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RESUMO

Tendo em vista o controle da porosidade da matriz polimérica de microparticulas
constituidas por blendas de poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) [P(HBHV)] e de poli-
g-caprolactona (PCL), o presente trabalho objetivou verificar a possibilidade de controle
da liberacdo de farmacos associados a esses sistemas. Foram preparadas
microparticulas constituidas de blendas de P(HBHV):PCL nas propor¢ces de 100:0,
90:10 e 80:20 (m/m) pelo método de emulsificacdo/evaporacdo de solvente, variando-
se 0 volume de fase organica. Os modelos de farmacos utilizados foram a
dexametasona e o0 acetato de dexametasona. As microparticulas obtidas apresentaram
rendimento e eficiéncia de encapsulacdo satisfatoria, entretanto, através de analises
por microscopia Optica e microscopia eletronica de varredura foi evidenciada a
ocorréncia de cristais de farmaco ndo encapsulado. Os didametros de particula
permaneceram em torno de 100 a 200 um e variaram em funcdo do volume de fase
organica. A éarea superficial foi afetada pelo percentual de PCL na blenda e pela
presenca de cristais do farmaco nas formulagbes. A analise térmica das amostras
demonstrou que o processo de obtencdo alterou a estrutura cristalina do P(HBHV) e
que a encapsulacao dos farmacos levou a variagdo da sua temperatura de transicao
vitrea e cristalinidade. Os perfis de dissolucdo da dexametasona a partir das
microparticulas apresentaram ajustes adequados ao modelo monoexponencial e foram
semelhantes aos perfis apresentados pelo farmaco ndo encapsulado. Nas formulacdes
contendo acetato de dexametasona houve liberacdo sustentada do farmaco por até 250
horas quando associado aos sistemas e a modelagem matematica indicou ajuste dos
perfis ao modelo biexponencial. Evidenciou-se um aumento nos valores das constantes

de liberacdo dos farmacos conforme o acréscimo do contetdo de PCL na blenda.

PALAVRAS-CHAVE: microparticulas, polimeros biodegradaveis, blendas poliméricas,

dexametasona, sistemas de liberacdo de farmacos.






ABSTRACT

Considering the control of the porosity in polymeric microparticles matrix by
preparing poly(hydroxybutyrate-co-hydroxyvalerate) [P(HBHV)] and poly-¢-caprolactone
(PCL) blends, the objective of the present work was to verify the possibility of the
controlling release of drugs by varying the PCL concentration in those systems.
Microparticles have been prepared with P(HBHV):PCL blends using the ratios of 100:0,
90:10 and 80:20 (m/m) by an emulsion solvent evaporation process. The steroidal drug
models employed were dexamethasone and dexamethasone acetate. The formulations
were characterized considering the yield, the encapsulation efficiency, the morphologic
analysis and the thermal properties. The release profiles were determined and
mathematical modeled by fitting data with the mono and the biexponential equations.
Microparticles presented satisfactory yields and encapsulation efficiencies. However,
non-encapsulated drug crystals were evidenced by light microscopy and scanning
electron microscopy analysis. The particle diameters were 100 to 200 um depending on
the variation of proportion between the organic and the aqueous phases. The surface
area was affected by the PLC content in the blend, as well as by the presence of drug
crystals in the formulations. The DSC analyses of the samples demonstrated that the
preparation process influenced on the crystalline structure of P(HBHV). Besides, the
encapsulation of the drugs led to variation of glass transition temperature and
crystallinity of P(HBHV). The dexamethasone release profiles from microparticles fitted
with the monoexponential model and showed similarity with the non-encapsulated drug
dissolution. For dexamethasone acetate loaded microparticles, a sustained release of
the drug (up to 250 hours) was observed. These data fitted with the biexponential
model. The kinetic constant values increased with the increase of PCL content in the
blend.

KEY-WORDS: micropatrticles, biodegradable polymers, polymer blends, dexamethasone,

drug delivery systems.






1. INTRODUCAO






Sistemas carreadores de farmacos tém apresentado crescente interesse frente a
formas terapéuticas convencionais, uma vez que permitem o controle da velocidade de
liberacdo de farmacos. Este controle fornece vantagens adicionais a estes sistemas,
dentre as quais: o0 aumento da adesdo do paciente ao tratamento, 0 emprego de
menores quantidades de farmaco, a diminui¢cdo de efeitos adversos locais e sistémicos,
protecdo ao farmaco, melhoria da eficiéncia do tratamento, maior velocidade na
resposta terapéutica, reducdo da flutuacdo dos niveis plasmaticos, aumento da
biodisponibilidade de alguns farmacos, possibilidade de vetorizacdo e em alguns casos,

reducéo de custos (Kim, 2000).

Dentre os sistemas mais estudados encontram-se as microparticulas, que podem
apresentar estrutura matricial ou vesicular. Num sistema matricial ou monolitico, o
farmaco pode estar na forma dissolvida ou dispersa (Gennaro, 2000). Por outro lado,
num sistema vesicular ou reservatorio, o farmaco esta contido no interior de uma

membrana, que controla sua difusdo (Martin, 1993).

Existem inUmeras técnicas de microencapsulacdo e, em cada uma, € possivel
variar os parametros de processo a fim de obter sistemas com padrdes de liberagcédo
especificos (Freiberg e Zhu, 2004). A emulsificacdo/evaporacao de solvente é uma das
técnicas mais utilizadas na preparacdo de microparticulas e permite a incorporagao
tanto de farmacos hidrofilicos quanto hidrofébicos. Uma vantagem desta metodologia é
a sua simplicidade de execucdo, porém, requer a selecdo adequada de solventes,

emulsificantes e condi¢cdes de agitacdo (Watts et al., 1990).

A caracterizacdo de sistemas microparticulados considera rendimento, tamanho,
morfologia, area superficial, porosidade, carga superficial, cristalinidade,
comportamento térmico, entre outras (Freiberg e Zhu, 2004). No que concerne a
presenca de farmaco associado, sdo avaliados a capacidade de incorporacdo e de
liberacdo, modelagem matematica dos perfis de liberacdo e respostas especificas in

vitro e in vivo (Faisant et al., 2002; Brophy e Deasy, 1986).



Em geral, os materiais empregados na preparacdo de microparticulas séo
polimeros de origem natural ou sintética. A escolha destes polimeros deve considerar
alguns aspectos relevantes, tais como, biocompatibilidade e propriedades fisico-

quimicas (Chandra e Rustgi, 1998).

Poli(hidroxialcanoatos) (PHA) sédo polimeros biodegradaveis e biocompativeis
produzidos por bactérias durante a etapa de fermentacdo e armazenados como
substancia de reserva (Sudesh et al., 2000; Pouton e Akhtar, 1995). Estes poliésteres
tém atraido atencdo, devido a potencialidade de seu emprego em sistemas de liberacao
de farmacos. Porém, um fator limitante ao uso do poli(hidroxibutirato) [(PHB)] é sua alta
cristalinidade, que pode ser alterada mediante sua copolimerizacdo com outras
unidades monomeéricas, tais como o hidroxivalerato (Braunneg et al., 1998). Esta
alteracdo conduz a materiais com melhores propriedades mecéanicas (Vergoogt et al.,
1994) e melhores caracteristicas de cedéncia de farmacos, quando associados a estes
(Gursel et al., 2001).

Uma forma adicional de aperfeicoar as propriedades termoplasticas € através da
formacédo de blendas com outros homopolimeros ou copolimeros. A poli(s-caprolactona)
(PCL) é um polimero sintético semicristalino biodegradavel e, em blendas com
poli(hidroxibutirato) (PHB), pode agir como um plastificante polimérico, modulando a
rigidez e processabilidade do material (Vogelsanger et al.,, 2003; Gassner e Owen
1994). O uso de blendas de poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (P(HBHV)) e PCL na
preparacdo de microparticulas permite a modulacdo da porosidade das estruturas e
conduz a sistemas com caracteristicas promissoras para emprego como carreadores de
farmacos (Embleton e Tighe, 1993; Ré, et al., 2004). Entretanto, ainda ndo ha relatos
na literatura de trabalhos empregando farmacos associados a estas microparticulas

com porosidade controlada.

A dexametasona e o acetato de dexametasona constituem modelos de farmaco
com diferentes solubilidades. A dexametasona é fracamente sollvel em agua, o acetato
€ altamente hidrofobico e suas solubilidades em agua séo, respectivamente, 1,0 mg/mL

e 0,1 mg/mL (Einmahl et al.,, 1999). A dexametasona € um glicocorticéide esterdide



analogo sintético da hidroxicortisona, que apresenta diversos empregos terapéuticos,
dentre os quais, como antiinflamatdrio, antiasmatico, antialérgico, imunossupressor,
antiemético, entre outros. A dexametasona apresenta a maior poténcia dentre os
glicocorticoides de via sistémica (Korolkovas, 2001). Entretanto, esse farmaco
apresenta algumas desvantagens terapéuticas, tais como efeitos sistémicos
indesejaveis e a necessidade de administracdo freqlente, quando empregada em

tratamento cronico (Hickey et al., 2002).

O uso de sistemas carreadores de farmacos possibilita a modula¢éo da liberacao
de moléculas com diferentes caracteristicas fisico-quimicas (Martin, 1993). E possivel
aumentar a biodisponibilidade de farmacos ou prolongar a sua liberacdo em funcéo de
alteracbes morfoldgicas nos sistemas carreadores (Mandal et al., 2001; Siepman et al.,
2004).

Neste trabalho, buscou-se verificar se o controle da porosidade fornecido pela
variacdo da concentracdo de PCL, em microparticulas de blendas de P(HBHV):PCL,
nas propor¢cdes 100:0, 90:10 e 80:20 (m/m) refletiria nos perfis de liberacdo de

farmacos modelo esterdides com diferentes graus de hidrofobicidade.

Este trabalho esta inserido na “Rede Cooperativa para aplicacdo de
poli(hidroxialcanoatos) (PHAS) no desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada
de ativos”, apoiada pelo CNPg/MCT e coordenada pela Dra. Maria Inés Ré. A Rede tem
como um de seus objetivos buscar aplicagbes no campo da terapéutica para o

P(HBHV) produzido por empresa nacional de biotecnologia (PHB Industrial).






2.0BJETIVOS






2.10bjetivo geral

Este trabalho tem como objetivo geral verificar a influéncia da presenca e
concentracdo de PCL nas microparticulas de P(HBHV) com o intuito de modificar-se os

perfis de dissolucéo e liberacdo da dexametasona e do acetato de dexametasona.

2.20bjetivos especificos

e Preparar microparticulas de P(HBHV) e de blendas de P(HBHV):PCL nas
proporcbes de 90:10 e 80:20 contendo dexametasona ou acetato de

dexametasona e determinar o rendimento e a eficiéncia de encapsulacéo.

e Caracterizar fisico-quimicamente as formulacdes através de microscopia Optica,
microscopia eletronica de varredura, adsorgcdo de nitrogénio, difracdo de laser e
calorimetria exploratoria diferencial para determinar a morfologia, a éarea

superficial, a distribuicdo granulométrica e as intera¢des intermoleculares.

e Determinar os perfis de liberacdo in vitro dos modelos de farmacos a partir das

microparticulas.

e Modelar matematicamente os perfis de liberagcdo para acessar os parametros

cinéticos dos sistemas.






3. REVISAO DE LITERATURA






3.1Microparticulas

As microparticulas sdo definidas como particulas esféricas, que podem ser
poliméricas, inorganicas ou mistas, com tamanhos que variam de 1 a 250 um. Como
caracteristicas, apresentam tamanho e volume pequenos, grande area superficial
especifica, uniformidade, alta difusibilidade e formam dispersdes estaveis (Kawagushi,
2000). Estes sistemas apresentam diversas vantagens frente aos sistemas unitarios
convencionais, uma vez que possibilitam modular perfis de liberacdo de diferentes
maneiras. A liberagdo pode ser controlada pela microencapsulacdo, uma vez que o
farmaco necessita sofrer difusdo a partir do carreador ou ainda pode ter sua liberagcao
modulada pela decomposicéo do sistema (Kim, 2000). Por outro lado, a boa dispersao
apresentada pelas microparticulas, pode aumentar a biodisponibilidade oral de
farmacos que apresentam baixa solubilidade (Yang, 2005). Em outros casos, por via
oral ou parenteral, permitem o direcionamento a o0rgdos especificos mediante
interacbes com o organismo ou pela funcionalizacdo com componentes vetorizantes,
reduzindo efeitos adversos sistémicos (Freiberg e Zhu, 2004). Além disso, viabilizam a
protecdo do farmaco, melhoram a eficiéncia do tratamento e permitem o uso de
menores quantidades de farmacos (Kim, 2000). Sistemas convencionais de
administracdo nem sempre provém liberagdo controlada, levando a uma liberacdo
brusca, que causa aumento da concentracdo do farmaco em niveis téxicos, seguida de
um periodo de queda da concentracdo até a proxima administracdo (Freiberg e Zhu,
2004). Sistemas de liberacdo controlada de farmacos sédo formas farmacéuticas nas
quais se busca estabelecer uma determinada taxa de liberagéo, que pode ser baseada
numa concentracdo terapéutica desejada e/ou na farmacocinética do agente

farmacoldgico associado a estes (Yuksel, 1996).

Carreadores microparticulados representam uma importante area de pesquisa e
inUmeros estudos vém sendo conduzidos abordando diferentes aspectos como a
influéncia do uso de diferentes matérias-primas, o emprego de diversas técnicas de

obtencéo, ajustes de parametros de processo e incorporacdo de farmacos (Brannon-

13



Peppas, 1995; Freiberg e Zhu, 2004; Watts et al., 1990). Outros estudos, visando
respostas especificas, se dispdem a caracterizar as microparticulas, seja em funcdo de
suas propriedades fisico-quimicas ou biolégicas (Couvreur et al., 1997; Allémann et al.,
1998).

3.1.1 Materiais empregados na preparacao de microparticulas

Microparticulas carreadoras de farmacos podem ser obtidas a partir de materiais
de constituicdo inorganica, mista ou organica. A grande maioria dos estudos

desenvolvidos emprega materiais poliméricos.

Na primeira categoria se encontram as microparticulas de composicao
inorganica. Dentre os materiais utilizados, destacam-se os Oxidos de silicio. Unger e
colaboradores (1983) foram os pioneiros no emprego da técnica de sintese de silica
pelo método sol-gel para preparar um novo sistema de liberacdo de farmacos. O
processo sol-gel envolve a formacéo de uma matriz inorganica em condi¢des brandas a
baixas temperaturas. Num estudo, o emprego de microparticulas de xerogéis de silica
contendo dexmedetomidina demonstrou o controle da liberagdo do farmaco. Diferentes
perfis foram obtidos em funcdo da modificacdo estrutural do xerogel e da técnica de
secagem empregada na preparacdo das microparticulas (Kortesuo et al., 2001). Um
obstaculo ao emprego de microparticulas inorganicas tem sido a ocorréncia de efeito

burst acentuado e a rapida liberacdo durante todo o processo (Charnay et al., 2004).

Dentre as microparticulas de composicdo mista estdo o0s sistemas
microparticulados de constituicdo organico-inorganica obtidos por secagem por
aspersdo de suspensdes de nanoparticulas poliméricas contendo farmaco,
empregando dioxido de silicio como adjuvante de secagem (Miiller et al., 2000). Estas
microparticulas apresentam a superficie recoberta homogeneamente pelas
nanoestruturas (Muller et al., 2001), possibilitando uma nova abordagem de associacdo

do farmaco ao nucleo de silica e posterior revestimento das microparticulas por
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nanocapsulas e nanoesferas de polimeros com solubilidade pH-dependente, visando
liberagdo controlada (Beck et al.,, 2004). Outra alternativa é o revestimento das
microparticulas inorganicas com filmes poliméricos. Neste caso, microparticulas
porosas de CaCOj; sdo impregnadas com farmaco e, ap0s secagem sao revestidas
com multicamadas de polimeros catidnicos e anidnicos. Este procedimento diminuiu a

liberacéo inicial do farmaco associado ao nucleo inorganico (Wang et al., 2006).

Dentre os materiais organicos empregados na obtencédo de microparticulas estéao
os polimeros biodegradaveis de origem natural ou sintética (Jain, 2000). Verificam-se
estudos utilizando polissacarideos, polipeptideos, poliésteres, polianidridos,
poliacrilatos, entre outros (Chandra e Rustgi, 1998). Os poliésteres, especialmente o
poli(acido latico) (PLA), o poli(acido glicolico) (PGA), a poli-e-caprolactona (PCL), o
poli(hidroxibutirato) (PHB) e seus copolimeros sdo 0os mais comuns, devido aos seus
perfis de biocompatibilidade e biodegradacédo (Arshady, 1991). As caracteristicas das
microparticulas obtidas estdo intimamente correlacionadas com as propriedades dos
polimeros. Dessa forma, € possivel modular a liberacdo de farmacos através do
emprego de polimeros com diferentes massas molares, de copolimeros ou de blendas
(Freiberg e Zhu, 2004). Esses materiais sdo os mais utilizados na fabricagcdo de
microparticulas carreadoras, pois viabilizam a associacao de farmacos com diferentes
caracteristicas fisico-quimicas, além de admitirem o uso de diversas técnicas de
preparacdo. A versatilidade desses materiais permite a obtencdo de microparticulas
com perfis de liberacdo especificos permitindo o uso através de diversas vias de
administracao (Jain, 2000).
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3.1.2 Obtencdo de microparticulas por emulsificacdo/evaporacdo de
solvente

A emulsificacdo/evaporacdo de solvente € uma técnica amplamente empregada
podendo ser usada na encapsulacdo de farmacos a partir de emulsbes simples ou
multiplas. No processo de emulsificagdo/evaporacdo de solvente, a partir de emulsdes
simples o/a, o polimero é dissolvido em um solvente organico e nesta fase organica o
farmaco é dissolvido ou disperso. Esta solucéo ou dispersédo € emulsificada numa fase
aguosa, contendo um agente emulsificante. Para formac&o das microesferas, o
solvente organico sofre difusdo pela fase aguosa e evaporacdo na interface agua/ar.
Apés, as microparticulas podem ser filtradas ou separadas por centrifugacéo (O’Donnell
e McGinity, 1997). Emulsbes mudltiplas a/o/a sdo empregadas para obtencdo de
microparticulas contendo farmacos hidrofilicos. Neste caso, uma solu¢cdo aquosa do
farmaco é emulsificada em uma solugdo orgénica contendo o polimero formador da
matriz. A seguir, essa emulsdo primaria (a;/0) € emulsificada em uma fase externa

aquosa, contendo agente emulsificante (Herrmann e Bodmeier, 1995).

As caracteristicas das microparticulas carreadoras de farmacos obtidas por
emulsificacdo/evaporacdo de solvente sao influenciadas por diversas condi¢coes
envolvidas no processo. Dentre essas, observam-se as propriedades fisico-quimicas do
solvente organico, do polimero e do farmaco, a concentracdo do polimero e do farmaco
na fase organica, a velocidade de agitacédo, a temperatura, a velocidade de evaporacao

do solvente organico e a concentracdo do agente emulsificante.

No que se refere a escolha do solvente que constitui a fase organica, é
necessario considerar a sua miscibilidade com a agua, a capacidade de solubilizar tanto
0 polimero, quanto o farmaco, além de avaliar sua toxicidade (O’'Donnell e McGinity,
1997; Birnbaum et al., 2000). Solventes com baixa solubilidade em agua conduzem a
emulsdes mais estaveis, fornecendo microparticulas de qualidade superior. Entretanto,
solventes imisciveis com a agua apresentam difusdo através da fase aquosa reduzida

durante a etapa de eliminacdo do solvente. Este comportamento diminui a taxa de
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precipitacdo polimérica nho momento da formagdo das microparticulas e permite a
ocorréncia de difusdo do farmaco para a fase aquosa, reduzindo sua encapsulacao
(Bodmeyer e McGinity, 1988).

As caracteristicas fisico-quimicas do farmaco a ser incorporado nas
microparticulas devem ser consideradas uma vez que podem influenciar na sua
distribuicdo no interior da microparticula (Freiberg e Zhu, 2004). Dessa forma, o
farmaco pode encontrar-se completamente dissolvido no polimero ou disperso como
discretas particulas sélidas distribuidas na matriz (Kim, 2000). Além disso, durante a
etapa de emulsificacéo, a solubilidade do farmaco nas fases deve ser considerada pois
pode ocorrer difusdo e perda, reduzindo a eficiéncia de encapsulacdo (Watts et al.,
1990).

Durante a escolha do polimero empregado na obten¢édo de microparticulas deve-
se dar importancia a massa molar, a biodegradabilidade e as propriedades térmicas
(Genta et al.,, 1998; Ueda e Tabata, 2003; Ginés et al, 1996). Esses aspectos irdo
definir algumas caracteristicas importantes das microparticulas, como a porosidade e o
tamanho de particula, além de influenciar o comportamento de liberagdo de farmacos
associados (Embleton e Tighe, 1993; Genta et al., 1998).

