) E ANALISE
TERMICA (TG/DTG E DSC).

Nicolle Fernanda Dias Brum?’, Thais de Carvalho Mussi!, Aline Damico de Azevedo?,
Silvana Gino Monteiro? Fernando Gomes de Souza Jdnior2

RESUMO: A tuberculose, um problema de saulde publica global, € uma doenca
infecciosa causada pela bactéria Mycobacterium tuberculosis. O tratamento para
tuberculose sem complicacdes leva, no minimo, seis meses e, na maior parte dos
casos, o tratamento é feito com dois antibiéticos de primeira linha: rifampicina e
isoniazida. Nos casos de tuberculose ativa, o0 nimero de bactérias € muito elevado e,
por isso, 0 sistema imunoldgico ndo é capaz de combater a infec¢éo sozinho, sendo
necessario utilizar uma combinacao de varios antibiéticos por mais de seis meses. Os
remédios mais utilizados sao: isoniazida; rifampicina; etambutol e pirazinamida. O
objetivo deste trabalho consiste na caracterizacdo fisico-quimica por FTIR
(Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier), TG
(Termogravimetria) / DTG (Derivada Termogravimétrica) e DSC (Calorimetria
Exploratéria Diferencial) dos antibiéticos mais usados que sdo a rifampicina,
isoniazida e etambutbol que séo produzidos pela Farmanguinhos/FIOCRUZ/Brasil. As
técnicas de FTIR, TG e DSC sao ferramentas promissoras no controle de qualidade
de principios ativos na formulacdo de medicamentos para a industria farmacéutica.
Além disso, com os resultados observados, maiores cuidados devem ser tomados na
formulacao da rifampicina com excipientes, visto que tal farmaco possui polimorfismo,
enguanto os demais utilizados ndo apresentaram tal fendmeno.*!
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Termogravimetria. Calorimetria Exploratéria Diferencial. Refletancia Total Atenuada
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PHYSICAL-CHEMICAL CHARACTERIZATION OF REFERENCE DRUGS FOR THE
TREATMENT OF TUBERCULOSIS USING FOURIER TRANSFORM INFRARED
SPECTROSCOPY (FTIR) AND THERMAL ANALYSIS (TG/DTG & DSC).

Nicolle Fernanda Dias Brum?", Thais de Carvalho Mussi?, Aline Damico de Azevedo?,
Silvana Gino Monteiro? Fernando Gomes de Souza Junior?

ABSTRACT: Tuberculosis, a global public health problem, is an infectious disease
caused by the bacteria Mycobacterium tuberculosis. Treatment for uncomplicated
tuberculosis takes at least six months and, in most cases, treatment is with two first-
line antibiotics: rifampicin and isoniazid. In cases of active tuberculosis, the number of
bacteria is very high and, therefore, the immune system is not able to fight the infection
alone, being necessary to use a combination of several antibiotics for more than six
months. The most used drugs are: isoniazid; rifampicin; ethambutol and pyrazinamide.
The objective of this work is the physicochemical characterization by FTIR (Fourier
Transform Infrared Spectroscopy), TG (Thermogravimetry) / DTG (Derivative
Thermogravimetry) and DSC (Differential Scanning Calorimetry) of the most used
antibiotics that are rifampicin, isoniazid and ethambutol, which are produced by
Farmanguinhos/FIOCRUZ/Brazil. The FTIR, TG and DSC techniques are promising
tools for quality control of active principles in drug formulation for the pharmaceutical
industry. Furthermore, with the results observed, greater care must be taken in the
formulation of rifampicin with excipients, since this drug has polymorphism, while the
others (isoniazid and ethambutol) used did not show such phenomenon.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis. Rifampicin. Isoniazid. Ethambutol.
Thermogravimetry. Differential Scanning Calorimetry. Attenuated Total Reflectance.

Submitted in: 30/09/2021 and approved in: 03/12/2021.

!Faculdade de Farmécia do Instituto Federal do Rio de Janeiro (IFRJ)
2Programa de Pds-Graduacio em Polimeros, Instituto de Macromoléculas (IMA), Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).2



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Estrutura Quimica Etambutol ..., 14
Figura 2- FTIR-ATR espectros de Etambutol ............cccooiiiiiiiiiiiiii e 15
Figura 3- Estrutura Quimica I1SONIAzZida ...........ccuuuiiiieiiiiiiii e, 16
Figura 4- FTIR-ATR espectros de ISONIazida ...........ccoeuviiiieeiiiiiiii e 16
Figura 5- Estrutura Quimica RifampicCing...............eeuiiiiiiiiiiiiiiii s 17
Figura 6- FTIR-ATR espectros de RifampiCing...........ccovvvieeiiiiiiiiiiiiiiiii e, 18
Figura 7- TG/DTG curvas de Etambutol ..o 19
Figura 8- TG/DTG curvas de 1SONIAzZida ..........cccuuiiieeiiiiiiiiieeeeciiee e 19
Figura 9- TG/DTG curvas de RifampiCina ...........coeiieiiiiiiiiiieeeii e 20
Figura 10- DSC curvas de Etambutol............oooiiiiiiiiiiiii e 21
Figura 11- DSC curvas de ISONIAzida .........coooiiiuiiiiiiiiiiiiis e 21

Figura 12- DSC curvas de RifampiCina ..........c.ccooiiiiiiiiiiiiiicis e 22



ATR

DSC

DTG

FT

FTIR

Fourier

IR

N2

B

TG

nSe

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Refletancia Total Atenuada
Calorimetria Exploratéria Diferencial
Derivada Termogravimétrica
Transformada de Fourier

Espectroscopia de Infravermelho com

Infravermelho
Nitrogénio
Tuberculose
Termogravimetria

Seleneto de Zinco

Transformada de



SUMARIO

L INTRODUGAO . ...ttt ene e, 10
2 MATERIAS E METODOS ......cooiuitieeeeeeteeeeees et en s en e en s 13
3 RESULTADOS E DISCUSSOES.......coeiecieeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 14
4 CONSIDERAGCOES FINAIS ..ottt 23
REFERENCIAS ..ottt ettt ettt ae et ettt ettt e e e en s 24

ANEX O S e 26



10

1 INTRODUCAO

A tuberculose (TB) € uma doenca infecciosa que afeta principalmente os
pulmdes, mas também pode afetar 6rgdos como 0ssos, rins e meninges (membranas
gue envolvem o cérebro). Ela é causada pelo Mycobacterium tuberculosis ou Bacilo
de Koch (BK), mas outras espécies de microbactérias também podem causa-la, como
Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum e Mycobacterium microti (OMS,
2019; BRASIL, 2021; BRASIL, 2020).