A concentracdo do polimero na fase organica desempenha um papel importante
nas caracteristicas de liberacdo de farmacos associados a microparticulas. Uma
concentracdo elevada de polimero na fase organica confere maior viscosidade a
solucéo, retardando a precipitacdo do polimero, resultando em microparticulas menos
porosas e, dessa forma, reduzindo a liberacdo de farmacos encapsulados. O aumento
da concentracao de farmaco, por sua vez, resulta em maior liberagéo inicial atribuida a

perda de farmaco durante a solidificagdo da matriz polimérica (Luan e Bodmeier, 2006)

A velocidade de agitacdo influencia no tamanho das microparticulas obtidas
sendo que, quanto maior a velocidade de agitacdo, menor o diametro e a dispersao de
tamanhos das microparticulas obtidas (Sansdrap e Mdes,1993). Outro parametro
considerado é a velocidade de evaporacdo do solvente organico que pode ser

controlada pela temperatura e pela pressao as quais sdo submetidas a emulsdo ou a
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disperséo. Altas temperaturas e baixas pressoes facilitam a evaporagdo, mantendo um
alto gradiente de difusdo entre as microparticulas e a fase continua e resultam na
obtencdo de microparticulas com tamanhos reduzidos (Freitas et al., 2005; Maia et al.,
2004).

A variacdo da concentracdo do agente empregado na estabilizagdo da emulsdo
influencia no tamanho das microparticulas obtidas devido a reducéo na coalescéncia.
Dessa forma, o aumento da concentra¢do do estabilizante pode conduzir a reducédo do
tamanho de particula, desde que ndo exceda a quantidade 6tima de estabilizacdo, que

pode conduzir ao aumento da viscosidade da emulsédo (Maia et al., 2004).

3.1.3 Caracterizacdo de microparticulas

Normalmente, a caracterizacdo fisica e quimica das microparticulas leva em
consideracdo os mais diversos aspectos. Os valores de rendimento de microparticulas
podem ser bastante variaveis, porém o ideal é obter valores altos e reprodutiveis. Liu e
colaboradores (2002), empregando a técnica de emulsificacdo/evaporacao de solvente,
encontraram valores de rendimento para microparticulas de derivados de celulose
contendo nitrofurantoina oscilando entre 50 e 90 %, sendo que 0 aumento do

rendimento foi proporcional ao aumento da concentracdo de farmaco na formulacao.

A eficiéncia de encapsulacdo de farmacos em microparticulas poliméricas é
afetada por diversos fatores, dentre os quais, interacbes entre farmaco e polimero,
estabilidade da emulsdo e tamanho das microparticulas. Na literatura verificam-se
valores de eficiéncia de encapsulagédo bastante variaveis, sendo especificos para cada
tipo de sistema. Em alguns estudos, empregando a metodologia de
emulsificagdo/evaporacao de solvente, foram encontradas taxas de encapsulagao em
torno de 50 a 61 % (Trapani et al., 2003) para o zolpiden em microparticulas de PLA e
PLGA. Por outro lado, em microparticulas de PLGA, obtidas por Sansdrap e Moes

(1993) foi possivel verificar valores de até 100 % na encapsulacéo do nifedipino.
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No que se refere a caracterizacdo da superficie das microparticulas, pode-se
fazer a andlise morfolégica por microscopia Optica, que permite a visualizacdo do
formato, a observacdo da espessura da parede polimérica das particulas e a ocorréncia
de cristais referentes ao farmaco (Ré e Biscans, 1999; Berkland et al., 2001; Beck et al.,
2003). A avaliacdo da forma das microparticulas é importante, pois pode afetar as
caracteristicas de fluxo e empacotamento das particulas, além de apresentar alguma
influéncia sobre a area superficial (Martin, 1993). E possivel observar as microparticulas
sob luz normal ou polarizada, sendo que esta Ultima permite a visualizacdo de
estruturas cristalinas anisotrépicas, como acontece com o0s cristais de farmaco que
aparecem refratados. Essa refracdo das estruturas esta relacionada a birrefringéncia da
amostra que provoca mudancga na velocidade do feixe luminoso (Rossi, 1966; Fowles,
1975). Esta propriedade também se verifica em estruturas contendo arranjos
moleculares organizados, e se relaciona aos niveis de orientacdo molecular, sendo de

interesse na caracterizacdo de materiais poliméricos (Wimberger-Friedl, 1995).

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) é uma ferramenta extensamente
utilizada na observacdo da topografia e da distribuicdo de cristais do farmaco nas
microestruturas (Burger et al.,1985). Essa técnica também é usada na avaliacdo da
distribuicdo de tamanhos e da porosidade das microparticulas (Siepman et al., 2004).
Também € possivel complementar a caracterizagdo através de Sistema de Energia
Dispersiva (EDS) acoplado ao microscopio, que permite a determinacdo da composicao
qualitativa e semi-quantitativa das amostras (Duarte et al., 2003).

Quanto a determinacdo da area especifica, pode-se empregar a analise das
isotermas de adsorcdo e dessorcao de nitrogénio (Martin, 1993). O conhecimento dos
valores de area superficial das microparticulas permite explicar o comportamento de
liberacdo de farmacos associados. Uma das maneiras mais simples de se determinar a
area superficial total de sistemas porosos é através do método de adsorcdo gasosa.
Basicamente, as técnicas de adsorcao envolvem a determinac¢édo da quantidade de gas
necessaria para formar uma camada molecular na superficie analisada. O niumero de
moléculas necessérias para formar esta Unica camada pode ser calculado através do

volume de gas necessério para recobrir inteiramente a superficie do sélido (Lowell &
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Shields, 1991). As isotermas sao apresentadas sob a forma gréfica, representando o
volume adsorvido em fungcdo da presséo relativa (P/Po), onde Po é a pressdo de
saturagdo da substancia adsorvida na temperatura do ensaio. O coeficiente de
correlacdo (r) estabelece a regressao a partir dos valores experimentais empregando a
equacdo BET (Brunauer et al., 1938). E sabido que quanto maior a area especifica das
particulas, maior sera a liberacao de farmacos, pois o acesso do meio de dissolucdo é
facilitado (Martin, 1993). A area pode variar em funcdo do tamanho de particula e da
presenca de poros na estrutura. Sistemas microparticulados séo caracterizados por
apresentarem grande area superficial. Para se ter uma idéia destes valores,
microesferas ndo porosas de 0,100 um apresentaram valores de area em torno de 60
m?/g (Siepman et al., 2004, Kawagushi, 2000). Por outro lado, Maia e colaboradores
(2004) obtiveram microparticulas porosas de PHB e P(HBHV), com diametros variando
entre 40 e 50 um, cujos valores de area superficial permaneceram em torno de 19-20
m?/g, os quais foram considerados altos tratando-se de microparticulas. Valores de area
elevados sdo interessantes no desenvolvimento de sistemas de liberagdo de farmacos,
especialmente aqueles empregando o PHB, uma vez que este é um polimero que
apresenta degradacao lenta.

7

A determinacdo do didmetro de particula é crucial na caracterizagdo das
microparticulas pois essa propriedade afeta a area especifica e, em consequéncia, 0s
perfis de liberacdo de farmacos associados (Martin, 1993). O didmetro médio é
expresso por D[4,3] e os valores 4 e 3 entre colchetes derivam, respectivamente, dos
expoentes p+f e f da equacdo de Edmundson (1), onde o indice p = 1 expressa o
tamanho individual da particula em funcdo do seu comprimento e o indice f = 3 indica a
frequéncia de distribuicdo de tamanho expressa pelo volume e pela massa das

particulas.

D[p+f,t]=(3nd *' /3 nd) 1
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Encontram-se valores de didmetro de particula que variam entre 0,1 até 600 pum.
Entretanto, a grande maioria dos trabalhos relata a preparacdo de particulas com
tamanhos entre 1 e 100 um. (O’Donnell e McGinity, 1997; Hickey et al., 2002; Rosca et
al., 2004; Siepman et al., 2004; Song et al., 2005)

A andlise térmica por calorimetria exploratéria diferencial (DSC) também € uma
técnica empregada na caracterizacdo de microparticulas poliméricas carreadoras de
farmacos. No que concerne a utilizacdo de microparticulas de blendas de polimeros
essa andlise permite obter informacfGes preciosas sobre a miscibilidade dos
componentes da blenda. Um parametro utilizado para identificar a miscibilidade de
blendas, por exemplo, é a variacdo da temperatura de transicao vitrea (Tg). Quando o
termograma de dois polimeros apresenta aproximacao dos valores de Tg ou supressao
dos picos caracteristicos de Tg substituidos por um pico apenas, significa que a blenda
€ miscivel (Hatakeyama e Quinn, 1999). Caso haja miscibilidade, a blenda apresentara
apenas uma Tg situada em temperaturas intermediarias as Tg dos polimeros individuais

(Kumagai e Doi, 1992; Vogelsanger et al., 2003).

A Tg representa a temperatura na qual as cadeias poliméricas apresentam uma
combinacdo de energia (vibracional, translacional, rotacional, etc) igual as forcas de
atracdo (forcas dispersivas, interacdes polares, interacdes especificas, etc) (Olabisi et
al., 1979). O estado de um polimero em temperaturas acima da Tg apresenta
flexibilidade e elasticidade, com relativa liberdade de rotacdo entre as ligacées carbono-
carbono das cadeias. Por outro lado, abaixo da Tg, apresenta-se duro e quebradico,
restando apenas a movimentacao através de vibracdes dos atomos nas suas posicoes
de equilibrio. A Tg € encontrada em todos os polimeros amorfos e nas regiées amorfas
de polimeros parcialmente cristalinos. Termodinamicamente, é uma transicdo de
segunda ordem, porém € mais apropriado trata-la como um fendmeno cinético, pois é
influenciado pelas taxas de aquecimento e resfriamento (Ford e Timmins, 1989; Martin,

1993).

Existem relatos sobre o comportamento térmico envolvendo aditivos

incorporados em matrizes poliméricas. Esse aditivo pode funcionar tanto como
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plastificante quanto como antiplastificante, dependendo de suas caracteristicas fisico-
qguimicas e da quantidade empregada. Normalmente a caracteristica resultante da
inclusdo de moléculas em polimeros é a reducdo da Tg, ou seja, 0 aumento da
plasticidade, porém, diversos estudos denotam a ocorréncia do efeito antiplastificante
(Garcia et al., 2004; Slark, 1997). Num estudo avaliando o efeito antiplastificante de um
soluto em filmes poliméricos, os autores relataram a ocorréncia de aumento da Tg do
polimero, o que indicou um aumento da afinidade entre o soluto e o polimero.
Considerando o sistema como uma blenda soluto-polimero, os autores propuseram
uma representacdo da estrutura tridimensional na qual as moléculas do soluto estariam
agindo cooperativamente na reducéo da extensao rotacional dos segmentos da cadeia
polimérica. Esta acdo estaria causando um aumento da Tg da blenda em relacdo ao
polimero puro (Slark, 1997). Volume livre refere-se ao espaco ocupado pela cadeia
polimérica nas regides amorfas onde ha possibilidade de movimentacdo dos segmentos
da cadeia. A adicdo de antiplastificantes leva a reducdo desses espagos livres,
ocasionando diminuicdo do movimento Browniano e aumentando ada Tg do polimero
(Stepek e Daoust, 1983).

A cristalinidade dos polimeros empregados em sistemas carreadores de
farmacos também pode ser determinada através da analise térmica. O efeito sobre a
cristalinidade de polimeros em fungdo da presenca de farmacos incorporados €
conflitante (Akhtar et al., 1992; Ginés et al., 1996). Alguns autores relatam a reducao da
cristalinidade de microparticulas poliméricas devido a presenca de farmacos. Essa
reducdo da cristalinidade esta relacionada com a presenca de uma espécie diferente
(fArmaco) que causa uma diminui¢cao no crescimento dos cristalitos do polimero durante
a organizacao das lamelas. Cabe salientar que este efeito depende das condicbes de
cristalizacdo, pois a velocidade de formacdo dos cristais vai conduzir a uma maior ou
menor expulsdo das espécies para as fronteiras dos cristalitos (Liggins e Burt, 2004).
Em contrapartida, em outros trabalhos verifica-se 0 aumento da cristalinidade em
decorréncia da incorporacao de farmaco (Frank et al., 2005). Nesse caso, pressupde-se
a atuacdo de cristais de farmaco como agentes de nucleagdo dos cristalitos do

polimero. A ocorréncia de um ou outro fenbmeno depende de diversos fatores, dentre
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0S quais, as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco e do polimero envolvidos
(Akhtar et al., 1992; Ginés et al., 1996).

No que concerne a obtencdo de perfis de liberacdo de farmacos a partir de
microparticulas, diferentes tipos de experimento podem ser conduzidos. Estes perfis
fornecem a fracdo de farmaco liberada em funcdo do tempo, sob condi¢des pre-
estabelecidas. Alguns estudos focados em perfis de liberagdo de farmacos empregam o
método de dissolucdo de pas e cestas, um sistema fechado, preconizado pela
Farmacopéia Americana (USP XXV) (Zahirul e Khan, 1996). Uma alternativa a esta
metodologia € o0 uso de célula de fluxo modificada (Moéller e Wirbitzki, 1993),
preconizado pela Farmacopéia Americana (USP XXV), que consiste em um sistema
aberto e possibilita a variagcdo do meio de dissolugcdo. Os meios de dissolugdo usados
em estudos de liberagdo in vitro podem variar em funcdo da via de administracédo
requerida (Komuro et al., 1991). A Farmacopéia Americana propde o uso de soluctes
aquosas (faixa de pH entre 4 e 8), sendo que meios hidroalcodlicos séao
desaconselhados. A adi¢do de tensoativos ou eletrolitos deve ser feita com parcimdnia,
considerando o poder discriminatério do teste.

Dentre as metodologias analiticas usadas na quantificacdo do farmaco esta a
espectrofotometria na regido do ultravioleta, a qual requer validagéo, a fim de verificar a
linearidade, a precisado e a exatidao dos resultados (Lamprecht et al., 2000; Morales et
al., 2004).

3.1.4 Microparticulas de poli(hidroxialcanoato)

Alguns autores empregam o termo poli(hidroxialcanoato) (PHA) para designar
poliésteres produzidos por condensacdo de hidroxiacidos, englobando os
homopolimeros PLA, PGA e PHB e seus copolimeros na mesma classe (Ueda e
Tabata, 2003). Entretanto, € mais comum encontrar na literatura estudos que usam o

termo PHA para designar exclusivamente o PHB e seus copolimeros P(HBHV), que séao
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poliésteres sintetizados por bactérias (Chandra e Rustgi, 1998; Edlund e Albertsson,
2002).

O PHB (Figura 1) € um polimero cuja ocorréncia na forma de inclusbes sélidas
em Azotobacter chroococcum foi relatada, pela primeira vez, por Meyer! e data do inicio
do século passado (1903), fato este que atesta o grande niamero de estudos que vém
sendo conduzidos desde entdo utilizando estes polimeros (Meyer apud Sudesh et al.,
2000).

Figura 1. Estrutura quimica do poli(hidroxialcanoato). R1 = metil, [poli(hidroxibutirato)]
(PHB), R2 = etil, [poli(hidroxivalerato)] (PHV).

A estrutura do poli(hidroxibutirato), o poli(hidroxialcanoato) mais comumente
encontrado como substancia de reserva em bactérias foi identificada em 1926 por
Lemoigne. Em 1959, foi descoberto seu papel como substéancia de reserva de carbono
e energia na espécie Bacillus (Doudoroff, 1959) e, entre 1960 e 1980, foi evidenciada
sua biodegradabilidade. Nessa época, iniciou-se a utilizacdo desses materiais na
producao industrial de copolimeros (Baptist, US Patent apud Sudesh et al., 2000?).

O fato de esses polimeros serem produzidos por via biossintética ao invés de
sintese quimica tem como vantagem a nao utilizacdo de catalisadores e iniciadores,
devido a toxicidade associada a esses. Além disso, h4 uma vantagem estereoquimica,

que resulta em produtos enantiomericamente puros pela acdo estereosseletiva das

! Meyer A. Praktikum der botanischen bakterienkunde. Jena, 1903. apud Sudesh, K.; Abe, H.; Doi, Y.
Synthesis, structure and properties of polyhydroxyalkanoates: biological polyesters. Progress in Polymer
Sciences, v. 25, p. 1503-1555, 2000.

2 Baptist, J. N. Process for preparing poly-b-hydroxybutyric acid. US Patent No. 3, 036, 959, 1962a.
Baptist, J. N. Process for preparing poly-b-hydroxybutyric acid. US Patent No. 3, 044, 959, 1962b. Baptist,
J.N. Molded product containing poly-b-hydroxybutyric acid and method of making. US Patent No0.3,107,
172. 1963. Baptist, J.N. Plasticized poly-b-hydroxybutyric acid and process. US Patent No. 3,182, 036,
1965. apud Sudesh, K.; Abe, H.; Doi, Y. Sintesis, structure and properties of polyhidroxyalkanoates:
biological polyesters. Progress in Polymer Sciences, v. 25, p. 1503-1555, 2000.

24



enzimas bacterianas. Outra razdo pelo interesse nestes materiais resulta da sua

ocorréncia natural do acido hidroxibutirico no corpo humano (Pouton e Akhtar, 1996).

A degradacdo hidrolitca do PHB conduz ao mondmero acido D-(-)-3-
hidroxibutirico que é um constituinte normal do sangue (Pouton e Akhtar, 1996). Devido
a sua biodegradabilidade, inumeros trabalhos foram desenvolvidos, com o PHB
(Baptist, 1962a, 1962b, 1963, 1965), entretanto um fator limitante ao seu uso é a alta

cristalinidade, que o torna rigido e quebradico (King, 1982).

As primeiras alternativas para aprimorar as caracteristicas apresentadas pelo
PHB consideraram a sua copolimerizagdo com o hidroxivalerato P(HBHV), conduzindo
a materiais com menor cristalinidade, pontos de fusdao mais baixos, mais dlcteis e
faceis de moldar, conferindo caracteristicas termoplasticas superiores (Holmes, 1985;
Doi et al., 1988; Luzier, 1992). As possibilidades de emprego destes materiais, geradas
por essas modificacbes, levaram ao crescente interesse acerca desta classe de

materiais.

O uso dos PHA como carreadores de farmacos remonta do inicio da década de
80, derivado de estudos conduzidos por Korsatko e colaboradores (1983) empregando
comprimidos matriciais de liberacdo sustentada. Juni e colaboradores (1986)
prepararam microparticulas de PHB contendo aclarubicina pelo método de
emulsificacdo/evaporacdo de solvente (Juni et al. 1986 apud Arshady, 1991) 3 A
eficiéncia de encapsulacdo atingida foi de 11 % e a liberacdo do farmaco foi
extremamente lenta devido a elevada massa molar do polimero empregado (440.000
Da).

Brophy e Deasy (1986) obtiveram microparticulas de PHB e P(HBHV) contendo
sulfametizol por emulsificacdo/evaporacdo de solvente. Verificaram, mediante analise

por MEV, a presenca de cristais na superficie das estruturas, os quais explicaram a

% Juni, K.:Nakano, M.:Kubota, M. Controlled release of aclarubucin, an anticancer antibiotic from

poly(hydroxybutyric) acid microspheres. Journal of Controlled Release, v. 4, p 25-32, 1986. apud
Arshady, R. Preparation of biodegradable microspheres and microcapsules 2. Polylactides and related
polyesters. Journal of Controlled Release, v. 17, n. 1, p. 1-21, 1991.

25



ocorréncia de efeito burst, durante a liberagéo in vitro. A fim de reduzir a liberacdo
inicial, fizeram o recobrimento das microparticulas com PLA. Obtiveram eficiéncia de
encapsulagdo em torno de 50 % que foi considerada baixa devido a alta cristalinidade
apresentada pelo polimero. O perfil de liberacdo in vitro das microparticulas néo
revestidas demonstrou liberacdo completa apdés 10 horas de experimento. Durante o
mesmo periodo, as amostras revestidas apresentaram liberacdo de aproximadamente
30 %. ApGs a administracdo das microparticulas néo revestidas a caes, os perfis de
concentracdo plasmatica demonstraram que a absorcdo in vivo e a dissolugdo in vitro

do farmaco foram similares.

Gangrade e Price (1991) prepararam por emulsificalcdo/evaporacdo de solvente
microesferas de PHB e de copolimeros de PHB contendo 9 e 24 mol% de
hidroxivalerato (HV). Empregaram dois tipos de solvente na fase orgéanica
(diclorometano e cloroformio) e constataram por MEV que o uso de cloroférmio
conduziu a microparticulas com superficie menos porosa e, consequentemente, a
menores taxas de liberagcdo. No que se refere ao efeito da presenca de HV sobre os
perfis de liberacdo da progesterona foi observado que as microparticulas preparadas
com PHB e P(HBHV) contendo 24 mol% de HV apresentaram taxas de liberacdo
superiores do que as microparticulas preparadas com 9 mol% de HV. Esse resultado foi
relacionado & menor porosidade dessa ultima formulagéo. Foi sugerido que a presenca
de HV na proporcéao de 9 mol% conferiu um efeito plastificante 6timo devido a formacéao
de uma matriz mais homogénea. Neste trabalho também foi determinada, pela primeira
vez, por cromatografia gasosa, a presenca de solvente organico remanescente nas
microparticulas. N&o foi detectada a permanéncia de diclorometano residual nas

microestruturas submetidas a temperatura de 40 °C, durante 30 minutos.

Gursel e Hasirci (1995) prepararam por emulsificacdo/evaporacdo de solvente e
caracterizaram microparticulas de PHB e P(HBHV) contendo 2,7-diclorofluoresceina em
diferentes concentragbes e incorporando aos sistemas o polifosfato de célcio, um
complexo formador de canais. Verificaram, por DSC, que a conversao do polimero nas
microcapsulas levou a reducdo da temperatura de fusdo em 1-2 °C. Essa reducao foi

mais evidente apOs a incorporacdo, tanto do 2,7-diclorofluoresceina, quanto do
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polifosfato de calcio nas microcapsulas, indicando reducdo na cristalinidade do
polimero. Os perfis de liberagdo demonstraram que quanto menor a concentracdo de
2,7-diclorofluoresceina nas microcapsulas preparadas com PHB maior foi a liberacdo
do farmaco modelo. Os autores observaram que o uso do copolimero P(HBHV) na
preparacdo das microparticulas levou a encapsulacdo mais eficiente do 2,7-
diclorofluoresceina e reduziu sua taxa de liberacdo, em relacdo aos sistemas
preparados com o homopolimero PHB. Este resultado foi relacionado & maior
homogeneidade da microestrutura propiciada pelo copolimero, devido a sua menor

cristalinidade.

Conway e colaboradores (1997) conduziram um estudo comparativo entre a
resposta imune elicitada pelo antigeno albumina sérica bovina encapsulado em
microparticulas de PLA e de PHB, apds administracéo intramuscular em camundongos.
De um modo geral, a incorporagdo da albumina sérica bovina nas microparticulas
conduziu ao aumento da resposta imune, quando comparada com aquela elicitada pelo
antigeno puro. Este fato se deve a propriedade adjuvante das microparticulas na
estimulacdo da resposta imune, devido a reducdo da liberacdo dos antigenos
encapsulados. A administracdo das microparticulas preparadas com PHB conduziu a
um pico de concentracdo sérica de IgG apos 40 dias de imunizagcdo enquanto que para
as microparticulas de PLA o pico ocorreu apés 58 dias. Mediante andlise por
cromatografia de interacdo hidrofdbica, verificaram que as microparticulas constituidas
de PHB sdo mais hidrofébicas do que aquelas feitas com PLA. A hidrofobicidade
superior das microparticulas de PHB levaria a uma maior captura pelos macrofagos
conduzindo a uma resposta imune mais efetiva. Também foram medidas as variagées
de pH no meio de liberagcao, durante 40 dias, para avaliar a liberacdo de mondémeros
acidos decorrentes da degradacéo dos polimeros. A menor variagdo de pH ocorreu no
meio de liberacdo contendo as microparticulas de PHB, devido a sua lenta degradacéo,

indicando um micro-ambiente mais adequado ao uso de proteinas.

Sendil e colaboradores (1999) prepararam, por emulsificacdo dupla a/ol/a,
microparticulas de P(HBHV) com 7, 14 e 22 % de HV, contendo tetraciclina nas formas

acida e neutra e avaliaram a influéncia de diferentes agentes emulsificantes [gelatina e
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poli(alcool vinilico) (PVA)] na eficiéncia de encapsulacao do farmaco. Observaram que
houve uma concentracdo 6tima de emulsificante, em torno de 1-2%, que favoreceu a
encapsulacdo do farmaco. Verificaram que os resultados de liberacdo sdo expressos
mais adequadamente pelas equacdes de liberacdo de Higuchi, as quais dependem das
caracteristicas de difusdo de matrizes esféricas. A utilizacdo da forma neutra da
tetraciclina forneceu taxas de liberacdo mais lentas do que a forma &cida. Quando as
microparticulas foram preparadas com tetraciclina acida, observou-se uma velocidade
de liberagcdo menor para as formulacdes contendo HV a 14 %. Por outro lado, as
microparticulas preparadas com tetraciclina neutra, empregando a formulagédo HV a 14
% apresentaram maior velocidade de liberagéo. Estes resultados demonstraram a alta
influéncia da solubilidade do farmaco nos perfis de liberacdo e também a influéncia

complexa da presenca do hidroxivalerato nas caracteristicas de encapsulagéo.

Uma técnica diferenciada para preparacdo de microparticulas de PHB contendo
dinitrato de isossorbida foi proposta por Kim e colaboradores (2000). Neste processo,
granulos de PHB obtidos a partir de cultura de Ralstonia eutrofa, foram extraidos da
biomassa e, apds sua ressuspensdao em agua destilada, foram nebulizados. Estas
particulas apresentaram estreita faixa de tamanho, com valores entre 0,6 e 1,1 um. A
seguir, uma suspensao contendo os granulos nebulizados e o farmaco, em acetona, foi
submetida a evaporacgao a pressao reduzida. Esta técnica forneceu microparticulas com
baixa capacidade de incorporag¢do (aproximadamente 3 %), porém a eficiéncia de
encapsulagédo foi elevada (em torno de 87 %). As microparticulas obtidas por esta
técnica apresentaram liberacdo de 80 % do dinitrato de isossorbida até 12 horas de
experimento, enquanto que o dinitrato de isossorbida puro apresentou dissolucéo total
em 30 minutos. Estes resultados mostraram a potencialidade do uso dessas

microparticulas como sistemas de liberacdo sustentada de farmacos.

Microparticulas de PHB preparadas por emulsificacdo/evaporacao de solvente a
partir de emulsfes o/a e a/o/a, contendo horménio foliculo-estimulante foram avaliadas
considerando suas caracteristicas fisicas e quimicas (Martin et al., 2000). A analise por
difratometria de raios-X das microparticulas obtidas, comparadas com o polimero

integro, demonstrou que a formagdo das microparticulas reduziu a cristalinidade do
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polimero. Esta alteragdo no reticulo cristalino foi corroborada pelos resultados obtidos
por DSC, sendo que a metodologia de emulsificacdo dupla conduz a alteragbes mais
evidentes do que a emulsificacdo simples. A superficie rugosa, evidenciada por MEV,
foi explicada pela elevada cristalinidade do PHB, visto que polimeros amorfos, como o
PLA, fornecem microparticulas de superficie lisa. A analise por microscopia eletrénica
de transmissdo (MET) mostrou uma estrutura interna multivesicular para as
microparticulas obtidas por emulsificacdo mudltipla, denotando a formacdo de
microcapsulas, enquanto que aquelas obtidas por emulsificagdo simples formaram

estrutura matricial.

Microparticulas  de PHB e P(HBHV)  foram preparadas  por
emulsificacdo/evaporacdo de solvente (Maia et al., 2004). As caracteristicas das
microparticulas foram correlacionadas a alteracbes nas condi¢cdes do processo de
obtencdo. Foi verificado que as microparticulas podem ter o tamanho controlado
mediante alteracées na concentragdo do agente emulsificante (PVA), na temperatura e
na composic¢éo do solvente. As concentracdes de PVA avaliadas foram 0,5, 1,0, 2,0, 3,0
e 4,0 % (m/v). Foi observada uma reducdo de 389 um para 38 um no diametro das
microparticulas quando variou-se a concentracdo de PVA de 0,5 % (m/v) para 2,0 %
(m/v). Isto é explicado pela melhor estabilizacdo do sistema, que reduz a coalescéncia
das goticulas da emulsdo. A variacao da temperatura de 40 °C para 50 °C levou a uma
reducdo no tamanho das goticulas da emulsdo observadas mediante microscopia
Optica durante a evaporacdo do solvente. Entretanto, o valor final do diametro das
microparticulas obtidas foi semelhante. O emprego de uma mistura de cloroférmio com
acetona como fase organica, no lugar de cloroférmio, conduziu a reducédo no diametro
médio das microparticulas de 22 um para 15 um. Esse comportamento foi atribuido a
pela rapida difusdo da acetona para fora das goticulas de emulséo, devido a sua

miscibilidade com a fase continua aquosa.
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3.1.4.1 Microparticulas de blendas de P(HBHV) e PCL

Blendas sdo misturas de diferentes homopolimeros ou copolimeros (Olabisi,
1979). Blendas poliméricas podem existir em uma Unica fase de intimo contato entre os
dois componentes. Tal mistura € considerada homogénea em escala microscopica e
miscivel no sentido termodinamico. As propriedades térmicas e mecanicas do material
obtido constituem uma mescla das propriedades de cada componente da blenda. Por
outro lado, quando uma mistura de dois polimeros apresenta duas fases distintas a
blenda € dita heterogénea, em escala microscépica, e imiscivel, em termos
termodindmicos. A maioria das blendas poliméricas é heterogénea, e apesar de nao
apresentarem miscibilidade, os dois polimeros podem demonstrar compatibilidade e
fornecer materiais com caracteristicas favoraveis (Verhoogt et al., 1994). Um parametro
utilizado para identificar a miscibilidade de blendas é a variagdo da temperatura de
transicao vitrea (Tg), determinada por DSC. Quando o termograma de dois polimeros
apresenta aproximacdo dos valores de Tg individuais ou supressdo dos picos
caracteristicos de Tg substituidos por um pico apenas, significa que a blenda é miscivel
(Hatakeyama e Quinn, 1999). Em alguns estudos, a variacdo da temperatura de fusdo

também é empregada para estimar a miscibilidade da blenda (Chun e Kim, 2000).

A utilizacdo de polimeros em sistemas de liberacdo de farmacos exige uma série
de requisitos, 0s quais nem sempre sdo atendidos por um unico polimero. Inimeros
estudos tém sido conduzidos utilizando blendas de polimeros biodegradaveis (Lavelle
et al.,, 1999; Cho et al., 2001; Lin e Lee, 2003). O seu emprego em sistemas de
liberacdo controlada de farmacos permite que sejam incorporados novos insumos
farmacéuticos a terapéutica, em funcdo da crescente demanda de matérias-primas que
se ajustem aos novos sistemas carreadores de farmacos que vém sendo desenvolvidos
(Muzzio et al., 2002). A obtencdo de blendas poliméricas permite combinacdes de
propriedades, conduzindo a materiais com caracteristicas superiores daquelas
apresentadas pelos componentes puros. Estas alteragdes significam o controle da
liberacdo de farmacos, adequando as formulacdes ao uso terapéutico pretendido (Cha
& Pitt, 1990).
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A PCL (Figura 2) é um poliéster alifatico sintético, semi-cristalino e biodegradavel
(Chun & Kim, 2000) e tem sido utilizada no desenvolvimento de sistemas de liberacdo
de farmacos. A PCL tem sido empregada em blendas poliméricas com diversos
polimeros e atua, em geral, como plastificante (diminui 0 médulo de rigidez), levando ao
aumento da processabilidade da blenda (Gassner e Owen, 1994). O emprego de
blendas poliméricas de PCL com o PHB leva a um aumento da degradacdo do material
resultante, quando comparada com aquela apresentada pelos polimeros

individualmente (Kumagai & Doi, 1992).

Figura 2. Estrutura quimica da poli(s-caprolactona) (PCL), x=5.

Chun e Kim (2000) prepararam por evaporacdo de solvente e avaliaram as
propriedades térmicas de blendas de P(HBHV):PCL nas propor¢cbes 100:0, 90:10,
80:20, 70:30, 60:40 e 50:50. Mediante os resultados obtidos na analise térmica, foi
determinado que as temperaturas de fusdo no equilibrio do P(HBHV) ndo variaram com
a presenca de PCL em diversas proporcdes, significando imiscibilidade das blendas.
Também foi visto que, durante a cristalizagdo, a nucleagdo ou formacéo dos cristalitos

do P(HBHV) foi suprimida pela presenca de PCL.

Em um estudo semelhante, misturas de PHB:PCL foram preparadas e avaliadas
com o intuito de obter blendas com maior flexibilidade. Foram preparadas solucdes de
PHB e PCL, utilizando como solvente o cloroférmio, as quais foram misturadas em
diferentes proporcdes a fim de obter filmes, ap0s evaporacdo do solvente. Mediante
analise térmica foi visto um abaixamento na temperatura de fusdo do PHB, em funcéo

do aumento na proporcdo de PCL, denotando influencia da presenca da PCL na
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cristalizacdo do PHB. Também foi visto que o grau de cristalinidade da PCL tende a

aumentar com o aumento do contetdo de PHB (Vogelsanger et al., 2003).

Atkins e Peacock (1997) avaliaram a degradacéo in vitro de microparticulas de
P(HBHV) com 20 % de PCL contendo albumina sérica bovina, preparadas por
emulsificacdo/evaporacdo de solvente. Os autores monitoraram a degradacdo em
tampédo Hank’s pH 7,4 através de microscopia eletrbnica e pelo percentual de perda de
massa. Os estudos foram conduzidos empregando amostras coletadas apos 9, 16, 23 e
30 dias de incubacdo, a 37 °C. Verificaram mediante microscopia eletrénica que,
somente apods transcorridos 30 dias, houve aumento do numero de poros, porém,
entretanto sem perda significativa de massa. Em um outro estudo, Maia e
colaboradores (2004) avaliaram a degradacéo in vitro de microparticulas de P(HBHV)
em tampao Hanks, pH 7,4 a 37 °C. Apés transcorridos 30 dias, foi verificado a perda de
massa de 6,0 % nas microparticulas de P(HBHV) e mediante observagdo por
microscopia eletrdnica os autores evidenciaram a manutencao da forma esférica e da
estrutura de poros, sem erosdo da superficie, denotando a lenta degradacédo deste

material.

Embleton e Tighe (1993) prepararam microcipsulas empregando blendas de
PHB ou P(HBHV) com PCL por emulsificagdo dupla. Verificaram rendimento superior na
obtencdo de microparticulas a partir de blendas do que aquele fornecido pelas
microparticulas contendo apenas PHB ou P(HBHV). Foi observado que a presenca de
PCL em diferentes proporc¢des conduziu a formagéo de microparticulas com porosidade
controlada. Blendas de P(HBHV):PCL, em razdes decrescentes de 90:10, 80:20, 70:30,
60:40 até 50:50, mostraram a ocorréncia de aumento gradual na porosidade das
microparticulas. A fim de explicar a ocorréncia de poros nas microparticulas,
consideraram a influéncia da solubilidade dos polimeros no solvente organico,
velocidade de evaporagédo do solvente e a viscosidade da fase organica, no momento
da emulsificagédo. A formac&o de poros segue um mecanismo segundo o qual a difusédo
do solvente para fora das goticulas da emulsado leva a precipitacdo do polimero menos
soluvel (PCL) em microrregides. O aumento da viscosidade no interior da goticula reduz

a mobilidade do polimero de forma que as microrregibes de PCL conservam-se
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homogeneamente distribuidas no interior da goticula rica em P(HBHV). Num segundo
momento, a evaporacdo do solvente remanescente leva a precipitacdo do P(HBHV) que
esta em maior proporcao e que formara a estrutura da microparticula. A imiscibilidade
entre os polimeros leva a separacao das regides adjacentes entre eles, deixando uma

superficie microporosa.

Ré e colaboradores (2004) prepararam e caracterizaram microparticulas de
P(HBHV) e de blendas de P(HBHV) com 10 e 20 % de PCL. A analise térmica das
microparticulas demonstrou que nao houve alteracdo da cristalinidade do P(HBHV) em
funcdo da presenca de PCL nas formula¢des. Foi demonstrado que a presenca de PCL
em proporcdes crescentes conduz ao aumento da area superficial das microparticulas.
Esse resultado foi relacionado com a degradacao in vitro (tampédo Hanks), durante 35
dias, que foi medida através do percentual de perda de massa. Foi verificada uma
perda de massa de 2,5 % para as microparticulas de P(HBHV) e de 4,0 % para
microparticulas de blenda de P(HBHV) com 20 % de PCL. A maior degradacgéo
hidrolitica apresentada pelas microparticulas de P(HBHV):PCL na proporcao 80:20 foi
decorrente do maior acesso do tampdo Hanks as microparticulas. Foi demonstrado que
a obtencdo de sistemas com porosidade controlada constitui uma abordagem

interessante no controle da degradabilidade das microparticulas.

3.1.5 Farmacos

A dexametasona é um esterdide, derivado do nucleo ciclopentanoidrofenantreno
que apresenta atividade glicocorticoide e antiinflamatéria. Os efeitos antiinflamatorios
sdo decorrentes da estimulacdo da biossintese da proteina lipomodulina que, por sua
vez, inibe a acdo enzimética da fosfolipase A,. Deste modo € impedida a liberacdo de
acido araquidbénico e, em consequéncia, ndo se formam seus metabdlitos, como
prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, que sdo mediadores da inflamacao
(Korolkovas, 2001).
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A dexametasona (Figura 3 A) apresenta massa molar de 392,47 g/mol. Pode ser
caracterizada como um po6 cristalino branco ou quase branco e inodoro, praticamente
insolivel em agua; facilmente sollavel em etanol, acetona, dioxano e metanol,
levemente solUvel em cloroférmio; muito solGvel em éter. Sua solubilidade em agua é
de 1 mg/mL e seu coeficiente de particdo octanol-tampéo fosfato pH 7,4 a 37 °C € de
1,33. Deve ser protegida da luz (Martindale, 1996; Einmahl et al., 1999). O acetato de
dexametasona (Figura 3 B) tem massa molar de 434,51 g/mol. Apresenta-se como um
p6 branco a levemente amarelado e € mais hidrofébica do que na forma dexametasona.
E livremente sollvel em acetona, dioxano e metanol e praticamente insolGvel em agua.
Sua solubilidade em agua é de 0,1 mg/mL e seu coeficiente de particdo octanol-tampé&o
fosfato pH 7,4 a 37 °C é de 2,65 (Martindale, 1996; Einmahl et al., 1999).

o) CH,OH CH,OCOCH,
N

CH

A © B) ©

Figura 3. Estrutura quimica da dexametasona (A) e do acetato de dexametasona (B).

Einmahl e colaboradores (1999) demonstraram a influéncia significativa das
caracteristicas fisico-quimicas de diferentes formas de dexametasona (dexametasona,
fosfato de dexametasona e acetato de dexametasona) associadas a matrizes de
poli(orto-ésteres). Neste estudo, verificaram a influéncia das propriedades de acidez e
basicidade, bem como o balanco hidrofilo-lipéfilo dos farmacos sobre a degradagéo e
erosdo do polimero. Os estudos de liberacdo, apés 96 horas em tampado pH 7.4,
demonstraram uma répida liberac@o apresentada pela dexametasona (90 %), uma lenta
liberacdo apresentada pelo fosfato de dexametasona (20 %) e a auséncia de liberacao
do acetato de dexametasona. A maior liberacdo apresentada pela dexametasona em

relacdo ao fosfato foi explicada pela acido-basicidade de cada farmaco. A
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dexametasona é neutra enquanto que o fosfato de dexametasona é basico e essas
caracteristicas podem influenciar na degradacao do polimero ao qual os farmacos estao
associados. Assim, a basicidade do fosfato de dexametasona levou a um
tamponamento do microambiente durante a liberacdo, protegendo as ligacdes éster do
polimero da hidrélise e retardando a liberacdo do fosfato. A dexametasona, por ser
neutra, ndo apresentou tal efeito sobre a degradacdo polimérica e foi liberada
rapidamente. Entretanto, os autores atribuiram a auséncia de liberacdo do acetato de
dexametasona a sua natureza altamente hidrofébica, impedindo o acesso do meio de
liberacdo a matriz polimérica. Dessa forma, tanto a liberagdo do farmaco, quanto a
degradacdo da matriz polimérica foram dificultadas. Este estudo demonstrou a
influéncia das propriedades fisico-quimicas dos farmacos sobre a sua liberagédo e sobre

a degradacao de polimeros erodiveis.

A utilizacdo de P(HBHV) e de blendas de P(HBHV) com PCL na obtencéo de
microparticulas por emulsificacdo/evaporacdo permite controlar a porosidade,
morfologia superficial e area especifica. Essas caracteristicas sdo interessantes no
desenvolvimento de sistemas carreadores de farmacos. A associacdo dessas
microparticulas a modelos de farmacos com diferentes propriedades fisico-quimicas
como a dexametasona e 0 acetato de dexametasona constitui uma perspectiva

interessante no estudo de sistemas de liberagdo controlada.
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4. MATERIAIS E METODOS






4 1Materiais

4.1.1 Matérias-primas

Farmacos modelo: dexametasona (DX) e acetato de dexametasona (ADX) (Henrifarma,
Séo Paulo, Brasil)

Polimeros: Poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) P(HBHV) [9,8 % HV] MM 273.000".