A tuberculose continua sendo uma epidemia em grande parte do mundo,
causando a morte de quase 1,5 milhdo de pessoas a cada ano, principalmente nos
paises em desenvolvimento (o0 continente asiatico detém 55% dos casos, a saber, nos
paises como, india, China, Indonésia) e Nigéria (2019). O Brasil ocupa a 182 posic¢&o
entre 0s 22 paises responsaveis por 82% do numero total de casos de tuberculose no
mundo. Embora seja uma doenca que pode ser prevenida, tratada e curada, ela ainda
mata cerca de 4.400 pessoas por ano no Brasil (2020) (USPTO, 2021; BRASIL, 2017;
QUEIROZ, 2008).

O tratamento da tuberculose ndo complicada leva pelo menos seis meses e, na
maioria dos casos, o tratamento é feito com dois antibiéticos de primeira linha:
rifampicina e isoniazida. Nos casos de tuberculose ativa, o nUmero de bactérias é
muito alto e, portanto, o sistema imunol6gico ndo € capaz de combater a infeccéo
sozinho, sendo necessario o uso de uma combinacdo de varios antibiéticos por mais
de seis meses. Os medicamentos mais utilizados sdo a isoniazida, a rifampicina e o
etambutol. Os efeitos colaterais no tratamento dessa doenca séo raros, porém, como
os diferentes antibiéticos sdo usados por muito tempo, é possivel o aparecimento de
efeitos secundarios, como: nauseas, vomitos, diarreia frequente; perda de apetite;

pele amarelada; urina escura e até febre acima de 38°C (BRASIL, 2019).

A rifampicina € o Unico farmaco, dentre os utlizados no tratamento da
tuberculose, que é insolivel em agua, 0 que permite possiveis problemas de
dissolucéo e, consequentemente, de biodisponibilidade. Além disso, as formulacdes
com esse farmaco estdo sujeitas a instabilidade fisico-quimica e a presenca de
polimorfos (HIROTA et al., 2013; AGRAWAL, et al., 2004). Por isso, é interessante

avaliar a rifampicina, o etambutol e a isoniazida por técnicas de caracterizacado, como
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FTIR e Andlise Térmica, técnicas ndo observadas em outros artigos ligados a estudos
desses farmacos. A rifampicina é o Unico farmaco dessa combinacao insolavel em
agua, causando problemas de dissolucdo e, consequentemente, de
biodisponibilidade. Além disso, as formulacfes com esse farmaco estdo sujeitas a
instabilidade fisico-quimica e a presenca de polimorfos (OLIVEIRA,2013;
BASTOS,2017; MARIOTTI, 2019).

Segundo Silveira et al. (2019), o polimorfismo pode alterar a biodisponibilidade,
podendo comprometer tanto a velocidade de dissolugdo quanto a absorgcéo dos
farmacos. Portanto, € necessario ficar atento a esse fendmeno ao longo do
desenvolvimento do farmaco, durante sua estocagem e, inclusive, em relacédo as
possiveis interacdes fisico-quimicos que podem ocorrer durante o processo de

producéao.

A espectrometria de infravermelho tem sido amplamente usada na quimica
organica e analitica ha muitos anos e, comparando os valores de energia da radiacédo
de infravermelho, é possivel identificar as moléculas ou os tipos de moléculas
presentes nas amostras (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

Com a evolucdo do espectrometro de IF usando o método de tratamento
matematico, a transformada de Fourier - FT, a espectroscopia na regidao do IV tornou-
se uma ferramenta valiosa para estudos de sistemas biolégicos (LIAO et al., 2006). O
método de transformada de Fourier € rapido e sensivel e, com o acoplamento de
acessorios como o ATR (refletancia total atenuada), é possivel estudar as camadas
superficiais da amostra, permitindo uma analise ndo destrutiva da superficie. Esse
acessorio simplifica a analise FTIR de pastas, géis, semissolidos, pés e filmes. A
superficie horizontal da amostra permite coletar facilmente o espectro infravermelho
(SOUZA et al., 2008).

A analise térmica é definida como um conjunto de técnicas que possibilitam
medir as mudancas nas propriedades fisicas ou quimicas de um material em funcéo
da temperatura ou do tempo, sob uma programacédo de temperatura controlada
(MOTHE; AZEVEDO, 20009).

A termogravimetria (TG) € uma técnica amplamente utilizada para caracterizar

o perfil de degradacdo dos materiais. A exposicdo a altas temperaturas pode, as
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vezes, alterar a estrutura quimica e, portanto, as propriedades fisicas dos materiais.
Portanto, a curva de degradacao térmica, em condicbes ndo isotérmicas, mostra a
resisténcia perfil ou estabilidade térmica que o material apresenta quando submetido
a uma varredura de temperatura (MOTHE; AZEVEDO, 20009).

A Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) pode ser definida como uma
técnica que mede as temperaturas e o fluxo de calor associados as transicbes de
materiais em funcdo da temperatura e do tempo. Essas medi¢cdes fornecem
informagBes qualitativas e quantitativas sobre mudancas fisicas e quimicas
envolvendo processos endotérmicos (absorcdo de calor), processos exotérmicos
(liberac&o de calor) ou mudancas na capacidade térmica (MOTHE; AZEVEDO, 20009).