Poli(e-caprolactona) MM 65.000 (Aldrich, Estrasburgo, Franca)

Estabilizante: poli(alcool vinilico) (PVA) altamente hidrolisado MM 40.000 (Delaware,

Porto Alegre)

4.1.2 Aparelhos e equipamentos

e Agitador magnético (Fisaton modelo 752A) (Instituto de Quimica — UFRGS);

*Gentilmente cedido pela PHB Industrial ao IPT-SP para o desenvolvimento dos projetos vinculados a
“Rede Cooperativa para aplicacdo de poli(hidroxialcanoatos) (PHAS) no desenvolvimento de sistemas de

liberacao controlada de ativos”.
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Balanca analitica AY220 SPM Shimadzu (Téquio, Japao) (Instituto de Quimica —
UFRGS);

Evaporador rotatorio Biichi R-114 (Instituto de Quimica — UFRGS);

Calorimetro exploratério diferencial com compensacéo de poténcia Perkin-Elmer
modelo DSC-4 acoplado a microprocessador de controle Thermal Analysys
System 4 e estacdo de dados 3700 (Norwalk, EUA) (Instituto de Quimica —
UFRGS);

Equipamento para avaliagdo de liberacdo in vitro, composto de bomba
peristaltica Desaga, células de fluxo, péndulo automético Desaga (Minster,
Alemanha) e aquecedor com misturador para banho de agua Fisatom

(Colaboracédo com a Profa. Silvia Guterres);

Equipamento de difratometria de laser Malvern Mastersizer 2000 (Malvern,

Inglaterra) (IPT — Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas);

Espectrofotdmetro no infravermelho, FT-IR 8300 Shimadzu (Kioto, Japao).
(Instituto de Quimica — UFRGYS);

Espectrofotbmetro na regido do ultravioleta-visivel UV-1601 PC Shimadzu (Kioto,
Japdo). (Instituto de Quimica — UFRGS);



4.1.3

Evaporador rotatério Biichi R-114 (Flawil, Suica);

Metalizador Jeol Jee 4B SVG-IN (Tokio, Japdo) (Centro de Microscopia
Eletrbnica — UFRGS);

Microscopio eletrbnico de varredura Jeol Scanning Microscope, JSM-5800

(Tokio, Japdo) (Centro de Microscopia Eletrénica — UFRGS));

Microscépio 6ptico Olympus® mod. BX41 com camera fotogréfica Olympus® mod.
PM20 (Tokio, Japéo) (Instituto de Quimica — UFRGS) ;

Linha de vacuo, constituida de tubulacdo de vidro dotada de torneiras para
regulagem da entrada e saida de gases, conectada a uma bomba de vacuo
turbomolecular Edwards 1.5 EXC 120, barébmetro capilar de mercurio e balédo
contendo nitrogénio gasoso (Porto Alegre, Brasil) (Instituto de Quimica —
UFRGS).

Solventes e outros materiais

Cloroférmio p.a. (Nuclear®);

Etanol p.a. (Nuclear®);
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o Fosfato de potassio monobasico (Nuclear®);

e Hidréxido de sédio (Nuclear®)

4.2 Métodos

4.2.1 Obtencao das microparticulas

As microparticulas foram preparadas pelo método de emulsificacdo/evaporagéo
de solvente, relatado anteriormente por Ré e colaboradores (2004). A composicdo
quantitativa das formulacdes esta expressa na Tabela 1 e o esquema de preparacéo
esta representado na Figura 4. Os polimeros (400 mg) e o farmaco (40-44 mg) foram
dissolvidos em cloroférmio a 50 °C. Paralelamente foram preparados 40 mL de uma
solucéo aquosa de PVA 1,0 % (m/v). A fase aquosa foi vertida gota-a-gota, atraves de
funil de adicdo sobre a fase organica. A emulséo resultante foi mantida sob agitacao a
1200 rpm a 50 °C durante 10 minutos. A seguir, o cloroférmio foi eliminado em
evaporador rotatério. As microparticulas foram lavadas com 150 mL de agua, filtradas
(25 wm), mantidas em dessecador por 24 horas e armazenadas para as analises.
Microparticulas sem farmaco também foram preparadas seguindo-se a mesma
metodologia. Foram preparados dois conjuntos de formulacdes empregando-se
volumes diferentes de fase orgénica. No primeiro foram empregados 10 mL e no
segundo 40 mL de cloroférmio, resultando em razao entre as fases organica e aguosa
de 1:4 (v/v) e de 1:1 (viv).
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Fase aquosa
PVA (1,0 % m/iv)

Fase organica
polimeros e farmaco

Emulsificagéo

4
T

Separacao das Evaporacao do solvente
microparticulas organico

Figura 4. Preparacéo das microparticulas por emulsificacdo/evaporacéo de solvente.
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Tabela 1. Composicdo quantitativa das formulagcées de microparticulas.

Fase orgéanica (mg) Fase aquosa (mg) Razao entre as
fases organica
PHBHV PCL DX ADX PVA e aquosa (V/v)
FB-0-10 400 0 - - 40 1:4
FB-1-10 360 40 - - 40 1:4
FB-2-10 320 80 - - 40 1:4
FB-0-40 400 0 - - 40 1:1
FB-1-40 360 40 - - 40 1:1
FB-2-40 320 80 - - 40 1:1
DX-0-10 400 0 40 - 40 1:4
DX-1-10 360 40 40 - 40 1:4
DX-2-10 320 80 40 - 40 1:4
DX-0-40 400 0 40 - 40 1:1
DX-1-40 360 40 40 - 40 1:1
DX-2-40 320 80 40 - 40 1:1
ADX-0-10 400 0 - 44 40 1:4
ADX-1-10 360 40 - 44 40 14
ADX-2-10 320 80 - 44 40 1:4
ADX-0-40 400 0 - 44 40 1:1
ADX-1-40 360 40 - 44 40 1:1
ADX-2-40 320 80 - 44 40 11

As diferentes formulagdes sao identificadas no texto pela abreviatura do farmaco
seguida pelo percentual de PCL presente na blenda. Assim, as formulagdes contendo
dexametasona preparadas com blendas de P(HBHV):PCL nas propor¢des 100:0, 90:10
e 80:20 (m/m) séo, respectivamente, denominadas DX-0, DX-1 e DX-2. As formulacdes

contendo acetato de dexametasona preparadas com blendas de P(HBHV):PCL nas
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propor¢gbes 100:0, 90:10 e 80:20 (m/m) sdo, respectivamente, denominadas ADX-0,
ADX-1 e ADX-2. Para fins de comparacao, foram preparadas formula¢cdes sem farmaco
com as mesmas proporcdes de P(HBHV) e PCL, as quais foram denominadas FB-0,
FB-10 e FB-20. Os numeros 10 ou 40 que aparecem no final da sigla indicam o volume

de fase organica empregado na formulacao.

4.2.2 Caracterizacdo das microparticulas

Os produtos microparticulados foram caracterizados avaliando-se 0os seguintes
parametros: rendimento, taxa de encapsulacdo, andalise morfoldgica, calorimetria

diferencial exploratéria e determinacao do perfil de liberacéo in vitro dos farmacos.

4.2.2.1 Determinacdo do rendimento

O rendimento das microparticulas preparadas com dexametasona e acetato de
dexametasona foi calculado através da relacdo da massa de microparticulas obtidas e a
massa total de todos os componentes sélidos utilizados na sua formulagdo, sem
considerar a massa do PVA, que foi removido por lavagem com agua, durante a etapa
de filtragcao.

M

R= = x100
M p(HBHY) T Mepe, +M

farmaco

Mexp= massa de microparticulas obtida experimentalmente (g)

Mpwerv)= massa de P(HBHV) (g)
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Mpc = massa de PCL (g)

Mrarmaco= Massa de dexametasona ou acetato de dexametasona (g)

4.2.2.2 Determinagéo da eficiéncia de encapsulacéao

A eficiéncia de encapsulacdo da dexametasona e do acetato de dexametasona
foi determinada através do doseamento da concentracdo de farmaco presente nas
microparticulas, apdés sua dissolucdo em cloroformio. Para tanto, 10 mg de
microparticulas foram solubilizados em 25 mL de cloroférmio a 37 °C. A solucéo foi
analisada em espectrofotdmetro na regido do ultravioleta, no comprimento de onda de

260 nm. As andlises foram realizadas em triplicata de lote.

A metodologia analitica foi previamente validada, avaliando-se como parametros
a especificidade, a linearidade, a precisdo e a exatidao, descritos na International

Conference on Harmonization (ICH, 1996) e estdo apresentados no Anexo 1.

Tendo em vista que os valores obtidos de eficiéncia de encapsulagdo ndo foram
de 100 %, foi realizada a quantificagdo das perdas do farmaco durante a obtencdo das
microparticulas. Essas perdas foram avaliadas considerando os residuos presentes no
baldo de emulsificacdo e a analise quantitativa da fase aquosa filtrada, apdés a

precipitacdo das microparticulas.

Para quantificar as perdas do farmaco no baldo de emulsificacdo, o contetdo
residual deste foi dissolvido em 20 mL de cloroférmio e mantido sob refluxo, a 40 °C,
por 15 minutos. A seguir, o conteudo foi transferido para baldo volumétrico de 25 mL e
o volume foi ajustado. Ap6s diluicdo adequada, procedeu-se a analise

espectrofotométrica a 260 nm.

Para quantificar as perdas do farmaco na etapa de filtragdo, foram separados 25
mL da fase aquosa filtrada e submetidos a secagem em evaporador rotatério. O residuo

foi suspenso em 20 mL de cloroférmio, sob refluxo a 40 °C e o conteudo foi filtrado e
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transferido para baldo volumétrico de 25 mL. Apés diluicdo adequada, procedeu-se a

analise espectrofotométrica a 260 nm.

4.2.2.3 Microscopia 6ptica

As microparticulas foram monitoradas através de microscépio 6ptico (Olympus
BX41) dotado de camera fotografica (Olympus PM20) a fim de observar e registrar a
morfologia, a presenca de agregados e/ou de cristais. Para tal, quantidades
estabelecidas arbitrariamente foram dispostas diretamente sobre lamina de vidro e
observadas em microscopio optico, sob luz normal e luz polarizada. Foram obtidas
fotografias das amostras em aumento de 30 vezes.

4.2.2.4 Microscopia eletrénica de varredura

A analise da superficie, da forma e a presenca de poros nas microparticulas foi
realizada através de microscopio eletrénico (Jeol Scanning Microscope JSM-5800). As
amostras foram dispostas sobre stubs, através da adesao dos pos sobre uma camada
fina de esmalte contendo grafite. A seguir as amostras foram recobertas com carbono e
metalizadas com ouro (Jeol Jee 4B SVG-IN). Foram obtidas fotomicrografias nos
aumentos de 200, 800 e 1500 vezes.
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4.2.25 Difratometria de laser

A distribuicdo de tamanho das microparticulas foi determinada em equipamento
de difratometria de laser (Malvern Mastersizer 2000). As amostras foram dispersas em
agua e polissorbato 80, homogeneizadas, submetidas a banho de ultrassom e
analisadas. Cada leitura foi repetida até fornecer medida constante e as leituras foram

realizadas em triplicata.

4.2.2.6 Determinacdo da area superficial

As isotermas de adsorcdo foram determinadas em equipamento volumétrico
fabricado por pesquisadores do Instituto de Quimica (UFRGS), acoplado a linha de
vacuo e utilizando nitrogénio como gas de adsorcdo. As medidas da pressdo foram
determinadas utilizando-se um barémetro capilar de mercurio. Os resultados foram
comparados a um padrdo de referéncia de alumina. As determinacdes das areas
especificas de solidos foram obtidas considerando o tratamento das isotermas pelo

método proposto por Brunauer, Emmet e Teller (BET) (Brunauer et al., 1938).

Cerca de 300 mg de amostra foram submetidos a degaseificacdo a vacuo, a
temperatura ambiente (25 °C) pelo periodo de trés horas a fim de eliminar gases e
umidade. Transcorrido o tempo de degaseificacdo, o tubo contendo a amostra foi
mergulhado em nitrogénio liquido. Nesta etapa, foi iniciada a adsorcdo de gas
nitrogénio, tendo-se o cuidado de esperar 10 minutos para permitir a estabilizacdo da
entrada de nitrogénio (adsorcdo) na amostra. Para cada medida de presséo, foi tomado
o valor de temperatura correspondente, a fim de fazer as devidas correcdes relativas a
expansao e contracdo do mercurio. Este procedimento foi repetido para 4 pontos de

pressao, quais sejam, 50, 100, 150, 200 mm de Hg.
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Os valores das variagbes de pressdo para cada ponto foram aplicados nos

calculos para obtencao dos graficos de ajustes as equacdes de BET.

4.2.2.7 Calorimetria diferencial exploratéria (DSC)

Os termogramas das matérias-primas, das microparticulas e das misturas fisicas
dos materiais foram obtidos utilizando calorimetro exploratério diferencial (Perkin Elmer
DSC-4), com compensacdo de poténcia, calibrado com Indio (156,6 °C, energia de
transicdo — 6,80 cal/g). As analises foram realizadas no Laboratério de Medidas
Térmicas do Instituto de Quimica (UFRGS).

Foram pesados exatamente de 1 a 10 mg de amostra e acondicionados em
porta-amostras selados de aluminio. Os termogramas foram obtidos durante o primeiro

aquecimento e as condic¢des iniciais de analise foram:
¢ Faixa de aquecimento: —20 a 300 °C;
¢ Velocidade de aquecimento: 10 °C/min;

e Atmosfera de andlise: ar, estatico.

4.2.2.8 Perfil de liberac&o in vitro em célula de fluxo

Os perfis de liberagdo dos farmacos, a partir das microparticulas, foram
avaliados em equipamento dotado de célula de fluxo com mecanismo para movimento
pendular, acoplado a bomba peristaltica, em banho termostatizado a 37 = 0,5 °C. A

técnica caracteriza-se por um sistema aberto, pelo qual se faz passar um fluxo continuo
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de uma solugéo tampéo fosfato pH 7,4, a uma taxa constante (1 mL/minuto), garantindo

a manutencédo de perfeitas condi¢des sink ao experimento.

A massa de microparticulas empregada foi determinada em funcao dos teores de
farmaco em cada formulagdo. Dessa forma, a quantidade de farmaco usada em cada
célula foi exatamente cerca de 3,0 mg, para as formulagcdes contendo dexametasona ou
3,3 mg, para as formulagbes contendo acetato de dexametasona. Os experimentos
foram realizados em triplicata de lote e paralelamente foi realizado o mesmo
procedimento com as formulacdes correspondentes sem farmaco a fim de descontar os

valores de absorvancia relativos aos componentes da formulacéo.

As aliquotas foram retiradas em intervalos de tempo pré-determinados (5, 10, 15,
20, 25, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 180, 240, 300 e 360 minutos), filtradas e analisadas

por espectroscopia no UV (242 nm).

Os meétodos analiticos de quantificagdo foram validados avaliando-se os
parametros descritos na International Conference on Harmonization (ICH, 1996) e estao

apresentados no Anexo 2.

4.2.2.9 Perfil de liberagéo in vitro em erlenmeyer

A metodologia de liberacdo em erlenmeyer foi empregada para as amostras cuja
liberacdo nao foi possivel de ser realizada em célula de fluxo. O tempo de liberagédo
total do acetato de dexametasona a partir das formulacdes ocorreu apos 10 dias de
experimento, sendo inviavel a realizacdo em célula de fluxo. Para fins de comparacéao,

foi analisada a liberacdo da dexametasona nestas mesmas condi¢des.

O experimento foi realizado em erlenmeyer de 250 mL, com a abertura protegida
com filme plastico para impedir a evaporacdo do meio de liberacdo. Para evitar o
aumento da presséo interna no recipiente foram feitas pequenas perfuracbes com

agulha no filme plastico. Os recipientes foram revestidos com papel aluminio. O
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experimento foi realizado em banho termostatizado a 37 = 0,5 °C sob agitacéo

magnética (360 rpm) e empregando tampéao fosfato pH 7,4 como meio de dissolugéo.

A massa de microparticulas empregada foi determinada em func&o dos teores de
farmaco em cada formulacdo. Assim, a quantidade de farmaco usada em cada
erlenmeyer foi de 2,0 mg, para as formulacbes contendo dexametasona ou 2,2 mg,
para as formulacbes contendo acetato de dexametasona. O volume de meio

empregado foi de 200 mL.

Aliquotas de 2 mL foram retiradas em intervalos de tempo determinados e houve
reposicdo de meio apds a coleta de cada aliquota. Para as formulacGes contendo DX,
os tempos de coleta foram 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 180, 240, 300
e 360 minutos e para o ADX foram 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,
31, 48, 50, 52, 54, 56, 72, 74, 76, 78, 96, 104, 120, 128, 144, 152, 168, 176, 192, 200,
216, 224, 240, 248, 264, 272, 288, 296, 312, 320, 336, 344 e 360 horas. A seguir, as
amostras foram filtradas e analisadas por espectroscopia no UV (242 nm). Os
experimentos foram realizados em triplicata de lote e paralelamente foi conduzida a
liberacdo de formulac¢des correspondentes sem farmaco a fim de descontar os valores

de absorvancia relativos aos componentes da formulagéo.

Os meétodos analiticos de quantificagdo foram validados avaliando-se os
parametros de performance analitica descritos na International Conference on
Harmonization (ICH, 1996) e estdo apresentados no Anexo 2.

4.2.2.10 Avaliagao dos perfis de liberacgéo

A comparagcdo entre os perfis de liberacdo apresentados pelas diferentes
formulacdes levou em consideracdo a comparagado das constantes cinéticas fornecidas
pela modelagem matematica. Os dados experimentais obtidos na determinacdo dos

perfis de liberacdo foram submetidos & modelagem matemética através do ajuste dos
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dados as equacdes monoexponencial [equacdo (2)] e biexponencial [equacdo (3)]. A
modelagem matematica foi realizada através do programa Micromath Scientist®,
avaliando-se a adequacéo dos modelos aos dados com base nos parametros de critério

de selecdo do modelo (MSC), coeficiente de correlagdo e ajuste gréfico.
C :100—(C0 -e‘kt) equacao (2)

C= concentracao de farmaco liberado no tempo t
Co= concentracgao inicial de farmaco

k= constante cinética

C =100—(ae“”t + be‘ﬁ‘) equacéio (3)

C= concentracdo de farmaco liberado no tempo t
a,b= concentragdes iniciais do farmaco nas diferentes pseudo-fases do sistema

a, /= constantes cinéticas das pseudo-fases do sistema

Os dados que ndo apresentaram ajustes adequados aos modelos matematicos
monoexponencial ou biexponencial foram analisados mediante a comparacao

matematica dos valores de eficiéncia de dissolucdo, segundo a equacao (4).

t
Iy-dt
ED = (;/ . x100 equagdo (4)
100

ED= eficiéncia de dissolucéo

y= percentual de farmaco dissolvido no tempo t
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1 Preparacao e caracterizacdo de microparticulas preparadas com razdo entre

as fases organica e aquosa de 1:4 (v/v)

As microparticulas de P(HBHV) e de blendas de P(HBHV) contendo 10 e 20 %
de PCL foram preparadas com base em metodologia proposta por Ré e colaboradores
(2004) e em estudos preliminares estabelecidos por Maia e colaboradores (2004). Os
autores evidenciaram que o aumento do percentual de PCL na formulagdo conduziu ao
aumento na porosidade das microparticulas. Tendo em vista a possibilidade de
aplicacdo destes sistemas como carreadores de farmacos visando o controle da
liberacdo a partir de microparticulas com diferentes porosidades, foram preparadas
microparticulas contendo dexametasona ou acetato de dexametasona como modelos

de farmaco.

A seguir estdo descritos os resultados da caracterizacdo das microparticulas de
P(HBHV) e de blendas de P(HBHV):PCL nas propor¢des 90:10 e 80:20 sem farmaco e
contendo dexametasona ou acetato de dexametasona preparadas com razao entre 0s

volumes da fase organica e da fase aquosa de 1:4 (v/v).

5.1.1 Rendimento e eficiéncia de encapsulacao

A fim de avaliar a obtencdo de microparticulas através da técnica de
emulsificacdo/evaporacdo de solvente e verificar a influéncia da composi¢do de cada
formulacdo o rendimento foi determinado. Ap6s a secagem, as microparticulas
apresentaram-se como um po branco de fluxo livre. A massa resultante foi pesada e os

valores de rendimentos calculados estdo expressos na Tabela 2.
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Tabela 2. Rendimento de microparticulas sem farmaco e contendo dexametasona ou
acetato de dexametasona.

Rendimentos

Média (%) + DP

Formulagdes

FB-0-10 89+4
FB-1-10 85%5
FB-2-10 88+4
DX-0-10 84+9
DX-1-10 83+5
DX-2-10 87 £6
ADX-0-10 88+8
ADX-1-10 87+7
ADX-2-10 84+9

As médias dos valores de rendimento das formulacfes variaram entre 83 e 89 %.
Esses valores de rendimento séo satisfatorios, apesar da pequena adesdo dos pés
sobre a superficie do papel filtrante durante a separacdo das microparticulas por
filtracdo. Nao houve influéncia da presenca de PCL ou da presenca e tipo de farmaco
no rendimento das microparticulas obtidas. Nao houve diferenca significativa entre os
valores de rendimento [ANOVA (p>0,05)].

A fim de verificar a concentracdo de farmaco associado as microparticulas, foi
determinada a eficiéncia de encapsulacdo. Na Tabela 3 estdo apresentados os valores
de eficiéncia de encapsulagdo da dexametasona e do acetato de dexametasona nas

formulacgdes.
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Tabela 3. Valores de eficiéncia de encapsulacdo dos farmacos empregados nas
formulacgdes.