O objetivo deste estudo foi utilizar as técnicas mencionadas acima para a
caracterizacao fisico-quimica de medicamentos de referéncia (rifampicina, isoniazida
e etambutol) utilizados no combate a tuberculose, o qual é disponibilizado pelo
Sistema Unico de Saude (SUS).
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2 MATERIAS E METODOS

Os medicamentos de referéncia (isoniazida, rifampicina e etambutol) foram

adquiridos de Farmanguinhos/FIOCRUZ/Brasil.

O FTIR foi realizado em um espectrofotdmetro Perkin Elmer, modelo Spectrum
One, com um divisor de feixe KBr, equipado com acessorio ATR, célula ZnSe (quatro
reflexdes). Todos os espectros foram registrados na faixa de 4000-600 cm™ com
resolucéo de 4cm, apés 128 varreduras. O espectro de referéncia da agua pura foi
subtraido de cada espectro obtido durante o processo de titulacdo. Para reduzir os
efeitos da atmosfera, o detector de amostra foi purgado com N2 antes da coleta do
fundo e durante cada titulacdo. Todos os espectros foram coletados em duplicata e
todos os experimentos foram realizados em temperatura ambiente a 25+1°C. O cristal
de ZnSe foi enxaguado com agua destilada e seco com papel macio apos a titulacao
(SOUZA et al., 2008).

As medicbes das variacbes de massa em funcdo da temperatura sao
observadas na termogravimetria (TG), que foi realizada em um analisador
termogravimétrico, modelo Q500, TA Instruments. As amostras foram aquecidas a
uma taxa de 10 °C.mint de 25 a 700°C sob atmosfera de nitrogénio. Além disso, as
propriedades térmicas (transicdes endo/exotérmicas) dos farmacos foram medidas
com um Calorimetro Exploratério Diferencial (DSC), modelo Q1000, TA Instruments.
As amostras (cerca de 10 mg) foram seladas em panelas de aluminio e aquecidas a
uma taxa de 10 °C mint de -10 a 200 °C sob atmosfera de nitrogénio (MOTHE;
AZEVEDO, 2009; DRUMOND; MOTHE; WANG, 2006).
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nas Figuras 1, 3 e 5 estdo representadas as estruturas quimicas do etambutol,
isoniazida e rifampicina, respectivamente. Os espectros de IR correspondentes a
esses medicamentos sdo mostrados nas Figuras 2, 4 e 6, proporcionando uma analise
visual direta da correlagdo entre as estruturas moleculares e suas caracteristicas

espectroscopicas.

Ao analisar o espectro do etambutol na Figura 2 em correlagdo com a sua
estrutura quimica, representada na Figura 1, notamos que, a 3340 cm™, ocorre o
estiramento da ligacdo O-H. Na faixa de 2000 a 3000 cm, identifica-se o estiramento
da ligacdo N™)-H. A 2970 cm™, ocorre o estiramento da ligacdo C sp3-H, enquanto a
1550 cm! observa-se uma deformac&o na ligacdo N™-H. A 1460 cm™ apresenta
deformacéo na ligacdo CH, e em 1310 cm, ha deformacéo da ligacdo CH do CHo.

Por fim, a 1023 cm™ evidencia o estiramento da ligacdo C-O.

Figura 1- Estrutura Quimica Etambutol

OH

H
N/\/N
H

HO

Fonte: KATZUNG; TREVOR, 2017
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Figura 2- FTIR-ATR espectros de Etambutol
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Fonte: O Autor (2021).

Ao correlacionar o espectro da isonizada, apresentado na Figura 4, com a sua
estrutura quimica, ilustrada na Figura 3, observa-se uma série de caracteristicas
distintas. A 3300 cm™ revela o estiramento da ligacdo NH, enquanto em 3104 cm™
ocorre um estiramento NH2. Na faixa de 3000 a 3050 cm™, destaca-se o estiramento
CH do anel aromatico. A 1660 cm™ evidencia o estiramento da carbonila da hidratada,
enquanto em torno de 1632 cm ocorre uma deformagéo do grupo NH: da hidrazida.
Os estiramentos simétricos e assimétricos do anel aromatico sdo percebidos em 1550
cm? e 1602 cm, respectivamente. A 1330 cm™* mostra vibracdes da ligacdo CN do
anel piridinico, enquanto em 1490 cm™* e 1408 cm ocorrem vibracées C-CH dentro
do anel. Em torno de 1155 cm™, h& vibracdo da ligacdo N-N, e a 740 cm™* apresenta
flexdes assimétricas no anel de ligacdes C-C-C. A 645 cm revela flexes das ligaces
C-C=0, enquanto a 995 cm evidencia a formacéo no plano do anel aromético. Em
aproximadamente 885 cm, destaca-se uma deformacdo fora do plano do anel

aromatico, e, por fim, a 842 cm revela o estiramento do grupo NH2.
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Figura 3- Estrutura Quimica Isoniazida
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Fonte: KATZUNG; TREVOR, 2017

Figura 4- FTIR-ATR espectros de Isoniazida
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Ao realizar a analise da figura 6, fazendo a devida correlacdo com a estrutura
guimica da rifampicina presente na figura 5, observa-se que o FTIR presentou os
dados espectrais: Pico alargado em em aproximadamente 3472 cm™ (estiramento da

ligacdo N-H), pico em aproximadamente 2894 cm™ (vibracédo da ligagdo C-H), pico
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em aproximadamente 1629 cm™ (estiramento da C=O, caracteristico do grupo
acetila), pico aproximadamente em 1478 cm™ (estiramento C=C, tipico de anel
aromatico), aproximadamente 1379 cm™ (alongamento de CH ligado a C=C),

aproximadamente 1059 cm™ (vibracées de ligaces proximas -CH, CO, C-H).