. Eficiéncia de encapsulagao
Formulagdes

Média (%)
DX-0-10 62+ 7
DX-1-10 58 + 8
DX-2-10 58+ 5
ADX-0-10 82+ 3
ADX-1-10 81+1
ADX-2-10 86 + 2

A eficiéncia de encapsulacdo da dexametasona foi de aproximadamente 60 % e
0 acetato de dexametasona apresentou valores em torno de 80 %. Nao houve
influéncia significativa da presenca de PCL nas formulagdes para a eficiéncia de
encapsulacdo de ambos os farmacos [ANOVA (p>0,05)]Verifica-se que as formulacdes
preparadas com acetato de dexametasona apresentam valores de encapsulacao

maiores.

Com o intuito de verificar a razdo dos menores valores de encapsulacdo obtidos
para as microparticulas contendo dexametasona, buscou-se analisar as perdas de
farmaco durante a obtencdo das microparticulas. Constatou-se que, aproximadamente,
20 % da dexametasona permaneceram aderidos as paredes do baldo e 20 % foram
perdidos na fase aquosa (Tabela 4). Este comportamento foi observado para todas as

formulagdes, contendo dexametasona, independente da presenca de PCL.

Tabela 4. Eficiéncia de encapsulacéo de dexametasona e percentuais de perdas.

Eficiéncia de Perdas na vidraria Perdas na fase aquosa
Formulagdes
encapsulacao (%) (%) (%)
DX-0-10 62 19 20
DX-1-10 58 23 18
DX-2-10 58 19 19
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As perdas na vidraria se referem a porcdo de farmaco associado ao polimero
que fica aderido as paredes do baldo durante a emulsificacdo, constituindo um
inconveniente dificil de contornar. Quanto as perdas na fase aquosa, este resultado se
deve a diferenca de solubilidade dos farmacos na fase continua aquosa. Enquanto a
dexametasona apresenta solubilidade em agua de 1 mg/mL, o acetato € 10 vezes
menos sollvel. Assim, durante a etapa de evaporacdo do solvente, uma fracdo da
dexametasona tende a difundir para a fase aquosa, enquanto que com 0 acetato isto

ocorre em menor grau.

5.1.2 Microscopia 6ptica

Com o intuito de visualizar a forma, a presengca de cristais, o estado de
agregacao e alteracdes ap0s dispersdo em agua, as microparticulas foram observadas

em microscopio optico, sob luz normal e luz polarizada.

As imagens da Figura 5 mostram as microparticulas sem farmaco FB-0-10, FB-1-
10 e FB-2-10, respectivamente. E possivel notar a forma esférica e a disperséo

granulométrica das microparticulas.
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Figura 5. Imagens referentes as formulagées FB-0-10 (A e B), FB-1-10 (C e D) e FB-2-
10 (E e F), sob luz normal e luz polarizada, respectivamente. A barra indicativa
corresponde a 100 um.

Nao foi possivel observar diferengas entre as formulagbes contendo diferentes
proporcdes de PCL. As imagens da Figura 6 mostram as microparticulas da formulacao
DX-1-10, apds dispersdo em agua e visualizacdo sob luz normal e luz polarizada.
Verifica-se a presenca de cristais que ndo haviam sido observados nas microparticulas
brancas. Isto sugere esses cristais correspondam ao farmaco ndo encapsulado. A
visualizacdo destes cristais € realcada mediante a observagédo sob luz polarizada, em

funcéo da sua birrefringéncia.
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Figura 6. Imagens referentes as formulagdes DX-0-10 (A e B), DX-1-10 (C e D) e DX-2-
10 (E e F), observadas através de luz normal e de luz polarizada, respectivamente. A
barra indicativa corresponde a 100 um.

As microparticulas contendo acetato de dexametasona (Figura 7) também foram
visualizadas por microscopia Optica. Nessas formulagdes igualmente foram observados

cristais em forma de agulha que podem corresponder ao farmaco.
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D.

Figura 7. Imagens referentes as formulacdes ADX-0-10 (A e B), ADX-1-10 (C e D) e
ADX-2-10 (E e F), observadas através de luz normal e de luz polarizada,
respectivamente. A barra indicativa corresponde a 100 um.

Observando-se as amostras contendo dexametasona ou acetato de
dexametasona, evidencia-se a semelhanca morfolégica entre as formulacdes

independentemente da concentracdo de PCL na formulagéo.
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5.1.3 Microscopia eletronica de varredura

A fim de obter informa¢Bes adicionais, relativas a forma e a topografia, as
microparticulas foram observadas em microscopio eletronico de varredura. Esta técnica
de caracterizacdo permite a observacdo de poros na superficie das microparticulas,
sendo de grande importancia na andlise de estruturas obtidas a partir de blendas

poliméricas.

A Figura 8 corresponde a microparticulas sem farmacos de P(HBHV), contendo
quantidades variaveis de PCL. A microparticula em destaque na Figura 8 A apresenta a
superficie rugosa, caracteristica tipicamente encontrada nesta amostra e decorrente da
cristalinidade acentuada do P(HBHV) (Gangrade e Price, 1991). As fotomicrografias B e
C da Figura 8 sao referentes as formulacdes FB-1-10 e FB-2-10 preparadas a partir de
blendas de P(HBHV):PCL nas proporcdes de 90:10 e 80:20 (m/m). E possivel observar
a ocorréncia de poros homogeneamente distribuidos na superficie das microparticulas
derivados da presenca de PCL na formulagdo. Estas observacdes atestam aquelas

verificadas anteriormente por Ré e colaboradores (2004), empregando estes mesmos

sistemas.

Figura 8. Fotomicrografias de varredura das formulagbes FB-0-10 (A), FB-1-10 (B) e
FB-2-10 (C).

A analise das microparticulas contendo dexametasona (Figura 9) confirma a
presenca de cristais nas formulagbes, observados anteriormente por microscopia

optica. Nestas formulacdes também pode-se observar que o aumento da concentracao
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de PCL levou a formacdo de poros homogeneamente distribuidos na superficie das

microparticulas.

Figura 9. Fotomicrografia de varredura das formulacdes DX-0-10 (A), DX-1-10 (B) e DX-
2-10 (C).

As fotomicrografias das microparticulas contendo acetato de dexametasona
(Figura 10) demonstram a presenca de cristais em forma de agulha, confirmando os
resultados obtidos por microscopia Optica. Para essas formulacées também foi possivel
observar a porosidade das microparticulas.

Figura 10. Fotomicrografia de varredura das formulagdes ADX-0-10 (A), ADX-1-10 (B) e
ADX-2-10 (C).

5.1.4 Avaliacéo da distribuicdo de tamanhos por difratometria de laser

Objetivando caracterizar a distribuicdo de tamanhos das microparticulas nas
diferentes formulacbes, as amostras foram ressuspensas em solucdo aquosa de

polissorbato 80 e submetidas a analise por difratometria de laser.
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A Tabela 5 apresenta os valores de diametro médio das microparticulas D[4,3] e
os correspondentes indices de dispersdo (span). Os valores de d(0,1) e d(0,9)
expressam a média dos diametros de particula situada nos intervalos abaixo de 10 % e
acima de 90 % da curva de distribuicdo de tamanhos. A analise do percentual de
volume versus tamanho de particula gerou uma curva de distribuicdo normal para todas
as amostras, indicando a ocorréncia de apenas uma populacdo de particulas (Martin,
1993).

Tabela 5. Andlise granulométrica e indices de polidispersao (span) das microparticulas.

d(0,1) d(0,9) D[4,3]
Formulacdes Span
(nm) (nm) (nm)
FB-0-10 76 321 202 1,6
FB-1-10 96 352 207 1,4
FB-2-10 78 436 228 19
DX-0-10 72 292 180 1,5
DX-1-10 73 292 170 15
DX-2-10 81 303 178 1,4
ADX-0-10 92 365 212 1,4
ADX-1-10 85 330 193 1,4
ADX-2-10 72 282 163 1,5

Os diametros médios de particula variaram de 163 a 228 um e os indices de
dispersdo (Span) permaneceram abaixo de 2. Valores de Span abaixo de 2 sé&o
preferidos pois denotam baixa dispersdo de tamanhos da amostra (Chen e Dauvis,
2002). Os tamanhos expressos por d(0,1) ficaram entre 72 e 96 um e os tamanhos

expressos por d(0,9) entre 282 e 436 um.

Nota-se que as microparticulas de blendas contendo dexametasona apresentam
tamanhos de particula significativamente menores do que as correspondentes
microparticulas sem farmaco [ANOVA (p<0,05)]Possivelmente essa redugdo nos
valores seja proveniente da contribuicdo da presenca de cristais de farmaco nas

medidas de diametro. Essa suposicdo baseia-se nas imagens obtidas por microscopia
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Optica e eletrbnica que evidenciam os tamanhos reduzidos dos cristais de farmaco em

relacdo as microparticulas.

5.1.5 Avaliagdo da area superficial

Tendo em vista as observacbes feitas por microscopia eletrbnica, que
demonstraram aumento da porosidade nos sistemas em fungcao da presenca de PCL, a
analise da éarea superficial foi conduzida. As microparticulas foram submetidas a
degaseificacdo e analisadas pela técnica de adsorcdo de nitrogénio. Os resultados

estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Area superficial e coeficiente de determinagéo da equagio de BET.

Formulacées (%) Area superficial (m?%/g) r°
FB-0-10 122 0,9974
FB-1-10 125 0,9578
FB-2-10 156 0,9981
DX-0-10 41 0,9850
DX-1-10 60 0,9736
DX-2-10 120 0,9522

ADX-0-10 34 0,9835
ADX-1-10 49 0,9665
ADX-2-10 70 0,9930

Os valores de éarea variaram em funcdo da propor¢do de PCL presente nas
microparticulas. Estes achados confirmam as observacdes feitas por microscopia
eletrdnica, que indicam aumento da porosidade nas formulagdes contendo PCL.
Comparando-se os resultados com outros encontrados na literatura, foi visto que os
valores observados nas formulagées FB-0-10, FB-1-10 e FB-2-10 foram superiores aos

obtidos por Ré e colaboradores (2004). Essa diferenca provavelmente seja devida a
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alteracbes experimentais na metodologia empregada na preparacdo das
microparticulas, como por exemplo, a emulsificacdo da fase aquosa sobre a fase
organica, empregada neste trabalho.

Observou-se uma reducdo significativa nos valores de éarea superficial das
formula¢des em funcdo da presenca de acetato de dexametasona [ANOVA (p<0,05)]. A
reducdo € compreensivel ja que foi verificada a presenca de farmaco ndo encapsulado,
de maneira que a amostra constituiu-se de uma mistura de microparticulas (porosas) e
farmaco (ndo poroso). Para a formulagcdo DX-2-10 esse comportamento foi menos
evidente, porém as outras formulacdes contendo dexametasona também apresentaram

significativa reducao nos valores de area [ANOVA (p>0,05)].

5.1.6 Perfis de liberacdo da dexametasona e do acetato de dexametasona

em célula de fluxo

Mediante caracterizacdo através de microscopia 6ptica e eletronica foi possivel
observar a ocorréncia de cristais livres, indicando a presenca de farmaco néo
encapsulado. Adicionalmente, com base nos resultados obtidos através de microscopia
eletrbnica e pela analise das isotermas de adsorcado, foi evidenciado o aumento da
porosidade e da area superficial das microparticulas decorrente do incremento de PCL
nas formulagcdes. A fim de elucidar se haveriam diferencas nas taxas de liberacdo dos
farmacos a partir das microparticulas obtidas de blendas de P(HBHV):PCL nas
proporcdes de 100:0, 90:10 e 80:20 (m/m) os perfis de liberacdo foram determinados.
As microparticulas foram submetidas ao experimento de dissolucdo em célula de fluxo,
empregando tampéao fosfato pH 7,4, como meio, temperatura de 37 °C e fluxo de 1
mL/minuto. A Figura 11 apresenta os perfis de dissolugdo das formulagdes DX-0-10,

DX-1-10, DX-2-10 bem como do farmaco puro.
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Figura 11. Perfis de liberacdo das microparticulas contendo dexametasona e do
farmaco puro.

O percentual de liberacdo alcancado pela dexametasona, a partir da formulagcéao
DX-0-10, chegou a 50 %, apo0s as 6 horas de experimento. Este comportamento ndo
diferiu do apresentado pela dexametasona pura. Verificou-se que a liberacdo da
dexametasona a partir das microparticulas contendo blenda de P(HBHV):PCL, tanto na
propor¢do 90:10 (DX-1-10), quanto 80:20 (DX-2-10), atingiu 75 % de liberacdo, apos 6
horas. Entre si essas duas formulacdes ndo apresentaram diferenca, porém,

demonstraram liberacdo mais rapida daquela apresentada pela formulacdo sem PCL
(DX-0-10).

Os perfis apresentados pelas formulagcées contendo acetato de dexametasona
(Figura 12) ndo permitiram avaliar a influéncia da formulacdo na liberagdo do farmaco,
entretanto, apresentaram dissolucado bastante inferior daquela exibida pelo farmaco
puro.
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Figura 12. Perfis de liberacdo das microparticulas contendo acetato de dexametasona e
do farmaco puro.

O calculo da eficiéncia de dissolucao foi determinado a partir da area sob a curva
dos perfis de dissolugcdo das microparticulas contendo dexametasona e acetato de
dexametasona. Este parametro representa uma avaliagdo modelo-independente e
facilita a comparacdo do percentual de farmaco dissolvido durante certo periodo de
tempo (Costa e Lobo, 2001). A tabela 9 apresenta os valores de eficiéncia de
dissolucao dos sistemas testados. Tal como observado nos perfis de liberacdo, nota-se
que a formulacdo DX-0-10 e a dexametasona pura, bem como as formula¢cées DX-1-10
e DX-2-10 exibiram valores anélogos entre si [ANOVA (p>0,05)]. As microparticulas
preparadas com acetato de dexametasona apresentaram perfis muito semelhantes
entre si e valores de dissolugcdo muito baixos (menores de 10 % apds 6 horas de
experimento). A associacdo do farmaco a estes dispositivos levou a uma reducédo
acentuada na sua dissolu¢do, uma vez que, a dissolu¢do do farmaco ndo encapsulado

demonstrou ser, em média, 6 vezes maior.
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Tabela 7. Eficiéncia de dissolugdo das amostras.

Eficiéncia de dissolucao (%)
Formulagbes

+ DP *

DX-0-10 35+6°
DX-1-10 51+2°
DX-2-10 52+4°
dexametasona 33+1°
ADX-0-10 4+1°
ADX-1-10 3+2°
ADX-2-10 7+1¢
acetato de dexametasona 31+1°

* | etra sobrescrita igual indica similaridade dos resultados pela comparacdo multipla de Tukey (Asy).

Verifica-se pelos valores de eficiéncia de dissolucdo das microparticulas que a
presenca da PCL na blenda influenciou favoravelmente a dissolugdo da dexametasona.
Entretanto, ndo foi possivel estabelecer relacdo entre o percentual de PCL e a liberacéo

do acetato de dexametasona.

Apés a caracterizacdo das microparticulas, foram conduzidas investigacfes
acerca do motivo da presenca de cristais ndo encapsulados do farmaco. A
concentracdo de farmaco na fase organica foi de 0,4 % (m/v) e macroscopicamente
apresentou-se como uma solucéo (Figura 13). Entretanto, as fases organicas contendo
farmaco foram avaliadas microscopicamente a fim de se determinar a homogeneidade

de fase em nivel microscopico.
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Figura 13. Imagens macroscopicas da fase organica contendo dexametasona sobre
fundos claro e escuro.

Nota-se na Figura 13, a limpidez da fase organica. Entretanto, a avaliagdo
microscopica dessa solucdo evidencia a ocorréncia de uma dispersdo do farmaco no
solvente (Figura 14). O aumento do volume de fase orgéanica de 10 para 40 mL, reduziu
a concentracao de farmaco para 0,1 % (m/v) e levou a obtencédo de uma fase organica

homogénea em nivel microscopico (foto ndo apresentada).

Figura 14. Imagem em nivel microscopico da fase orgénica de dexametasona na
concentracao de 0,4 % m/v, barra corresponde a 100 pum.

Considerando-se essa analise, foram preparadas e caracterizadas
microparticulas de dexametasona empregando-se 40 mL de cloroférmio na fase
organica, ou seja, com razao entre as fases organica e aquosa de 1:1 (v/v) e cujos

resultados estao expressos a seguir.
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5.2Preparacdo e caracterizacdo de microparticulas preparadas com razao entre

as fases organica e aquosa de 1:1 (v/v)

Com o objetivo de obter microparticulas com dexametasona dispersa na matriz
polimérica, novas formulagfes foram desenvolvidas, empregando-se 40 mL de fase
organica. Esse acréscimo no volume levou a formacdo de uma fase orgéanica
homogénea verificada por microscopia éptica. Com propésito de comparacéo, também

foram preparadas microparticulas sem farmaco e contendo acetato de dexametasona.

5.2.1 Rendimento e eficiéncia de encapsulacéo

Apoés a obtencdo das microparticulas, as mesmas apresentaram-se como um po
de fluxo livre. O rendimento foi determinado pela pesagem da massa de microparticulas
obtida. A Tabela 8 apresenta os valores de rendimento percentual das formulagées sem
farmaco (FB-0-40, FB-1-40 e FB-2-40) e contendo os farmacos dexametasona (DX-0-
40, DX-1-40, DX-2-40) ou acetato de dexametasona (ADX-0-40, ADX-1-40, ADX-2-40).

Os valores médios de rendimento permaneceram entre 79 e 86 %. Nao houve
influéncia significativa da presenca ou do tipo de farmaco, tampouco da composicao
guali-quantitativa dos polimeros P(HBHV) e PCL sobre o rendimento das
microparticulas [ANOVA (p > 0,05)].
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Tabela 8. Rendimento de microparticulas.

. Rendimentos
Formulacdes

Média + DP (%)

FB-0-40 82+ 3
FB-1-40 80+1
FB-2-40 794
DX-0-40 80+3
DX-1-40 80+6
DX-2-40 8l1+1
ADX-0-40 82+4
ADX-1-40 83+3
ADX-2-40 864

Visando estabelecer a concentracdo de dexametasona ou de acetato de
dexametasona presentes nas diferentes formulacbes preparadas, foi determinada a

eficiéncia de encapsulacéo. Esses valores estdo apresentados a seguir, na Tabela 9.

Tabela 9. Eficiéncia de encapsulacao de farmaco nas microparticulas obtidas.

Formulacdes Eficiéncia de encapsulagéo (%) + DP
DX-0-40 41 +9
DX-1-40 32+11
DX-2-40 36+7
ADX-0-40 88+5
ADX-1-40 92+6
ADX-2-40 89+ 10

As taxas de encapsulacao da dexametasona foram baixas, apresentando valores
inferiores a 50 %. Por outro lado, os valores de eficiéncia de encapsulacdo para as
formula¢cdes contendo acetato de dexametasona permaneceram em torno de 80 a 90
%. Os valores de eficiéncia de encapsulacdo apresentados pelas formulagdes contendo

acetato de dexametasona podem ser considerados altos quando comparados com 0s
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sistemas encontrados na literatura, obtidos empregando-se a mesma técnica de
preparacdo (Gursel e Hasirci, 1995; Hickey et al., 2002; Liu et al, 2005; Yang et al.,
2005).

Comparando-se os resultados de eficiéncias de encapsulagéo verificados entre a
dexametasona e o0 acetato de dexametasona, observa-se que o acetato apresentou
encapsulacdo duas vezes maior. Esse resultado também foi visto para as formula¢cfes
preparadas com 10 mL de fase organica. Como ja mencionado, pode ser decorrente da
maior hidrofobicidade do acetato de dexametasona, pois durante a preparacao das
microparticulas esse carater favoreceria sua permanéncia na fase organica
remanescente durante a difusdo do solvente. Essa suposi¢do € corroborada por outros
trabalhos nos quais o éxito na incorporacdo de farmaco em microparticulas poliméricas
esteve associado a baixa solubilidade do farmaco na fase continua aquosa (Bodmeier e
McGinity, 1998; Watts et al., 1990).

5.2.2 Microscopia 6ptica

Com o intuito de analisar as caracteristicas morfoldégicas das microparticulas
obtidas, as mesmas foram observadas através de microscopio Optico, sob luz normal e
polarizada. Foram obtidas fotomicrografias das amostras e as imagens referentes as
formulagcbes FB-0-40, FB-1-40 e FB-2-40 estdo apresentadas na Figura 15.
Observando todas as formulacBes, é possivel evidenciar o formato esférico e os
diversos tamanhos apresentados pelas microparticulas. Comparando-se as trés
formulagdes, FB-0-40, FB-1-40 e FB-2-40, sob luz normal, ndo foi possivel verificar
diferencas morfolégicas. Quando visualizadas sob luz polarizadas, as microparticulas
aparecem como estruturas birrefringentes. Vogelsanger (2003) atribuiu a birrefringéncia

de blendas de PHB:PCL a caracteristica semi-cristalina dos polimeros.
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Figura 15. Microparticulas brancas referentes as formula¢cdes FB-0-40, sob luz normal
(A) e polarizada (B); FB-1-40, sob luz normal (C) e polarizada (D) e FB-2-40, sob luz
normal (E) e polarizada (F). Barra indicativa corresponde a 100 um.