Portanto, as bandas observadas em cada grafico corroboram as transicdes
estruturais de cada farmaco, intensificando as caracteristicas pertinentes de cada
estrutura, intensificando a existéncia de um possivel polimorfismo na estrutura da
rifampicina (SILVA, 2008).

Figura 5- Estrutura Quimica Rifampicina
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Fonte: KATZUNG; TREVOR, 2017
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Figura 6- FTIR-ATR espectros de Rifampicina
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A Figura 7 mostrou que o etambutol teve apenas um Unico estagio de

decomposi¢cdo com taxa maxima de decomposicao a 280°C e residuo final de 0,5%.

Na Figura 8, A isoniazida apresentou dois estagios de decomposi¢cdo com taxas

méximas de decomposicdo a 243°C e 293°C e residuo final de 0,1%.

Peso (%)

Peso (%)

Figura 7- TG/DTG curvas de Etambutol

110 20
I,au e |
: Y i
:um' I j
a0 ".ll I |
. - 15
|
704 | I. «a
[\ | :
| I &
II | B9 51% {lotal) et
| (12.58mg) 3
50+ | |I I:ll’-::
1 8
II I| | 5 3
[ %
30+ / \ | E
/ \ A
,./-"( III II'\_
W — e
10 -
\__ 0
Etambutol
Al e e e e e e e e 5
o 100 200 300 480 500 700
Temperatura (°C)
Fonte: O Autor (2021).
Figura 8- TG/DTG curvas de Isoniazida
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Entretanto, na Figura 9, a rifampicina, devido ao seu polimorfismo, apresentou

0 maior numero de estagios de decomposicdo em relacdo aos outros farmacos, ou

seja, trés estagios de decomposicdo com taxas maximas de decomposicdo a 211°C,

251°C e 335°C, respectivamente, e um valor de residuo de 37% relativamente alto.

Alguns autores observaram que somente a 900°C o residuo de rifampicina foi

de 0,5%, portanto esse valor residual observado a 700°C sugere a formagéao parcial

de carbono elementar durante os dois Ultimos estagios de decomposicao (ALVES et

al., 2010).
Figura 9- TG/DTG curvas de Rifampicina
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Fonte: O Autor (2021).

Com relagdo as curvas DSC, o etambutol (Figura 10) apresenta um Unico

evento endotérmico a 75°C (nos trés aquecimentos). A isoniazida ndo apresentou

transicdo na faixa estudada (Figura 11). Na Figura 12, a Rifampicina apresentou um

evento endotérmico a 77°C no primeiro aquecimento, mas no segundo e no terceiro

aguecimento observou-se - a inexisténcia do primeiro evento a 77°C, mas sim um leve

Derivada do Peso (%o/min)
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evento endotérmico em torno de 160°C, o que corrobora o fato de esse farmaco

apresentar polimorfismo (MELO, 2016).

Figura 10- DSC curvas de Etambutol
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Figura 11- DSC curvas de Isoniazida
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Figura 12- DSC curvas de Rifampicina
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4 CONSIDERACOES FINAIS

As conclusdes do presente trabalho indicam que, em primeiro lugar, a Analise
Térmica combinada com a Espectroscopia FTIR € uma ferramenta promissora no
controle de qualidade de principios ativos na formulacdo de medicamentos para a
indastria farmacéutica e, em segundo lugar, deve-se ter maior cuidado na formulagéo
da rifampicina com excipientes, devido ao seu polimorfismo. Portanto, o objetivo
principal deste trabalho foi alcancado com a caracterizacdo fisico-quimica dos

medicamentos e a observacao do polimorfismo da rifampicina.
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ANEXOS

ANEXO A - Artigo publicado sobre: “Aplicagao do Planejamento Experimental
para Sintese do Poli(Succinato de Butileno) e Obtencao de Microparticulas
Carregadas com Rifampicina”.
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APPLICATION OF EXPERIMENTAL DESIGN FOR POLY(BUTYLENE
SUCCINATE) SYNTHESIS AND OBTAINING RIFAMPICIN-LOADED
MICROPARTICLES.

Aplicagde do Planejamento Experimental para Sintese do Poli(Succinato de

Butileno) e Obtengdo de Microparticulas Carregadas com Rifampicina.

Thais de Carvalho Mussi . Nicolle Fernanda Dias Brum’!, Aine Damico de
Azevedo’, Silvana Gino Manteire®, Fernando Gomes de Souza Jonior?

'Faculdade de Farmécia do Instituto Federal do Rio de Janeiro (IFRJ), 2Programa de
Pos-Graduagdo em Polimeros, Instituto de Macromoléculas (IMA), Universidade
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‘Corresponding author, E-mail address: thaismussi1 5@ gmail.com

ABSTRACT

Poly(butylene succinate) (PBS), synthesized from the polycondensation of succinic
acid with 1,4-butanediol, in two stages, has biocompatibility and biodegradability, but
there are still few studies demonstrating the application of this polymer in the
biomedical area. The objective of the present work was to use the experimental
planning to determine the physicochemical conditions suitable for the synthesis of PBS
for nano technology area and to characterize the size and morphology of the
microparticle by Low Angle Laser Light Scattering (LALLS) and Scanning Electron
Microscopy (SEM) technigues, respectively. To obtain the optimized conditions for
synthesis of PBS, the experimental planning was performed by 2k factorial design,
which presents two levels of variation (levels +1 and -1) and k experimental factors (X),
in which the experimental factors chosen, in the first synthesis step of the polymer were
the monomer ratio (X1), temperature (X2) and reaction time (X3); and the experimental
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factors chosen for the second step were the amount of catalyst (X1), temperature (X2)
and reaction time (X3). In the first stage, the conditions were: ratio between monomers
of 1:1, temperature of 150°C, time of 5 hours, under constant agitation in an inert
nitrogen atmosphere. In the second stage, the conditions were: addition of 3 drops of
titanium tetrabutoxide catalyst, temperature of 200°C, tme of 8 hours, under
continuous vacuum stirring. Rifampicin is part of the combination of drugs used in the
treatment of Tuberculosis, Due to the biocompatibility of PBS, the hydrophobic drug
can be gradually released, so it developed a microencapsulated system of rifampicin
in PBS by the solvent evaporation method, obtaining an average diameter of 23.3um
with spherical and porous surface structure morphology, however with collapses
(ruptures). In conclusion, the experimental planning was essential to reduce analysis
time and costs when dealing with PBS synthesis, and to determine the reliability of the
results obtained, with synthesis yields of the PBS polymer in the range of 90 to 95%.
In future work, a copolymer system with PBS will be developed fo nanoencapsulate
rifampicin, avoiding the phenomenon of ruptures.