Na Figura 16 estdo dispostas as imagens obtidas sob luz normal e polarizada
das microparticulas contendo dexametasona, referentes as formulagcdes DX-0-40, DX-
10-40 e DX-2-40. A observacéo das imagens obtidas sob luz normal (Figura 16 A, C, e
E) demonstra a presenca de estruturas esféricas e de cristais em forma de losango.
Esses cristais podem ser evidenciados nas imagens obtidas sob luz polarizada (Figura

16 B, D, e F), nas quais estas estruturas apresentam intensa refragéo da luz.
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Figura 16. Microparticulas contendo dexametasona, referentes as formulagbes DX-O-
40, sob luz normal (A) e polarizada (B); DX-1-40, sob luz normal (C) e polarizada (D) e
DX-2-40, sob luz normal (E) e polarizada (F). Barra indicativa corresponde a 100 um.
Estes cristais presentes nas amostras podem ser da dexametasona nao
incorporada nas microparticulas e estdo presentes nas trés formulagbes DX-0-40, DX-
1-40 e DX-2-40. A sua origem estaria relacionada a solubilizagdo da dexametasona na
fase organica (cloroférmio) e recristalizacdo na forma de losangos, ap0s a evaporacao
do solvente durante a etapa de preparacdo das microparticulas. Para confirmar essa
hipotese, a dexametasona foi submetida ao processo e o0s cristais obtidos apés a
evaporacdo do solvente foram observados por microscopia Optica. Para fim de
comparagdo, também foram observados os cristais da dexametasona comercial. As

imagens podem ser observadas na Figura 17.
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A. B.

Figura 17. Cristais da dexametasona comercial e da dexametasona recristalizada.
Barra indicativa corresponde a 100 um.

Os cristais obtidos apdés a solubilizacdo da dexametasona em cloroférmio
seguida de evaporacao apresentam forma de losango (Figura 17 B), confirmando a
hipdtese de que os cristais observados nas amostras sdo derivados do farmaco néo

encapsulado.

Na Figura 18 estdo apresentadas as imagens obtidas das microparticulas
preparadas com acetato de dexametasona e se referem as formulacdes ADX-0-40,
ADX-1-40 e ADX-2-40 analisadas sob luz normal e polarizada. Observa-se que as
microparticulas apresentam formato esférico, bem como tamanhos menores, em
relacdo as microparticulas das formulagdes sem farmaco ou contendo dexametasona,

analisadas anteriormente.

Examinado-se o grupo de imagens obtidas sob luz polarizada (Figura 18 B, D e
F) é possivel constatar a presenca de alguns cristais livres, em formato de agulha,
presentes na formulagdo ADX-0-40. No entanto, esses cristais livres ndo foram
evidenciados nas formulagdes ADX-1-40 e ADX-2-40. A auséncia de estruturas
cristalinas livres indicaria que a presenca de PCL nessas duas formulagbes estaria

favorecendo a encapsulacao do farmaco na fase polimérica do sistema.

76



£ 28—

Figura 18. Microparticulas contendo acetato de dexametasona, referentes as
formulagdes ADX-0-40, sob luz normal (A) e polarizada (B); ADX-1-40, sob luz normal
(C) e polarizada (D) e ADX-2-40, sob luz normal (E) e polarizada (F). Barra indicativa
corresponde a 100 um.

O uso de blendas para aprimorar as caracteristicas de sistemas de liberacdo de
farmacos tem demonstrado resultados efetivos (Pitt et al., 1991). A encapsulacao de
farmacos pode ser aumentada devido a maior compatibilidade apresentada entre o
farmaco e a blenda do que aquela verificada empregando-se o0s polimeros

isoladamente (Yeh et al., 1995).
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5.2.3 Microscopia eletrénica de varredura

A fim de avaliar a influéncia do aumento do volume da fase organica sobre as
caracteristicas superficiais (topografia, poros, cristais) das microparticulas, as amostras
foram observadas por MEV. A Figura 19 apresenta as imagens obtidas, com aumentos
de 800 e 1500 vezes das formulacbes sem farmaco FB-0-40, FB-1-40 e FB-2-40.

As microparticulas obtidas com 40 mL de fase organica apresentaram superficie
rugosa e foram observados poros na superficie de todas as formulacdes. As
formulagcdes FB-0-40 e FB-1-40 apresentaram caracteristicas de superficie
semelhantes, enquanto que a formulacédo FB-2-40 demonstrou superficie com poros em

maior nimero e tamanho.

B S ERRU,  x1. 500 | o zakUl . X1:508 1o ZekY _Foi-5ee " 10am
el ]

Figura 19. Fotomicrografias de varredura das formulacées FB-0-40 (A e B), FB-1-40 (C
e D) e FB-2-40 (E e F), observadas em aumento de 800 vezes (A, C e E) e de 1500
vezes (B, D e F).

Na Figura 20 podem ser visualizadas as microparticulas referentes as
formulagdes contendo dexametasona (DX-0-40, DX-1-40 e DX-2-40) em aumento de
800 vezes. Nessas formulacdes verifica-se a presenca de cristais, os quais foram

previamente relacionados ao farmaco ndo encapsulado. Nao foi possivel evidenciar a
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formagdo de poros em decorréncia do aumento da concentragdo de PCL nas
formulacgdes.

B. C.

Figura 20. Fotomicrografias de varredura das formulagées DX-0-40 (A), DX-1-40 (B) e
DX-2-40 (C), observadas em aumento de 800 vezes.

As microparticulas contendo acetato de dexametasona, referentes as
formulagdes ADX-0-40, ADX-1-40 e ADX-2-40 estdo representadas na Figura 21, em
aumentos de 800 vezes. Estas imagens evidenciam a superficie porosa das
microparticulas e a presenca de cristais em formato de agulha na amostra ADX-0-40,
indicados por setas na Figura 21 A. Por outro lado, nas formulacbes ADX-1-40 e ADX-
2-40 (Figura 21 B e C) n&o sao observados cristais livres.

Figura 21. Fotomicrografias de varredura das formulagdes ADX-0-40 (A), ADX-1-40 (B)
e ADX-2-40 (C), observadas em aumento de 800 vezes.

Os resultados de microscopia demonstram que houve, provavelmente, maior
associacdo do acetato de dexametasona a matriz das microparticulas ADX-1-40 e ADX-
2-40, constituidas de blendas de P(HBHV) e PCL. A causa deste comportamento pode
estar relacionada a diferenca de solubilidade entre a PCL e o P(HBHV) na fase
organica, relatada por Embleton e Tighe (1993). Desse modo, durante a etapa de
formacédo das microparticulas, a difusdo do solvente organico para fora das goticulas da

by

emulsdo levaria a precipitacdo do polimero menos soluvel (PCL). O aumento da
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viscosidade no interior da goticula reduziria a mobilidade tanto do polimero quanto do
farmaco encapsulado, diminuindo sua difusdo para a fase aquosa. A seguir, a
evaporacao do solvente remanescente levaria a precipitacdo do P(HBHV) que esta em
maior proporcdo e que formard a estrutura da microparticula. Por outro lado, no
momento da formacdo das microparticulas constituidas apenas por P(HBHV), a
precipitacdo do polimero seria mais lenta, permitindo a difusdo do acetato de
dexametasona para fora da matriz e formacéo de cristais na fase continua aquosa.
Esse mecanismo de formagdo da estrutura das microparticulas obtidas por
emulsificagéo/evaporacdo de solvente, considerando a diferenga de solubilidade dos
polimeros constituintes da blenda, foi abordado também por Babak e colaboradores
(2004). Os autores ressaltaram a possibilidade de obtencdo de microparticulas com
uma nanoestrutura espacialmente organizada mediante o ajuste de parametros de

processo como, por exemplo, a velocidade de evaporacéo do solvente.

A Figura 22 apresenta as microparticulas das formula¢cdes ADX-1-40 e ADX-2-40
em aumento de 1500 vezes, onde é possivel observar a presenca de cristais finamente

dispersos, presentes na superficie das microparticulas.

D ———
18 mm

Figura 22. Fotomicrografias de varredura das formulagcbes ADX-1-40 (A) e ADX-2-40
(B), observadas em aumento de 1500 vezes.

A ocorréncia de cristais na superficie das microparticulas poliméricas ADX-1-40 e
ADX-2-40 também poderia estar relacionada a baixa viscosidade da fase organica, em

funcédo do elevado volume de solvente (40 mL) que permitiria a migracdo dos cristais
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para a interface da goticula, durante a extracdo do solvente. Devido a insolubilidade do
farmaco na fase externa aquosa, 0s cristais permaneceriam na interface até o
enrijecimento da particula. Este fendbmeno foi relatado anteriormente em estudos
empregando emulsificacado/evaporacédo de solvente (Gibaud et al., 2002; Birnbaum et
al., 2000).

5.2.4 Avaliacdo da distribuicdo de tamanhos por difratometria de laser

Com o intuito de determinar a distribuicdo de tamanhos das microparticulas e
verificar a influéncia da composicdo dos sistemas sobre essa caracteristica, a
distribuicdo granulométrica foi realizada por difratometria de laser apds a disperséao das
microparticulas em agua e polissorbato 80. Os valores de d(0,1), d(0,9), D[4,3] e span

estdo expressos na Tabela 10.

Tabela 10. Medidas de tamanho das microparticulas.

d(0,1) d(0,9) D[4,3]
Formulagcdes Span
(nm) (nm) (nm)
FB-0-40 31 161 90 2,0
FB-1-40 38 123 81 1,3
FB-2-40 34 148 86 1,8
DX-0-40 33 131 75 15
DX-1-40 46 143 88 1,2
DX-2-40 37 135 79 14
ADX-0-40 32 148 87 1,7
ADX-1-40 39 138 91 1,4
ADX-2-40 54 196 116 1,3

A andlise do percentual de volume versus tamanho de particula gerou uma curva

de distribuicdo normal para todas as amostras, indicando a ocorréncia de apenas uma
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populacdo de particulas (Martin, 1993). Os tamanhos expressos por d(0,1) ficaram

entre 31 e 54 um e os tamanhos expressos por d(0,9) entre 123 €196 pum.

Os tamanhos médios de todas as amostras permaneceram entre 75 e 116 um,
sendo que as particulas de maior tamanho foram aquelas provenientes das
formulagdes ADX-1-40 e ADX-2-40. O valor de span refere-se a faixa de distribuicdo de
volume. Este parametro indica a dispersdo e apresentou valores menores do que 2,
atestando a distribuicdo estreita das amostras (Chen e Davis, 2002). Os valores de
diametro médio de particula situam-se dentro das estimativas encontradas em trabalhos
que fazem uso da técnica de emulsificacdo/evaporacdo de solvente (O’Donnell e
McGinity, 1997; Hickey et al., 2002; Rosca et al., 2004; Siepman et al., 2004; Song et
al., 2005).

Para as microparticulas sem farmaco e para aquelas contendo dexametasona
nao houve influéncia da composicao das microparticulas (presenca e concentracao de
PCL) e nos valores de diametro médio [ANOVA (p > 0,05)]. Por outro lado, nas
amostras contendo acetato de dexametasona houve uma tendéncia de correlagéo entre

o diametro de particula e o percentual de PCL na formulacéo (r = 0,923).

5.2.5 Avaliagcdo da area superficial

A determinacgdo dos valores de area superficial das microparticulas é importante
e pode variar tanto em funcdo do tamanho de particula quanto pela presenca de poros
na estrutura. A area superficial de microparticulas é uma caracteristica que permite

explicar o comportamento de liberacao de farmacos associados (Martin, 1993).

A analise das isotermas de adsorcéo de nitrogénio levou aos resultados de area
superficial das amostras que estdo expressos na Tabela 11. As microparticulas das
formula¢gdes sem farmaco (FB-0-40, FB-1-40 e FB-2-40) apresentaram valores de area

superficial de 15, 21 e 26 m?/g, respectivamente. Com o aumento do percentual de PCL
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na blenda houve aumento da area superficial. Estes resultados estdo de acordo com
aqueles relatados na literatura para microparticulas de PHB, P(HBHV) e blendas de
P(HBHV):PCL, preparadas por emulsificacdo/evaporacéo de solvente (Maia et al.,2004;
Ré et al., 2004).

Comparando-se os resultados de area superficial das microparticulas sem
farmaco (FB-0-40, FB-1-40 e FB-2-40) com aquelas referentes as formulacdes
contendo dexametasona (DX-0-40, DX-1-40 e DX-2-40) verificou-se um aumento
significativo nos valores. E possivel que a presenca de cristais de farmaco livre de
dexametasona, visualizados por microscopia (Figura 16) tenha sido responséavel por

este resultado.

Tabela 11. Area superficial, coeficiente de determinacéo e concentracdo de farmaco
nas microparticulas.

Formulacées (%) Area superficial (m?/g) r°
FB-0-40 15 0,9580
FB-1-40 21 0,8860
FB-2-40 26 0,8470
DX-0-40 174 0,9527
DX-1-40 190 0,9948
DX-2-40 124 0,8915
ADX-0-40 43 0,8019
ADX-1-40 28 0,9875
ADX-2-40 22 0,9164

As formulagbes contendo acetato de dexametasona (ADX-0-40, ADX-1-40 e
ADX-2-40) apresentaram valores de &area de 43, 28 e 22 m?/g, respectivamente.
Verificou-se que houve um decréscimo nos valores de area superficial nas amostras
contendo PCL, apesar das andlises por microscopia terem demonstrado haver aumento
da porosidade das microparticulas, decorrente do incremento de PCL nas formulacoes.
Para explicar esse resultado, foi sugerida a hipétese de que, conforme a fracdo de PCL

na blenda foi aumentada, haveria uma maior afinidade do acetato de dexametasona ao
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sistema polimérico. Esse comportamento estaria levando ao preenchimento dos poros

da estrutura pelo farmaco.

A fim de determinar as interacdes entre os polimeros e entre o farmaco e os
polimeros nas microparticulas, foram realizadas as caracterizagbes por calorimetria

exploratoria diferencial.

5.2.6 Calorimetria exploratéria diferencial

Considerando a presenca de cristais observados por microscopia e a estrutura
polimérica das microparticulas € relevante avaliar tanto a influéncia do farmaco, quanto
do processamento e da composicdo da blenda sobre as propriedades térmicas dos
sistemas. Dessa forma, as matérias-primas, as misturas fisicas (empregadas nas
proporcdes presentes em cada formulacédo) e as microparticulas foram submetidas ao
aquecimento de —20 a 300 °C, com taxa de 10 °C/minuto. Os parametros térmicos
foram obtidos durante o primeiro aquecimento para prevenir que mudancas
morfologicas afetassem a interpretacdo dos eventos. Os termogramas estdo
apresentados nas Figuras 23, 24, 25 e 26 e 0s respectivos resultados de temperatura
de fusdo (Tm) do P(HBHV) e da PCL e de temperatura de transicao vitrea (Tg) do
P(HBHV) estdo compilados nas Tabelas 12, 13, 14 e 15. A Tg da PCL né&o foi
determinada uma vez que relatos na literatura demonstraram a dificuldade de deteccédo
desta transicdo, em blendas de PHB e PCL (Kumagai e Doi, 1992). Os valores de Tg
encontrados em estudos utilizando a PCL demonstraram valores em torno de —70 °C
para o polimero analisado individualmente (Kumagai e Doi, 1992; Vogelsanger et al.,
2003).

A temperatura de fusao do P(HBHV), analisado individualmente, foi de 171 °C
(Figura 23). O processo de obtencdo das microparticulas levou a formacdo de dois
picos de fuséo para o P(HBHV) (Figuras 24, 25 e 26). Esse comportamento pode estar

relacionado com a diferenca de tratamento a que o polimero foi submetido (Sandor et
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al., 2002). Assim, a historia térmica do P(HBHV) durante a obtencdo da matéria-prima
foi diferente daquela ocorrida durante a preparagdo das microparticulas por
emulsificacdo/evaporacdo de solvente. Além disso, verificou-se que houve uma leve
reducdo nos valores de temperatura de fusdo dos picos referentes ao P(HBHV) nas
formula¢gdes contendo farmacos, principalmente nas microparticulas contendo acetato

de dexametasona.

MCAL/SEC

.00 {00  40.00 0.0 160.00 130.00 180.00 190.00  220.00  20.00  280.00

TEMPERATURE (C)

Figura 23. Termograma do P(HBHV) individualmente (A), das misturas fisicas
P(HBHV):PCL [90:10 (m/m)] (B) e P(HBHV):PCL [80:20 (m/m)] (C) e da PCL
individualmente (D).
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Tabela 12. Valores de temperatura de fusdo (Tm) do P(HBHV) e da PCL e temperatura
de transicao vitrea (Tg) do P(HBHV) nas matérias-primas e misturas fisicas.

Tm (°C) Tg (°C)
PHBHV
Componentes PCL PHBHV
P2 P1

P(HBHV) - 171 - -2,1
PCL - - 56 -
MFB-1 - 170,20 55,90 -
MFB-2 - 170,04 56,70 -

MFB-1 = P(HBHV):PCL [90:10 (m/m)]
MFB-2 = P(HBHV):PCL [80:20 (m/m)]

O pico de fusdo da PCL, analisada individualmente, foi de 56 °C (Figura 23).
Avaliando-se o comportamento térmico da PCL nas microparticulas constatou-se que
sua fuséo ocorreu entre 51 e 56 °C (Figuras 24, 25 e 26). As formulacdes contendo
acetato de dexametasona apresentaram temperaturas de fusdo da PCL (52 a 54 °C)
um pouco inferiores daquelas verificadas para o polimero puro e para as formulagdes

sem farmaco (56 °C).

ENDO>

MCAL/SEC

20,00 10.00 40,00 70.00 100, 00 120,00 160, 00 180, 00 220,00 250,00 280,00

TEMPERATURE (C)

Figura 24. Termograma das amostras FB-0-40 (A), FB-1-40 (B) e FB-2-40 (C).
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Tabela 13. Valores de temperatura de fusdo (Tm) do P(HBHV) e da PCL e temperatura
de transicao vitrea (Tg) do P(HBHV) nas formula¢gbes sem farmaco.

Tm (°C) Tg (°C)
PHBHV
Componentes PCL PHBHV
P2 P1
FB-0-40 160 172 - -2,4
FB-1-40 161 172 56 -2,9
FB-2-40 161 173 56 -2,5

Visando determinar a miscibilidade da blenda e a influéncia da presenca dos
farmacos na estrutura polimérica, a variagdo dos valores de temperatura de transicao
vitrea do P(HBHV) foram analisadas. A miscibilidade de uma blenda é indicada pela
aproximacao entre dos valores de Tg de cada um dos polimeros. Nas formulacdes FB-
0-40, FB-1-40 e FB-2-40 verificou-se que os valores de Tg permaneceram em torno de
-2,9 e —2,4 °C, sendo bastante préximos ao valor apresentado pelo P(HBHV) analisado
individualmente (-2,1 °C), demonstrando a imiscibilidade da blenda P(HBHV):PCL.
Dessa forma, pode-se considerar o sistema polimérico constituido por duas fases. Uma
delas contendo o P(HBHV) como principal componente e outra fase, dominada pela
presenca de PCL. Esse modelo de distribuicdo dos polimeros foi relatado por Embleton
e Tighe (1993) e os autores relacionaram essa segregacao a diferenca de solubilidade

de cada polimero na fase organica empregada na preparacéo das microparticulas.
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ENDO>

MCAL/SEC

-20.00 [N 0.m 00 10000 1300 16000 18000 .00 B0 2000

TEMPERATURE : (C)

Figura 25. Termograma das amostras DX-0-40 (A), DX-1-40 (B) e DX-2-40 (C).

Tabela 14. Valores de temperatura de fusao (Tm) do P(HBHV) e da PCL e temperatura
de transicao vitrea (Tg) do P(HBHV) nas formulacdes contendo dexametasona.

Tm (°C) Tg (°C)
PHBHV
Componentes PCL PHBHV
P2 P1
DX-0-40 160 171 - -1,1
DX-1-40 156 170 55 -5,0
DX-2-40 159 171 56 -2,6

O valor de Tg para o P(HBHV) analisado individualmente foi de —2,1 °C (Figura
12 e Tabela 23). As formula¢gbes DX-0-40, DX-1-40 e DX-2-40 apresentaram valores de
Tg do P(HBHV) de —-1,1, -5,0 e —2,6 °C, respectivamente. Nao houve variagdo evidente
na Tg do P(HBHV) em comparagdo com os valores apresentados pelas formulagbes

sem farmaco (em torno de —2,5 °C) (Figura 24 e Tabela 13).
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Figura 26. Termograma das amostras ADX-0-40 (A), ADX-1-40 (B) e ADX-240 (C).
Tabela 15. Valores de temperatura de fusao (Tm) do P(HBHV) e da PCL e temperatura

de transicdo vitrea (Tg) do P(HBHV) nas formulacbes contendo acetato de
dexametasona.