Keywords: Green polymer. Operational Parameters. 2* Facloral design.
Microencapsulation. Controlled drug release. Rifampicin.

RESUMO

O poli{succinato de butileno) (PBS), sintetizado a partir da policondensagao do acido
succinico com o 1.4-butanodicl, em duas etapas, possui biocompatiblidade e
biodegradabilidade, porém ainda ha poucos estudos demonstrando a aplicacio deste
polimero na area biomédica. O objetivo do presente trabalho foi utilizar o planejamento
experimental para determinar as condigdes fisico-quimicas propicias para a sintese
do PBS para a area nano tecnoldgica e caracterizar o tamanho e a morfologia da
microparticula pelas técnicas de Espalhamento de luz |aser de baixo angulo (LALLS)
e de Microscopia eletrénica de varredura (SEM), respectivamente. Para obter as
condighes otimizadas de sintese do PBS foi realizado o planejamento experimental
por delineamento fatorial 2%, que apresenta dois niveis de variagio (niveis +1 e -1) e
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k fatores experimentais (X), em que os fatores experimentais escolhidos, na primeira
etapa de sintese do polimero, foram a relagdo entre os mondmeros (X1), temperatura
(X2) e tempo de reagao (X3); e os fatores experimentais escolhidos para a segunda
etapa foram a quantidade de catalisador (X1), temperatura (X2) e tempo de reacio
(X3). A primeira etapa, as condigdes foram: relacio entre os mondmeros de 1:1,
termperatura de 150°C, tempo de § horas, sob agitag8o constante em atmosfera inerte
de nitrog&nic. A segunda etapa. as condigbes foram: adig@o de 3 gotas do catalisador
tetrabutdxido de fitanio, temperatura de 200°C, tempo de 8 horas, sob agitagio
continua a vacuo. A rifampicina faz parte da combinacio de farmacos utilizados no
tratamentc da Tuberculose. Devido a biocompatibilidade do PBS, o farmaco
hidrofdbico pode ser gradualmente liberado, portanto desenvolveu um sistema
microencapsulado de rifampicina em PBS pelo método de evaporagio do solvente,
obtendo um diadmetro médio de 23 3pm com morfologia de estrutura superficial
esférica e porosa, porém com colapsos (rupturas). Como conclusfo, o planejamento
experimental foi primordial para a redugdo de tempo de andlise e custos tratando-se
da sintese do PBS, além de determinar a confiabilidade dos resultados obtidos, com
rendimento de sintese do polimero PBS na faixa de 90 a 95%. Em trabalhos futuros,
desenvolver-se-4 um sistema copolimérico com o PBS para nanoencapsular a
rifampicina, evitando o fendmeno das rupturas.

Palavras-chawve: Polimero verde. Parametros Operacionais. Delineamento fatorial 2%
Microencapsulamento,. Liberagio controlada de farmacos. Rifampicina.

INTRODUCTION

Nowadays, with growing concern for the environment, there is pressure from the
world society for the adoption of cleaner production models by industries. One of the
focuses of this change is the plastic and rubber industry, responsible for generating
several harms to the environment. Within this class of environmentally friendly
polymers is poly (butylene succinate), a polyester whose production via the "green”
route is economically viable, its mechanical properties are comparable to those of
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commercial polymers (similar to polyethylene and polypropylens) and its degradation
process occurs naturally by the environment [1,2).

Few studies have been camried out demonstrating the application of PBS in the
biomedical area, however the polymer is biocompatible and biodegradable, due to the
susceptibility of its ester groups to hydrolysis, that is, when the polymer degrades by
hiydrolysis, the hydrophobic drug can be gradually released [3).

The synthesis of this polymer can be divided into two steps: The first is the
esterification of succinic acid and 1,4-butanediol to obtain polymers with low maolar
mass. The second consists of transesterification of the low molar mass polymer,
resulting in a higher molar mass and it is necessary to add a catalyst, usually a metal
oxide [4].

In order to evaluate the physical parameters used in the polymerization process,
such as the amount of these monomers, time and reaction temperature, 2* factorial
design was used in the experimental planning in order to optimize the number of
samples. Expenmental planning is an essential tool in developing new processes and
improving processes in use. Proper planning allows, in addition to improving
processes, reducing the variance of results, reducing analysis times and the costs
invalved [5].

Tuberculpsis is an infectious disease caused by bactera belonging to the
Mycobacterium tuberculosis complex commonly transmitted by the inhalation of
infectious droplets dispersed in the air by an infected individual through coughing,
sneezing of speaking. Treatment for tuberculosis usually involves multiple drug
therapy in arder to reduce the emergence of resistant strains [6]. Rifampicin is part of
the combination of drugs used in the treatment of Tuberculosis, being the only drug
inscluble in water, causing problems of bioavailability and the presence of polymorphs,
so efforts have been made to seek alternatives for a more effective treatment, including
micro and/ or rifampicin-loaded nanoparticles [7).

Microparticles are solid, spherical polymeric systems ranging in size from 1 to
1000 pm. They are subdivided into microcapsules, microspheres and lipidic
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microspheres (SILVA et al., 2003) [8]. In order to develop an innovative praduct for the
treatment of tuberculosis, rifampicin was microencapsulated in PBS and characterized
the system by the technigues of Low Angle Laser Light Scattering (LALLS) and
Scanning Electron Microscopy (SEM) in order to characterize the microparticle in
relation to its size and morphology, respectively. Considering that rifampicin is a
hydrophobic drug, the microencapsulation technigue by solvent evaporation was used
in the preparation of microparticles of the rifampicin and PBS system [9].

MATERIAL AND METHODS

Expenmental design for FBS synthesis

The methodology used was the 2% factorial design, two levels of variation (levels
+1 and -1) and k experimental factors (X), using the STATISTICA 5.5 program, in which
the chosen experimental factors, in the first step of synthesis of the polymer, were the
relationship between monomers (X1), temperature (X2) and reaction time (X3); and
the experimental factors chosen for the second step were the amount of catalyst (X1),
temperature (X2) and reaction time (X3), Tables 1 and 2.

Table 1. Values of variables al different levels of experimental design for Stage 1 of Polymerization

Factor Laval -1 Leval +1
1. 4-butanediol: succinic acid, mol (X1) 11 1:2
Temperature, *C (X2) 140 150
Reaction Time, hours (X3) b T

Table 2: Values of variables at different leveds of experimental design for Stage 2 of Polymerization.

Factor Level -1 Level +1
Catalyst, drops (X1) 3 4
Temperature, *C (X2) 180 200
Reaction Time, hours (X3) 8 10
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The dependent variable chosen to obtain the most favorable operating
parameters for polymer synthesis was the yield of each polymerization step, since in
the literature there is already a range of use in each step, however, in the case of this
work, the objective was the synthesis of the polymer for application in the biomedical
and pharmaceutical dreas [10].

Synthesis and Characterization of Rifampicin + PBS microparticles

The microencapsulation method by solvent evaporation was carried out, in
which rifampicin (a hydrophabic drug) was dissolved in the organic solvent containing
PBS. Then, the emulsification of thiz organic phase (dispersed phase) in an aqueous
phase called continuous phase was promoted, followed by the exitraction of the solvent
from the dispersed phase by evaporation of the solvent, the droplets transforming the
dispersed phase into continuous solid particles. Finally, the recovery and drying of the
microsphere was carried out to eliminate the residual solvent [11].

The size (number mean diameter) and the size distnbution of microspheres
were determined by light scattering of the particles suspended in distiled water
solutions, using a Mastersizer 2000 (Malvern Instruments). The mean diameter +
standard deviation (5.D.) of six determinations was calculated by applying multimodal
analysis. Values reported are the mean diameter + S.D. for replicated samples.
Morphological evaluation of the microspheres was performed using a SEM (Jeol
Technics Ltda, JSM-561, Japan). Samples were sputter-coated with a thin gold layer.
Surface characteristics were observed at 15 kV and 4-6 A, at a work distance of 10
mm [12].

RESULTS AND DISCUSSION

Experimental design for PBS synthesis
The results for the operational parameters were chosen based on the statistical
parameter R (correlation coefficient), Tables 3 and 4, and on the Pareto Charn analysis
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to identify the most significant variables as a function of the prepared polymers, Figures
1 and 2, and thus correlating the influence of variables on Yield with a confidence level
of 95% (p = 0.05) for Stage 1 and Stage 2 of PBS polymerization. The operational
parameters obtained as a result of the experimental planning for the first stage were:
1:1 ratio for monomers, reaction time of 5 hours and operational temperature of 150°C,
under constant agitation and inert nitrogen atmosphere. The parameters operational
results obtained as a result of the experimental planning for the second stage were:
addition of 3 drops of titanium tetrabutoxide catalyst, reaction temperature of 200°C,
under vacuum and continuous stirring for a reaction time of 8 hours [13-14]. These
data were used fo synthesize the PBS that would perform microencapsulation with

rifampicin by the solvent evaporation method.

Table 3: Carrelation Coefficient (R?) and Yield results for each case of factarial planning for Stage 1 of

PBS Polymerizatian .

Case (X1, X2, X3) R* Yield
1,1, -1 0.94 90.7
#1, A, -1 0.90 89.0
4, -1, # 0.90 B9.1
+1, 4, +1 0.92 8O 6
-1, #1, -1 0.98 93.4
+1, 4+, 0.95 90.4
A, +1, +1 0.93 89.7
+1, +1, +1 0.91 BO.4

Table 4: Results of the Comelation Coefficient (R®) and Yield for each case of factorial planning for
Stage 2 of PBS Polymerization.

Case (X1, X2, X3) R Yield
-1,-1, -1 0.91 89.0

+1, -1, -1 0.93 80.1

A, -1, +1 0.95 023

#1, 1, +1 0.94 80.7

A, +1, 1 0.98 94.1

+1, #1, 1 0.94 91.3

A, +1, +1 0.93 9.7

+1, +1, # 0.93 B9.4

it
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Figure 1: Pareto chart comrelating the influence of variables on Yield with a confidence level of 95%
(p < 0.05) for Stage 1 of PBS Polymerization.
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Figure 2: Pareto chart correlating the influence of variables on Yield with a confidence level of 95%
(p < 0.05) for Stage 2 of PBS Polymerization.

Characterization of Rifampicin + PBS microparticies

According to Figure 3, the mean diameter of the microparticles was 23.3 pym,
standard deviation of 1.1 ym and volume of 10.2% (data obtained by muitimodal
analysis of the instrument software). The values indicate that the microencapsulation




(JIT) 2021.