Tm (°C) Tg (°C)
PHBHV
Componentes PCL PHBHV
P2 P1
ADX-0-40 157 169 - 0,3
ADX-1-40 156 168 52 3,7
ADX-2-40 156 169 54 15

Por outro lado, nas formulacées ADX-0-40, ADX-1-40 e ADX-2-40 os valores de
Tg foram de 0,3, 3,7 e 1,5 °C, respectivamente, sendo bastante superiores aqueles
observados nas formula¢des sem farmaco ou contendo dexametasona. Esse acréscimo
dos valores de Tg verificados para as formulagBes contendo acetato de dexametasona
indicam que este componente estaria causando um efeito antiplastificante, reduzindo a
elasticidade e a flexibilidade do P(HBHV). O efeito antiplastificante esta relacionado
com a supressdo das relaxacdes secundarias, em particular as relaxacbes B que
ocorrem em temperaturas abaixo da Tg, envolvendo pequenos segmentos da cadeia

polimérica nas regies amorfas do polimero (Zorn et al., 1998). Existem relatos desse
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tipo de comportamento envolvendo solutos incorporados em matrizes poliméricas e
relacionam a elevacdo da Tg ao aumento da afinidade soluto-polimero. Este efeito
intensifica-se quando os parametros de solubilidade do soluto e do polimero sao
semelhantes (Slark, 1997; Garcia et al, 2004). Solutos que agem como
antiplastificantes apresentam algumas caracteristicas moleculares definidas, quais
sejam, baixa massa molar, estrutura relativamente planar e rigida e presenca de
atomos especificos, tais como halogénios, nitrogénio, oxigénio, entre outros (Slark,
1997). Pode-se sugerir que 0 acetato de dexametasona esteja interagindo com a
porcdo amorfa do P(HBHV), formando uma dispersdo molecular do farmaco nessa

matriz das microparticulas.

Os pontos de fusdo da dexametasona e do acetato de dexametasona,
analisados individualmente, foram 261 °C e 232 °C, respectivamente (Figura 27) e
estdo de acordo com dados de literatura para esses farmacos (Budavari, 1996). A fim
de avaliar o comportamento térmico dos cristais com formato de losango verificados por
microscopia Optica (Figura 17) apds a recristalizacdo do farmaco nas condicbes
empregadas no processo de emulsificacado/evaporacédo de solvente, essa amostra foi

analisada e o ponto de fusédo encontrado foi de 258 °C (Figura 27 C).

ENDO>

— |
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Figura 27. Termograma dos farmacos acetato de dexametasona (A), dexametasona (B)
e dexametasona submetida ao processo de emulsificacdo/evaporacéo de solvente (C).
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No que se refere a ocorréncia de pico relativo ao farmaco nas formula¢des DX-0-
40, DX-1-40 e DX-2-40, nao foi possivel observar a fusdo da dexametasona (Figura 25).
Este resultado foi devido a um evento endotérmico de degradacdo caracteristico do
polimero, em torno de 250 °C que impede a visualizacdo da temperatura de fusao da

dexametasona em torno de 361 °C (Quental e Felisberti, 2001).

Por outro lado, apesar de o acetato de dexametasona apresentar ponto de fusao
abaixo do evento de degradacéo do polimero, o pico referente a este farmaco também
nao foi observado nos termogramas das microparticulas ADX-0-40, ADX-1-40 e ADX-2-
40 (Figura 26). Com o intuito de testar se a andlise por DSC teria sensibilidade para
detectar a presenca de farmaco nas amostras, devido a sua concentracdo de 10,0 %
(m/m), foram preparadas misturas das microparticulas FB-2-40 com acetato de
dexametasona nas proporc¢des de 5 e 1 % (m/m) (Figura 28). Constatou-se que até 5 %
(m/m) é possivel observar-se a temperatura de fusdo do farmaco, porém, na mistura
contendo 1 % (m/m) de farmaco ndo se detecta seu pico de fusdo. Dessa forma, as
analises da série ADX sugerem que a fragdo de cristais nas microparticulas seria menor

do que 5 % (m/m).

ENDO>
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Figura 28. Termograma das amostras FB-2-40, adicionadas de 1 % (m/m) (A) e 5 %
(m/m) (B) de acetato de dexametasona.
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Além dos parametros térmicos de Tg e Tm, é possivel calcular-se a cristalinidade
(o) dos polimeros, empregando os valores de entalpia de fusdo fornecidos pelas
analises. A cristalinidade € um parametro que permite explicar a influéncia da
composi¢do da blenda e da presenca de farmacos sobre o crescimento dos cristalitos
durante a organizacdo das lamelas do polimero nas microparticulas. O calculo da
cristalinidade (equacao 5) envolve os valores de entalpia de fusdo experimental (AHs) de
cada polimero e a entalpia de fusdo no equilibrio (AH°) (PCL = 146 J/g e PHB = 142
J/g, Vogelsanger, 2003). Os valores de AH; e os resultados de cristalinidade do
P(HBHV), da PCL e das formulacdes estdo expressos na Tabela 16. Os valores de AH;
do P(HBHV) foram obtidos a partir da soma dos valores de entalpia de cada um dos

dois picos de fusao relativos a este polimero (P1 + P2).

AH
o, = x100 .
AH? (equacéao 5)

Tabela 16. Entalpias de fusdo e cristalinidades relativas do P(HBHV), da PCL e das
formulacgdes.

Componentes e AHs (J/9) o (%)
formulagdes ~ P(HBHV)(P1 + P2) PCL P(HBHV)(P1 + P2) PCL
P(HBHV) 41 - 29 -
PCL - 66 - 45
FB-0-40 47 - 33 -
FB-1-40 39 5,0 28 3,5
FB-2-40 49 13 34 8,6
DX-0-40 32 - 22 -
DX-1-40 28 4,0 20 2,5
DX-2-40 31 13 22 8,7
ADX-0-40 47 - 33 -
ADX-1-40 46 5,0 32 3,2
ADX-2-40 51 14 36 10
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Os valores de cristalinidade dos polimeros analisados individualmente foram de
45 % para a PCL e de 29 % para o P(HBHV). Os valores de cristalinidade do P(HBHV)
nas formulagbes FB-0-40, FB-1-40 e FB-2-40 foram, respectivamente, 33, 28 e 34 %.
Nas formulacbes DX-0-40, DX-1-40 e DX-2-40, a cristalinidade do P(HBHV) foi de 22,
20 e 22 %, respectivamente. Por sua vez, as formulagcdes ADX-0-40, ADX-1-40 e ADX-
2-40 apresentaram valores de cristalinidade do P(HBHV) de 33, 32 e 36 %. Verificou-se
para todas as formulagbes que a presenca de PCL nos sistemas néo influenciou nos
valores de cristalinidade do P(HBHV). Por outro lado, no que se refere aos resultados
de cristalinidade da PCL, em funcdo da presenca de P(HBHV), percebe-se que houve
uma reducgdo dos valores em funcdo do aumento do contetdo de P(HBHV) na blenda.
Assim, a PCL analisada individualmente apresentou cristalinidade de 45 % enquanto
que, nas microparticulas preparadas com blendas de P(HBHV):PCL 80:20 e 90:10
(m/m), a cristalinidade diminuiu para valores em torno de 10 e 3 %, respectivamente.
Esse comportamento foi independente da presenca ou do tipo de farmaco na
formulagédo, como pode ser visualizado na Figura 29.
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Figura 29. Efeito da presenca do P(HBHV) na cristalinidade da PCL.

Quanto a influéncia dos farmacos na cristalinidade dos polimeros, foi observado
que tampouco a presenca ou o tipo de farmaco afetaram essa propriedade sobre a
PCL. Entretanto, a dexametasona apresentou influéncia sobre a cristalinidade do

P(HBHV), conduzindo a reducédo dos valores. Essa influéncia causada pela adi¢do de
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moléculas nas regides cristalinas de matrizes poliméricas ja foi relatada na literatura e
foi relacionada as condigbes de cristalizagdo das cadeias poliméricas na presenca
destes aditivos. Dessa forma, a reducéo na cristalinidade causada pela dexametasona
estaria relacionada a localizacdo do farmaco nas fronteiras dos cristalitos, reduzindo o
seu crescimento. (Akhtar et al., 1992; Ginés et al., 1996).

Avaliando-se os resultados fornecidos pela andlise térmica, foi observada a
imiscibilidade da blenda, a influéncia marcante do acetato de dexametasona sobre a Tg
e a cristalinidade do P(HBHV) e a influéncia da presenca do P(HBHV) sobre a
cristalinidade da PCL. Por outro lado, a cristalinidade da PCL né&o foi modificada pela
presenca dos farmacos. Assim, pode-se supor que o0s farmacos estejam

preferencialmente associados aos dominios formados pelo P(HBHV).

5.2.7 Perfis de liberagcdo da dexametasona e do acetato de dexametasona em

erlenmeyer a partir das microparticulas

Objetivando avaliar o efeito das diferencas entre as formulagdes verificadas
durante a caracterizagao fisico-quimica sobre o perfil de liberacdo da dexametasona e
do acetato de dexametasona, a metodologia de dissolucgéo in vitro, em tampéao pH 7,4 a

37 °C fol realizada.

Estudos preliminares empregando o método de dissolugcdo em célula de fluxo
apresentaram limitacdes, especialmente para a avaliacdo da liberacdo do acetato de
dexametasona. Dessa forma, a fim de obter perfis adequados optou-se pela escolha do
método de liberacdo em erlenmeyer (Beck et al., 2004). Esta técnica permitiu, ao
mesmo tempo, obter coletas de pontos durante um intervalo prolongado de tempo e
possibilitou a protecao, frente a luz, do farmaco durante a dissolucdo. A Figura 30
demonstra os perfis de liberacdo da dexametasona, durante 360 minutos. A velocidade
de liberacdo do farmaco, a partir das microparticulas, foi superior aquela observada

para o farmaco puro. Os percentuais de farmaco dissolvido apés 1 e 2 horas de
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experimento estdo apresentados na Tabela 17. Observou-se que, apds uma hora de
experimento, houve liberacdo de mais de 50 % de dexametasona a partir das
microparticulas, enquanto que a liberacdo do farmaco comercial puro foi de apenas 18
%.
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Figura 30. Perfis de liberagdo da dexametasona comercial, recristalizada e a partir das
microparticulas.

Visando determinar se a diferenca entre os perfis de liberacdo das
microparticulas em relacdo a dexametasona comercial fora decorrente da alteracdo na
forma dos cristais do farmaco durante o processo de preparacdo, a dexametasona foi
submetida ao mesmo processo na auséncia dos polimeros. Apos a obtencdo dos
cristais de dexametasona pelo processo de emulsificacdo/evaporacdo de solvente, 0os
mesmos foram analisados através de microscopia Optica (Figura 17). Verificou-se a
formacéo de cristais em formato de losango, semelhante a apresentada pelos cristais
livres vistos nas formulagdes DX-0-40, DX-1-40 e DX-2-40 (Figura 16). Foi determinada

a dissolucédo desses cristais e verificou-se ndo haver diferenca significativa entre seu
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valor de eficiéncia de dissolucéo e os valores fornecidos pelas formulacdes DX-0-40 e
DX-1-40 (Tabela 17). A maior velocidade de dissolu¢do do farmaco recristalizado pode
estar relacionada a cristalinidade e a reducdo do tamanho dos cristais, apos a sua
dissolucdo em cloroférmio. Além disso, mediante andlise térmica do farmaco
processado, observou-se uma reducdo no ponto de fusdo em relacdo a dexametasona
comercial de 261,43 °C para 257,75 °C (Figura 27), que pode ser um indicio de
aumento da velocidade de dissolugcéo do cristal.

Tabela 17. Dissolucdo da dexametasona pura e a partir das formulacdes, apos 60 e 120
minutos de experimento.

Dissolucéo (%) + DP

Amostra

Apés 60 minutos Ap6s 120 minutos
DX-0-40 60+ 2,2 90+1,4
DX-1-40 70+ 3,1 88+ 2,7
DX-2-40 77+6,7 96 +5,2
Dexametasona comercial 18+ 3,4 28+2,9
dexametasona recristalizada 55+ 3,8 86 £ 3,0

A rapida liberacdo da dexametasona foi devida a presenca de cristais livres do
farmaco, evidenciados nos resultados de caracterizagcdo morfoldégica por microscopia
Optica e eletrdnica. Além disso, estas formulac6es apresentaram valores de area
superficial bastante elevados, permanecendo em torno de 124 a 190 m?/g, favorecendo

a dissolucao.

A equacdo que apresentou melhor ajuste matematico (Figura 31) aos perfis de
liberacdo obtidos foi a do modelo monoexponencial. Os parametros foram fornecidos
pela modelagem matemadtica realizada empregando o programa Micromath Scientific
Software®. Os valores de critério de selecdo do modelo (MSC), coeficiente de
correlacéo (r), constante de velocidade (k) e os tempos de meia-vida (t12) dos perfis

estdo apresentados a seguir (Tabela 17).

A composicao polimérica das microparticulas ndo influenciou as velocidades de

liberacdo da dexametasona [ANOVA (p>0,05)]. Porém, verificou-se uma tendéncia de

96



aumento dos valores das constantes de velocidade nas formulagbes com PCL (Tabela

18), sendo que esse aumento foi proporcional ao incremento deste polimero na blenda.

Tabela 18. Parametros obtidos empregando a modelagem dos dados a equacdo
monoexponencial.

Formulagdes MSC r k + DP t12 (Minutos)
DX-0-40 3,70 0,998 0,016 + 0,0010 43,8
DX-1-40 4,95 0,999 0,019 + 0,0090 36,9
DX-2-40 3,72 0,998 0,020 + 0,0050 35,5
dexametasona 2,74 0,989 0,0020 + 0,00010 346
dexametasona recristalizada 4,20 0,997 0,014 + 0,0040 49,5
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Figura 31. Ajustes graficos da equacao monoexponencial aos perfis de liberacéo.

No que se refere as formula¢cdes ADX-0-40, ADX-1-40 e ADX-2-40, considerando
os resultados de caracterizacdo obtidos até o momento, procurou-se estabelecer a
influéncia da composicdo das microparticulas nos perfis de liberacdo in vitro do
farmaco. O experimento de liberacdo do acetato de dexametasona foi conduzido até a

250 horas. A seguir, na Figura 32, estdo apresentados os perfis de dissolu¢cdo do
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acetato de dexametasona nado encapsulado e a partir das microparticulas das
formulagdes ADX-0-40, ADX-1-40 e ADX-2-40.

1104
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Figura 32. Perfis de liberacdo do acetato de dexametasona comercial, recristalizdo e a
partir das microparticulas.

O acetato de dexametasona, quando associado as microparticulas, apresentou
velocidades de dissolugdo menores do que aquelas demonstradas pelo farmaco néo
encapsulado. Para a formulacdo ADX-0-40, houve dissolucéo de 50 % do farmaco nas
primeiras 100 horas de experimento, seguida de uma liberagéo lenta até 250 horas. O
efeito burst verificado nas primeiras 24 horas foi atribuido a dissolugdo dos cristais
localizados externamente. Foi observado que as formulagcdes ADX-1-40 e ADX-2-40
apresentaram burst mais proeminente do aquele demonstrado pela formulacdo ADX-0-
40. Esse comportamento esta relacionado com a dissolu¢cdo da por¢cdo de farmaco
adsorvida as microparticulas. Foi observada, através de microscopia eletrbnica, a
ocorréncia de cristais livres na formulagdo ADX-0-40, cujo tamanho é bastante superior
aos cristais finamente dispersos na superficie das microparticulas das formulacdes
ADX-1-40 e ADX-2-40. Assim, a dissolucdo desses cristais menores foi mais rapida,
contribuindo para o maior burst evidenciado. Além disso, apesar de ndo ter havido
aumento nos valores de area superficial nas microparticulas de blendas de

P(HBHV):PCL, foi verificado por microscopia eletronica, um aumento na porosidade
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(macroporos) das microparticulas em funcédo do aumento da fracdo de PCL na blenda.
Essa caracteristica pode ter favorecido o acesso do meio de dissolugcdo a particula,

favorecendo a liberac¢édo do farmaco.

A fim de estabelecer as constantes cinéticas envolvidas na liberacéo foi realizada
a modelagem matematica dos perfis de liberacdo até 250 horas. A escolha do modelo
de melhor ajuste levou em consideracdo o critério de selecdo do modelo (MSC), o
coeficiente de determinacdo (r) e o ajuste grafico. Os parametros fornecidos pela
modelagem matematica feita empregando o programa Micromath Scientific Software®

estdo apresentados na Tabela 19 e na Figura 23.

Os resultados da modelagem matematica para o experimento indicaram um
melhor ajuste dos dados experimentais ao modelo biexponencial. As constantes
cinéticas k1 e k2 demonstraram diferenca significativa entre os valores apresentados
pelas trés formulagcdes [ANOVA (p<0,05)]. A fase rapida apresentou as seguintes
constantes cinéticas 0,052 h™, 0,085 h e 0,216 h™ para as formulagdes ADX-0-40,
ADX-1-40 e ADX-2-40, respectivamente. Foi verificado que o burst observado para as
formulagdes ADX-1-40 e ADX-2-40 foi mais rapido do que para a formulacdo ADX-0-40.
Essa liberagcdo mais rapida € explicada pelo percentual de farmaco adsorvido nas
microparticulas, referente ao parametro a, sendo que nas formulagcdes ADX-1-40 e
ADX-2-40 esse valor foi em torno de 60 % e na formulagcdo ADX-0-40 foi em torno de
40 %.

A fase sustentada esta relacionada a liberacdo da porcdo de farmaco disperso no
interior da particula e apresentou constantes cinéticas de 0,003 h™*, 0,006 h* e 0,017 h*
para as formulagbes ADX-0-40, ADX-1-40 e ADX-2-40, respectivamente. Verifica-se um
aumento nas velocidades de liberacdo conforme o percentual de P(HBHV) nas blendas
€ reduzido. Considerando que o farmaco esteja associado preferencialmente aos
dominios de P(HBHV) na blenda é possivel que aumento da liberacdo seja devido a
maior saturacdo do farmaco na matriz desse componente. Em estudos empregando
microparticulas poliméricas foi visto que o aumento da concentracdo do farmaco na
matriz polimérica & diretamente proporcional a sua difusdo a partir do carreador
(Higuchi, 1963; Kim, 2000).
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Tabela 19. Pardmetros obtidos empregando a modelagem dos dados a equacgdo
biexponencial.

Formulacéao Parametro X DP
MSC 4,02 1,19
r 0,987 0,015
a 0,382 0,052
ADX.0-40 0,582 0,064
k1 0,052 0,012
k2 0,003 5,8. 10"
t12 k1 (horas) 14,0 3,50
t12 k2 (horas) 270 66,7
MSC 3,80 0,020
r 0,990 0,002
a 0,574 0,123
ADX1.40 0,487 0,101
k1 0,085 0,022
k2 0,006 5,8. 10"
t1/2 k1 (horas) 8,51 2,07
t12k2 (horas) 123 13,3
MSC 4,43 0,909
r 0,993 0,004
a 0,604 0,095
ADX.2.40 0,494 0,136
k1 0,216 0,098
k2 0,017 0,006
t12k1 (horas) 3,65 1,48

t1/2k2 (horas) 43,5 16,9
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Os tempos de meia-vida da fase rapida foram de 14, 8 e 4 horas para ADX-0-40,
ADX-1-40 e ADX-2-40 e a fase de liberacdo sustentada foram de 270, 123 e 43 horas,
respectivamente. Para ambas as fases verificou-se que os tempos de meia-vida

diminuiram com o incremento de PCL nas formulacdes.
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Figura 33. Ajustes graficos da equacdo biexponencial aos perfis de liberacdo das
microparticulas e monoexponencial para o farmaco.

A Figura 34 apresenta as imagens das microparticulas apds terem sido
submetidas ao experimento até dissolugcdo completa do farmaco, ap0s incubacéo por

15 dias. E possivel evidenciar que ndo houve perda da forma ou alteracdes na estrutura
de poros.

Figura 34. Fotomicrografias de varredura das microparticulas ADX-0-40 (A), ADX-1-40
(B) e ADX-2-40 (C), observadas apds 100 % de liberacdo, em aumento de 1500 vezes.
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Além das imagens, foram realizadas medidas de area superficial das
microparticulas antes e ap0s o experimento de liberagdo (Tabela 20). Os valores de
area superficial obtidos apdés a liberacdo do farmaco foram bastante superiores

daqueles verificados para as amostras originais.

Tabela 20. Area superficial e coeficiente de determinacédo das microparticulas, antes e
apos o experimento de liberagéo.

) Area superficial (m?/g) r*
Formulagdes ‘ :
Antes Depois Antes Depois
ADX-0-40 43 192 0,802 0,903
ADX-1-40 27 226 0,988 0,879
ADX-2-40 21 182 0,916 0,971

Este aumento foi causado pela formacdo de poros adicionais, formados pela
liberacdo do farmaco encapsulado na matriz das microparticulas. Esta suposi¢do foi
feita considerando que, apos 15 dias de incubacao ndo haja degradacao significativa da
particula, como demonstrado em estudos relatados na literatura (Atkins e
Peacock,1997; Maia et al., 2004).