MINISTERIO DE EDUCACAD
INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAD, CIEMCIA E TECNOLOGIA DO RID DE JANEIRD
PRO-REITORIA DE PESQUISA, POS-GRADUACAD E INOVACAD

SINTESE DE POLI(SUCCINATO DE BUTILENO) (PBS) E DE
MICROPARTICULAS CARREGADAS COM RIFAMPICINA E
CARACTERIZACAO POR LALLS E SEM.

Thais de Carvalho Mussi (bolsista PIBITI-CNEg), Nicolle Fernanda Dias Brum (bolsista PIBITI-IFRT), Silvana
Gino Monteiro | colaboradora: aluna Pos-Graduacio IMA-UFRT); Aline Damico de Azevedo (POYIFRT),
Femando Gomes de Souza linior (POIMA-UFRT);

E-mail: alme.azevedomifr].edubr

Resumo: A rifampicina faz parte da combinacio de firmacos utilizados no tratamento da
Tuberculose, sendo o unico firmaco insolivel em &gua, causando problemas de
biodisponibilidade e presenca de polimorfos, portanto esforgos vém sendo realizados buscando
alternativas para um tratamento mais eficaz, dentre estas, micro e/ou nanoparticulas carregadas
com rifampicina. O Poli{succinato de butileno) (PBS) & sintetizado a partir da policondensacio
do dcido succinico com o ld-butanodiol, mondmeros estes que podem ser completamente
sintetizados por rotas verdes, portanto o PBS tem chamado atencdo por ser um polimero verde.
Poucos estudos foram realizados demonstrando a aplicacio do PBS na drea biomédica, contudo
o polimero € biocompativel e biodegradawvel, devido a suscepribilidade dos seus grupos éster a
hidrolise, isto &, quando o polimero se degrada por hidrolise, o firmaco hidrofobico pode ser
gradualmente liberado. A fim de desenvolver wm produto movador ao tratamento da
tuberculose, o presente trabalho tem por objetivos: sintetizar o PBS, microencapsular a
rifaimpicina nesse polimero e caracterizar o tamanho e a morfologia da microparticula pelas
técnicas de Espalhamento de luz laser de baixo Sngulo (LALLS) e de Microscopia eletrinica
de varredura (SEM), respectivamente. Com o uso do planejamento experimental em trabalho
preliminar, foram avaliadas as condicdes otimas nas duas etapas para a sintese do PBS: a
primeira etapa, 58.5mL de l4-butanodiol, 70.95ml de acido succinico e 1.29 g de dcido
maleico foram inseridos em um balio de trés bocas em banho de silicone durante 5 horas na
temperatura de 130°C, sob agitaciio constante e atmosfera inerte de nitrogénio. A segunda etapa,
foi adicionado 3 gotas do catalisador tetrabutoxido de titinio e a temperatura foi elevada para
200°C, sob vacuo e agitacio continua por mais & horas. A microparticula de PBS e rifampicina
foi obtida pelo método de dupla emulsio com evaporacio do solvente. O medidor de particulas
utilizado foi da Malvern Insiruments modelo Mastersizer 2000 nas seguintes condigbes
operacionais de temperatura a 20°C, velocidade de bombeamento de 2000rpm e ultrassom de
20% de amplitude. O microscopio eletrénico de varredura utilizado foi da JEOL Technics
modelo JSM-561 nas seguintes condigdes operacionals de 15 kV, 4-6 A, distancia de 10mm e
metalizacio de liga de ourc-palidio. A microparticula apresentou um didmetro médio de
23 3um (desvio padrice de 1.1pm, volume de 10.2%, por andlise multimodal do software do
instrumento) € a morfologia apresentou formacio de estrutura superficial esférica e porosa,
porém com colapso (ruptura) em muitas esferas. Como consideragdes finais, a técnica para o
microencapsulamento obteve um tamanho desejavel para o objetive proposto e conforme
estrutura observada na microscopia, deve-se desenvolver um sistema polimérico do PBS com
outro polimero a fim de nanoencapsular a rifampicina para evitar o fendmeno de ruptura dessas
futuras nanoparticulas a serem desenvolvidas pelo método de dupla emulsiio com evaporacio
do solvente.

Palavras-chave: Poli(succinato de butilenc) (PBS); Micro encapsulamento; Rifampicina;
Tuberculose, Microscopia Eletronica de Varredura (SEM).
Area de conhecimento: Ciéncias Exatas e da Terra
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Resumao: O polimero poli{succinato de butilenc) (PBS) tem chamado atengdio por ser um
polimero verde, origem de poliésteres alifiiticos em que os mesmos siio amplamente utilizados
como carreadores de firmacos para a drea de sistema liberaglio de droga (Drug Delivery
System), pois satisfazem os pré-requisitos de biocompatibilidade ¢ biodegradabilidade. A
copolimerizagho de poli(dleool vinilico) (PVA) em PBS tem como objetive garanti uma
propriedade anfifilica que pode ajudar a modular a liberagdio de firmacos usuados no tratamento
da tuberculose (TB). podendo promover mawr interacio dessas particulas com as oélulas e
tecidos a fim de melhorar a eficiéncia do tratamento desta doenca que continua sendo uma
epadermia em grande parte do mundo, causando a morte de quase um milhio e mew de pessoas
a cada ano, principalmente em paises em desenvolvimento. Os objetivos foram em sintetizar o
PBS/PVA, mictoencapsular os antibidticos rifampicing, etambutol e isoniazida nesse
copolimero e caracterizar o tamanho e a morfologia da microparticula pelas técnicas de
Espalhamento de luz laser de baixo dngulo (LALLS) e de Microscopia eletrinica de varredura
(SEM), respectivamente. A copolimerizaclio por via radical livre do acetato de vinila utilizando-
se perdxido de benzoila como catalisador para a formacio do copolimero e, em seguida, etapas
de hidrolise/metandlise dcida e bisica foram aplicadas para promover as caracteristicas
anfifilicas. As microparticulas de PBS/PVA com cada antibibtico citado foram obtidas pelo
método de dupla emulsio com evaporacio do solvente. O medidor de particulas utilizado fon
da Malvern Instruments modelo Mastersizer 2000 nas seguintes condighes operacionais de
temperatura a 20°C, velocidade de bombeamento de 2000rpm e ultrassom de 20% de amplitude.
O microscopio eletrbnico de varredura utilizado foi da JEOL Technics modelo 1SM-561 nas
seguintes condigdes operacionais de 15 kV, 4-6 A, distinecia de 10mm e metalizacho de liga de
ourc-paladio. As microparticulas apresentaram um didmetro médio de 15um a 25um (desvio
padeiio de lum, volume de 5.0%, por andlise multimodal do software do instrumento) e a
morfalogia apresentou formagdio de estrutura superficial esférica e porosa.