Finalmente, o estudo demonstrou que a modulacdo dos perfis de liberacdo do
acetato de dexametasona pode ser realizada pelo percentual de PCL adicionada nas
formulagdes, ou seja, quanto maior a concentracdo de PCL na blenda, mais rapida a
liberacdo desse farmaco. Além disso, pode-se produzir sistemas, nos quais a liberacao
do acetato de dexametasona foi sustentada. Os dados de modelagem sugerem que 40
a 60 % da concentracao inicial do farmaco contribuiram para o efeito burst, enquanto
que o restante foi responsavel pelos tempos de meia-vida entre 43 e 270 horas,
dependendo da concentracdo de PCL. Os dados de DSC sugerem que a por¢cao do
acetato de dexametasona que contribuiu para a liberacdo sustentada esteja

molecularmente dispersa na por¢cdo amorfa do P(HBHV).
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6. CONCLUSOES






Foram obtidas microparticulas de P(HBHV) e de blendas de P(HBHV):PCL
contendo dexametasona ou acetato de dexametasona através do método de
emulsificagdo/evaporacao de solvente, empregando-se razdes entre fase organica/fase

aquosa de 1:4 e 1:1 (v/v), com rendimento e eficiéncia de encapsulagao satisfatorios.

Houve diferenca entre os perfis de liberacdo da dexametasona até 360 minutos a
partir das microparticulas DX-0, DX-1 e DX-2 preparadas com razdo entre fase
organica/fase aquosa de 1:4 (v/v), em comparacao a dissolucdo do farmaco puro, em
funcdo da presenca de cristais de farmaco ndo encapsulado. Por outro lado, as
formulacbes ADX-0, ADX-1 e ADX-2 apresentaram reducao da liberacdo do acetato de

dexametasona em relacdo ao farmaco puro.

Os diametros de particula permaneceram em torno de 100 a 200 um e variaram
em funcdo do volume de fase organica e a area superficial foi afetada pelo percentual

de PCL na blenda e pela presenca de cristais do farmaco nas formulacdes.

O aumento da razdo entre fase organica/fase aquosa de 1:4 para 1:1 (v/v)
propiciou a obtencdo de microparticulas com maior eficiéncia de encapsulacdo nas
formulagdes ADX-0-40, ADX-1-40 e ADX-2-40. Entretanto, para as formulacdes DX-0-
40, DX-1-40 e DX-2-40, o aumento do volume de fase organica ndo demonstrou

aumento na encapsulacdo da dexametasona.

A andlise térmica das amostras demonstrou que o processo de obtencdo das
microparticulas alterou a estrutura cristalina do P(HBHV). A variacdo dos parametros
térmicos do P(HBHV) causada pela encapsulacdo dos farmacos denotou a associacao

preferencial do farmaco a este componente da blenda.

Os perfis de dissolugcdo da dexametasona a partir das microparticulas DX-0-40,
DX-1-40 e DX-2-40 apresentaram ajustes adequados ao modelo monoexponencial e

foram semelhantes aos perfis apresentados pelo farmaco recristalizado.
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Para as formulacdes ADX-0, ADX-1 e ADX-2 houve liberacdo sustentada do
farmaco por até 250 horas quando associado aos sistemas e os perfis de liberacédo
foram bifasicos. As fases rapidas apresentaram k1 de 0,052 h*, 0,085 h' e 0,216 h* e
as fases sustentadas apresentaram k2 de 0,003 h™, 0,006 h™* e 0,017 h* para as
formulacdes ADX-0, ADX-1 e ADX-2, respectivamente. O aumento das constantes de

liberacdo esteve relacionado ao aumento do percentual de PCL nas formulacdes.

O aumento da area superficial especifica das microparticulas apos a liberacao de
100 % do farmaco e os dados de DSC sugere que a porcao encapsulada do acetato de
dexametasona estad dissolvida na parte amorfa do P(HBHV) das microparticulas
(formulacdes ADX-0, ADX-1 e ADX-2).
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8.ANEXOS






Anexo 1 Validagédo

A validacdo analitica deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método
atenda as exigéncias das aplicacbes analiticas, assegurando a confiabilidade nos
resultados (Brasil, 2003).

Validacdo da metodologia analitica para determinagcdo da eficiéncia de

encapsulacao

A validacdo analitica seguiu os parametros indicados para a metodologia em questédo
propostos pelo ICH (1996). Os critérios empregados incluiram a especificidade, a

linearidade, a preciséo e a exatidao.

Linearidade

Os pontos da curva foram obtidos através da preparacdo de 3 solugdes de
dexametasona em cloroférmio, na concentragdo 0,5 mg/mL. A partir de cada uma
destas soluc¢des foram retiradas aliquotas e diluidas em cloroférmio, a fim de fornecer

solugdes nas concentracdes referentes aos pontos da curva.

As medidas de absorvéancia foram efetuadas no comprimento de onda de 260
nm. Na Figura Al estdo representados os espectros de varredura do cloroférmio, de
uma solucdo de microparticulas (FB-2-10) e da sobreposicdo dos espectros de uma
solucéo contendo 30 ug/mL de dexametasona e de uma solugcédo contendo 33,2 ug/mL

de acetato de dexametasona em cloroférmio.
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Figura Al Espectros de varredura do cloroférmio (A), de uma solucdo de

microparticulas sem farmaco em cloroférmio (B) e da dexametasona e acetato de
dexametasona sobrepostos em cloroférmio (C).
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A linearidade foi avaliada através da analise de regressdo dos minimos
quadrados de curvas-padrao, totalizando nove curvas contendo cinco pontos (10,0;
15,0; 20,0; 25,0; 30,0 e 35,0 ug/mL), cujas médias estdo apresentadas na Figura A2. As

leituras foram feitas em espectrofotdmetro (Instituto de Quimica — UFRGS).

0,7
0,6 1 y =0,0178x - 0,0064
R=0,9991
g 0,5
«
5 04
c
«O
2 0,3 -
(]
2
< 0,2
0,14
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Concentragéo (ug/mL)

Figura A2. Média das trés curvas, coeficiente de correlacdo médio e equacédo da reta.

O coeficiente de correlagéo foi maior do que 0,99, indicando linearidade funcional
entre a concentragcdo do analito e a relagdo Ax/Ap (Brasil, 2003). Os resultados foram
avaliados com base na andlise de variancia dos parametros, que estdo apresentados
na tabela Al.

Tabela Al. Parametros para avaliacao da curva de resposta da dexametasona.

Parametro Valor Limites de Confianca
F (desvio da linearidade) 0,666

Fiap (desvio da linearidade) 0,656

R 0,999

b (intersecéo) - 0,0064 -0,0265 a 0,0137

O valor de F da ANOVA da regresséo (0,666) foi maior que F tabelado, para o =
0,05, indicando a ajuste adequado a um modelo linear. Os limites de confianca da
interseccao incluiram o zero, excluindo a possibilidade de erro sistematico constante.

Além disso, a analise dos residuos ndo mostrou tendéncia na distribuicdo dos mesmos.
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1 Precisao

A precisdo foi verificada empregando amostras de microparticulas das
formulacdes DX-2 preparadas empregando razdo fase orgéanica/fase aquosa de 1:4
(v/v), com teor conhecido de dexametasona. Foram preparadas 3 solugdes contendo o
equivalente a 25,0 ug/mL de dexametasona. Para tanto foram pesadas massas
definidas de microparticulas (em funcdo do teor de farmaco contido na formulagéo)
correspondentes a 25 mg de dexametasona, transferidas para baldes de 100 mL e
solubilizadas em cloroférmio. As solucdes foram deixadas sob agitacdo por uma hora e
lidas em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 260 nm. As amostras foram
lidas contra uma solug¢do, em cloroférmio, contendo apenas microparticulas brancas
(FB-2) preparadas empregando razédo fase organica/fase aquosa de 1:4 (v/v). Foi
preparada uma solucdo-padrdo de dexametasona, em cloroférmio, na concentracao de

25,0 pg/mL. O procedimento foi realizado em triplicata e em dias diferentes.

A concentracdo de dexametasona presente nas amostras foi calculada, em
funcdo dos valores de absorvancia obtidos e da concentracdo da solugédo-padrdo de

dexametasona, empregando a seguinte formula:

_ AaxCp
Ap

Ca
Ca= concentragao da amostra (ug/mL)
Cp= concentracao da solucao-padrao (ug/mL)

Aa= absorvancia da amostra

Ap = absorvancia da solucao-padréo

A tabela A2 apresenta os valores de concentragdo obtidos das amostras e 0s desvios.
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Tabela A2. Concentracdes tedricas e reais, desvio padrao (DP) e desvio padréo relativo
(DPR) das amostras analisadas.

Concentracéo Concentracgbes Concentracoes op
DPR
do padréo obtidas médias obtidas
(ng/mL) (%)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Dia 1 25,0 22,3 22,6 22,0 22,3 0,30 1,2
Dia 2 25,0 25,9 25,7 25,2 25,6 0,36 14

Para atender as exigéncias de precisao, o valor de DPR nao deve ser superior a
5 % (Brasil, 2003).

2 Exatidao

A exatiddo foi verificada empregando amostras de microparticulas das
formulacbes DX-2 preparadas empregando razao fase organica/fase aquosa de 1:4
(v/v), com teor conhecido de dexametasona. Foram preparadas 3 solu¢gbes-amostra
(S1, S2 e S3), contendo o equivalente a 5,0 ug/mL de dexametasona. Para tanto foram
pesadas massas definidas de microparticulas (em funcéo do teor de farmaco contido na

formulacéo), transferidas para baldes de 100 mL e solubilizadas em cloroférmio.

Foi preparada uma solucdo referéncia de dexametasona, em cloroférmio, na
concentracdo de 0,5 mg/mL. Foram adicionados aliquotas crescentes da solucéo
referéncia de dexametasona nas solucbes-amostra, contemplando 3 concentracdes
(tabela A3). As solucdes foram mantidas sob agitacdo por uma hora e lidas em
espectrofotbmetro no comprimento de onda de 260 nm. As amostras foram lidas contra
uma solucéo contendo apenas microparticulas brancas (FB-2) preparadas empregando
razdo fase organica/fase aquosa de 1:4 (v/v). O procedimento foi realizado em duplicata
e em dias diferentes.
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Tabela A3. Volumes das aliquotas empregadas na preparacdo e concentracdes

finais das solugbes S1, S2 e S3.

Volumes de solugéo

Solucao-amostra _ o Concentracdo (ng/mL)
referéncia adicionados (mL)
S1 1,0 10,0
S2 4,0 25,0
S3 6,0 35,0

O percentual de recuperacdo de dexametasona presente nas amostras foi

calculado empregando-se a seguinte formula:

CT — AS)x100
SP

Ro6 |

R% = Percentual de recuperacdo da dexametasona
CT = Concentracgao tedrica (ug/mL)
AS = Concentracao final da solu¢cdo amostra (ug/mL)

SP = Concentra¢do da solucdo padréo adicionada (ug/mL)

Os valores obtidos na analise da exatiddo estdo expressos na tabela A4.
Considerando-se os resultados obtidos na validacdo dos parametros selecionados, a
metodologia de determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo da dexametasona por
espectroscopia na regido do ultravioleta encontra-se validada para os fins a que se

destina.
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Tabela A4. Concentracdes tedricas e reais, desvio padrdo, desvio padrao relativo e
recuperacao (R%) das amostras analisadas.

Concentracbes Concentragcdes Concentragdes op OPR
tedricas obtidas médias obtidas R %

(ng/mL) (%)

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Dial Dia2

10,0 10,3 10,8 10,5 0,35 3,33 105,0
25,0 25,0 25,5 25,2 0,35 1,39 100,8
35,0 37,0 36,6 36,8 0,28 0,76 105,1
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Anexo 2 Validagéo

Validacdo da metodologia analitica para a determinacado dos perfis de liberagéo

A validagdo analitica seguiu os parametros indicados para a metodologia em questao
propostos pelo ICH (1994). Os critérios empregados incluiram a linearidade, a precisao,

a exatidao e o limite de quantificacao.

3 Faixa de linearidade (Curva de Ringbom)

A faixa de linearidade foi estabelecida mediante a analise da média dos valores
de transmitancia (T) de solu¢des contendo diferentes concentragbes do farmaco. As
solugcbes foram preparadas a partir de uma solucdo estoque de dexametasona em
metanol, da qual foram retiradas aliquotas que foram subsequentemente diluidas em
tampéo fosfato pH 7,4. As concentra¢gdes das solugcbes analisadas foram 2,0; 3,0; 4,0;
5,0; 6,0; 9,0; 12,0; 15,0; 18,0; 21,0; 24,0; 27,0; 30,0; 33,0; 36,0; 39,0; 42,0; 45,0; 48,0;
51,0; 54,0; 57,0; 60,0; 63,0; 66,0; 69,0; 72,0 e 75,0 ug/mL. Os valores de 100 - T versus

log C estéo representados pela curva de Ringbom, na figura A3.
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Figura A3. Curva de Ringbom, obtida através dos valores de transmitancia e
concentracdo para avaliar a faixa de linearidade.

A faixa de linearidade encontrada foi referente aos valores de concentragdo entre
3 e 40 pg/mL.

4 Linearidade

Os pontos da curva foram obtidos através da preparacdo de 3 solucbes de
dexametasona em metanol, na concentracdo 0,5 mg/mL. A partir de cada uma destas
solugdes, foram retiradas aliquotas e diluidas em tampéo fosfato pH 7,4, a fim de

fornecer solugdes nas concentracdes referentes aos pontos da curva.

As medidas de absorvéancia foram efetuadas no comprimento de onda de 242
nm. Na Figura A4 estéo representados os espectros de varredura do tampao fosfato pH
7,4, de uma solucdo de microparticulas brancas (FB-2-10) em tampéao fosfato pH 7,4 e
a sobreposicdo dos espectros de uma solucdo contendo 30 ug/mL de dexametasona e
de uma solugéo contendo 33,2 ug/mL de acetato de dexametasona em tampéo fosfato
pH 7.,4.
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Figura A4 Espectros de varredura do tampédo fosfato (A), de uma solucdo de
microparticulas sem farmaco em tampdo (B) e da dexametasona e acetato de
dexametasona sobrepostos em tampéo fosfato (C).
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A linearidade foi avaliada através da analise de regressdo dos minimos
quadrados de curvas-padréo, totalizando nove curvas contendo cinco pontos (5,0; 10,0;

15,0; 20,0 e 25,0 ug/mL), cujas médias estao apresentadas na figura A5.
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Figura A5. Média das nove curvas, coeficiente de correlagdo médio e equacgéo da reta.

O coeficiente de correlagéo foi maior do que 0,99, indicando linearidade funcional
entre a concentracdo do analito e a relacdo Aa/Ap (Brasil, 2003). Os resultados foram
avaliados com base na andlise de variancia dos parametros, que estdo apresentados
na tabela A5.

Tabela A5. Parametros para avaliagdo da curva de resposta da indomentacina

Parametro Valor Limites de Confianca
F (desvio da linearidade) 1,27

Fiab (desvio da linearidade) 0,337

R 0,999

b (intersecao) - 0,0087 -0,0180 a 0,0007

Significativo para o = 0,05
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O valor de F da ANOVA da regresséao (1,27) foi maior que F tabelado, para o de
0,05, indicando a ajuste adequado a um modelo linear. Os limites de confianca da
interseccao incluiram o zero, excluindo a possibilidade de erro sistemético constante (p
> 0,05). Além disso, a analise dos residuos ndo mostrou tendéncia na distribuicdo dos

mesmos.

5 Precisao

A precisao foi verificada empregando amostras de microparticulas das formulagbes DX-
2, com teor conhecido de dexametasona. Foram preparadas 3 solu¢des contendo o
equivalente a 15 pg/mL de dexametasona. Para tanto foram pesados cerca de 25 mg
de microparticulas, transferidas para baldo de 100 mL e solubilizadas em uma mistura
metanol:tamp&o 7,4 (20:80 v/v). As solucbes foram deixadas sob agitacao por uma hora
e lidas em espectrofotometro no comprimento de onda de 242 nm. Foi preparada uma
solucdo-padrdo de dexametasona, em metanol:itampdo pH 7,4 (20:80 v/v), na
concentragdo de 15,0 pg/mL. O procedimento foi realizado em triplicata e em dias

diferentes.

A concentracdo de dexametasona presente nas amostras foi calculada, em funcéo dos
valores de absorvancia obtidos e da concentracdo da solucdo-padrdo de

dexametasona, empregando a seguinte formula:

_ AaxCp
Ap

Ca

Ca= concentragao da amostra (ug/mL)

Cp= concentracéo da solucao-padrao (ug/mL)
Aa= absorvancia da amostra

Ap = absorvancia da solucao-padréo
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A tabela A6 apresenta os valores de concentracdo obtidos das amostras e
os desvios.

Tabela A6. Concentracdes tedricas e reais, desvio padréo e desvio padrao relativo das
amostras analisadas.

Concentracéo Concentracbes Concentracoes
. _ o _ DP DPR
do padréo obtidas meédias obtidas
(ng/mL) (%)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Dia 1 15,0 13,8 13,6 14,2 13,9 0,30 2,2
Dia 2 15,0 12,8 13,6 13,0 13,1 0,42 3,2

Para atender as exigéncias de precisao, o valor de DPR nao deve ser superior a 5
% (Brasil, 2003).

6 Exatidao

A exatidao foi verificada empregando amostras de microparticulas da formulacéo
DX-2, com teor conhecido de dexametasona. Foram preparadas 3 solu¢des-amostra
(S1, S2 e S3), contendo o equivalente a 2,5 ug/mL de dexametasona. Para tanto foram
pesadas massas definidas de microparticulas e solubilizadas em uma mistura
metanol:tampéo 7,4 (20:80 v/v).

Foi preparada uma solucdo referéncia de dexametasona, em uma mistura
metanol:tampéo 7,4 (20:80 v/v), na concentragdo de 250 ug/mL. Foram adicionados
aliquotas crescentes desta solugéo referéncia de dexametasona nas solucées-amostra,
contemplando 3 concentracdes (tabela A7). As solu¢cbes foram mantidas sob agitacédo
por uma hora e lidas em espectrofotometro no comprimento de onda de 242 nm. As
amostras foram lidas contra uma solu¢cdo contendo apenas microparticulas brancas

(FB-2). O procedimento foi realizado em duplicata e em dias diferentes. Este parametro
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foi avaliado em 3 dias diferentes a fim de obter resultados de recuperagdo mais

representativos.

Tabela A7. Volumes das aliquotas empregadas na preparacdo e concentracdes

finais das solugbes S1, S2 e S3.

Volumes de solugéo

referéncia adicionados (mL) Concentragao (ug/mL)

Solug&o-amostra

S1 1,0 5,0
S2 5,0 15,0
S3 9,0 25,0

O percentual de recuperacdo de dexametasona presente nas amostras foi

calculado empregando-se a seguinte formula:

(CT — AS)x100
SP

R% =

R% = Percentual de recuperacdo da dexametasona
CT = Concentracgdo tedrica (ug/mL)
AS = Concentracao final da solu¢cdo amostra (ug/mL)
SP = Concentragao da solucao padréo adicionada (ug/mL)
Os valores obtidos na andlise da exatiddo estdo expressos na tabela A8.

Tabela A8. Concentragdes tedricas e reais, desvio padréo, desvio padrao relativo e
recuperacdo das amostras analisadas.

Concentracoes Concentracoes Concentracoes P
DPR
tedricas obtidas médias obtidas R %
(ng/mL) (%)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Dial Dia2 Dia3
5,0 47 44 45 4,5 0,15 3,3 90,0
15,0 13,9 129 14,2 13,7 0,68 4,9 91,3
25,0 22,0 209 243 22,4 1,7 7,59 89,6
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7 Limite de quantificacéo

O limite de quantificacdo (LQ) foi avaliado, pois a metodologia de determinacéo
dos perfis de liberacdo apresenta, algumas vezes, valores de concentracdo do farmaco
bastante baixos, especialmente nos ultimos pontos de coleta.

O limite de quantificacdo é a menor quantidade do analito, em uma amostra, que
pode ser determinada, com precisdo e exatiddo aceitas sob condi¢cbes experimentais

estabelecidas. Pode ser expresso pela equacao:

_ Dpx10
IC

LQ

DP = desvio padrdo do intercepto com o eixo Y da curva padréo

IC = Inclinacdo da curva padréo

O limite de quantificacdo tedrico obtido empregando-se a equag¢do acima e 0s
valores das curvas de calibragdo da linearidade foi de 1,6 ug/mL, correspondendo a
uma absorvancia de 0,054 A. A partir deste valor, foram construidas curvas padrao

contendo valores proximos ao LQ, a fim de determinar experimentalmente tal limite.

Intercepto, inclinagdo e coeficiente de correlacdo foram determinados e estdo
apresentados na figura A6.
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Figura A6. Curva padrao contendo concentragfes proximas ao suposto LQ.
Para avaliar a linearidade também se pode considerar DRP dos pontos (tabela

A9), admitindo-se até 5 % para os pontos da curva padréo (Brasil, 2003).

Tabela A9. Coeficientes de variacdo intradia e interdias de cada ponto da curva padrao.
DPR % (intradia)

Pontos (ng/mL)

Curva 1 Curva 2
1,0 2,9 4,3
15 2,1 3,4
2,0 0,8 4,3
2,5 3,9 3.4
3,0 3,8 3,8

O LQ foi de até 1,0 ug/mL, correspondente a uma absorvancia proxima de 0,035
A. Considerando-se os resultados obtidos na validacdo dos parametros selecionados, a
metodologia de determinacdo dos perfis de liberacdo da dexametasona por
espectroscopia na regido do ultravioleta, encontra-se validada para os fins a que se
destina.
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