Palavras-chave: Tuberculose; Copolimeros PBS/PVA; Nanotecnologia, Antibidnicos.
Area de conhecimento: Ciéncias Exatas e da Terra.

Financiamento: [FRJ, CMNPqg.
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ANEXO D - Trabalho apresentado no XVIII Encontro Regional da Sociedade
Brasileira de Quimica - SBQ-RJ sobre “Planejamento Experimental na Sintese
de Copolimeros de Poli(Succinato de Butileno) (PBS)/ Poli(Alcool
Vinilico)(PVA)”.

Sociedade Brasieira de Quimica-Rio de Jansira
PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL NA SINTESE DE COPOLIMEROS DE
POLISUCCINATO BUTILENO) (PBS)/POLI(ALCOOL VINILICO) (PVA).

Nicolle Fernanda Dias Brum' (IC), Thais de Carvalhe Mussi' {IC), Aline Damico de Azeveda' (P@Q),
Fernando Gomes de Souza Janior®* (PQ). 'IFRJ - Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia
do Rio de Janeiro. “IMA/UFRJ - Instituto de Macromoléculas/Universidade Federal do Rio de Janeiro

* nicollebrum.ifrj@gmail.com

TIFRJACampus Realengo. Rua Frof Carlos Wenceslaw, 343 - Realengo - Rio de Janeiro - RJ - CEF 2171 5-000.
TIMAUFRS: Av. Prof. Hordclo Macedo, 2030 - Cidade Universitdna - Rio de Janedro - RJ - CEP 21847-588.

Palavras Chave: Copolimeros Anfifilicos, Quimica Verde, Sistema de Liberagdo de Droga, Tuberculose.

Introdugao

O polimere poli(succinate de butilenc) (PBES) tem
chamado atengdo por ser um polimero verde,
origem de poliésteres alifaticos em que 0% mesmos
sdo amplamente ufilizados como camreadores de
farmacos para a area de sistema liberacdo de
droga, pois satisfazem os pré-requisitos  de
biocompatibilidade =] biodegradabilidade. A
copolimerizagdo de poli(@lcool vinilico) (PVA) em
PBS tem como objetive garantir uma propriedade
anfifilica que pode ajudar a modular a liberagdo de
famacos usados no fratamenio da tuberculose
(TB), podendo promover maior interacio dessas
parliculas com as celulas e tecides a fim de
melhorar a eficiéncia do fratamento desta doenca
que confinua sendo uma epidemia em grande parte
do mundo, causando a morte de quase um milhdo e
meio de pesscas a cada ano, principalmente em
paises em desenvolvimento. O planejamento
experimental & wuma ferramenta essencial no
desenvelvimento de novos processcs e nNo
aprimoramento de processos em uﬁliza:;ﬁnﬁ. o}
objetive do presente trabalho foi wlilizar o
planejamento experimental para delerminar as
condighes fisico-quimicas propicias para a sintese
do  copolimero  PB3/PWVA para a  area
nanctecnologica. A metodelogia empregada foi o
delineamento fatorial 2", dois niveis de vanagao
(niveis +1 e -1) e k fatores experimentais, usando o
programa STATISTICA 5.5 em que os falores
experimentais escolhidos foram a relagdo enire os
polimeros (X1), temperatura (X2) e tempo de reagio
(®3). A wvariavel dependente escolhida foi o
rendimento reacicnal.

Resultados e Discussao

Os resultades para os parametros operacionais
foram escolhidos com base no paradmetro estatistico
R? (coeficiente de determinacio) e na analise do
Grafico de Pareto para idenfificar quais as variaveis
mais significativas em fungdo dos polimeros
preparados. Os parametros operacionais obfidos
como resultado do planejamento experimental para
foram: relagdo 2:1 para os polimeros, tempo
reacional de 4 horas e temperatura cperacional de
170°C, sob agitagio constante em atmosfera inerte
de nitrogénio com adicdo de 4 gotas do catalisador

peroxido de benzoila, ulilizado na copolimenzagao
via radical livre, conforme Tabela 1 e Figura 1.

Tabela 1: Resutados de Coeficiente de Comrelagio (RY) e
Rendimants para o  planejgmento  experimental  de
copolimearizacio do sistema PESIFWVA

Taso (41, XL 13 C§ Fendiments
A4 023 20,1
#1.4, 4 080 E4.0
I 08§ 8.1
1,4, 4 0.1 £8.5
-1, +1, 0.96 50.4
+H,#, A 0.93 E9.4
A4, H 082 B35
.+ # 0.90 B7.8
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Figura 1: Grafice de Pareto comelacionando a infludncias das
warigveis no Rendimento com nivel de corfianga de 95% (p =
0,05) para & Copolimerzagio do sistema PESPVA

Conclusoes

O planejamento experimental foi uma ferramenta
essencial no aprimeramento do processo de sintese
do PBS/PVA com a selegdo das variaveis que
influenciaram com nomero reduzido de ensaics em
bancada, além de determinar a confiabilidade dos
resultados cbiidos.
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