UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CAMPUS DE ARARAQUARA

MICROPARTICULAS DE ACIDO POLI LATICO-
CO-GLICOLICO OBTIDAS POR “SPRAY DRYING”
PARA LIBERACAO PROLONGADA INTRA-OCULAR
DE FARMACOS

ARNOBIO ANTONIO DA SILVA JUNIOR

ORIENTADOR: Prof. Dr. Anselmo Gomes de Oliveira

ARARAQUARA - SP
2008



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CAMPUS DE ARARAQUARA

MICROPARTICULAS DE ACIDO POLI LATICO-
CO-GLICOLICO OBTIDAS POR “SPRAY DRYING”
PARA LIBERACAO PROLONGADA INTRA-OCULAR
DE FARMACOS

ARNOBIO ANTONIO DA SILVA JUNIOR

Tese apresentada ao Programa de Poés-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Area de
Pesquisa e Desenvolvimento de Farmacos e
Medicamentos, da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, UNESP, como parte dos
requisitos para obtencéo do Titulo de Doutor em

Ciéncias Farmacéuticas.

ORIENTADOR: Prof. Dr. Anselmo Gomes de Oliveira

ARARAQUARA — SP
2008



Silva Junior, Arnébio Antbnio da

Microparticulas de &cido poli latico-co-glicélico obtidas por “spray drying” para
liberagdo prolongada intra-ocular de farmacos / Arnébio Antbnio da Silva

Junior, 2007. 179p.

Tese de Doutorado. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Estadual Paulista.

Orientador: Prof.Dr. Anselmo Gomes de Oliveira.

1. Liberacdo intra-ocular de farmacos; 2. Microparticulas
biodegradaveis; 3. Radiacdo gama; 4. “Spray drying” 5. acido poli

latico-co-glicélico (PLGA) 6. triancinolona; 7. ciprofloxacino.




Pigina de Aprovagdo i

ARNOBIO ANTONIO DA SILVA JUNIOR

“MICROPARTICULAS DE ACIDO POLI LATICO-CO-GLICOLICO
OBTIDAS POR “SPRAY DRYING” PARA LIBERACAO
PROLONGADA INTRA-OCULAR DE FARMACQOS”

A Comissao Julgadora dos trabalhos de defesa da Tese de Doutorado, em
sessdo publica realizada em 11/04/2008, consideraram o candidato: Arnobio

Antdnio da Silva Junior

( ) REPROVADO (X) APROVADO

Prof. Dr. Anselmo Gomes de Oliveira

Profa. Dra. Maria Helena Andrade Santana

Prof. Dr. Vitor Hugo Sarmento

Prof. Dr. Acécio Alves Souza de Lima Filho

Profa. Dra. Leila Aparecida Chiavacci

Arnébio Anténio da Sifva Tinior



Prélogo i

PROLOGO

Em 1997 ingressei no curso de Farmécia da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte, onde rapidamente apaixonei-me pela profissdo farmacéutica e tive
a oportunidade de conviver com seres humanos fantasticos que me influenciaram
bastante dentro da escola farmacéutica e em minha concepcédo de vida. L4, tive a
oportunidade de desenvolver varias atividades académicas, entre as quais, a
descoberta da docéncia, ministrando aulas de biologia e matematica em escolas da
rede estadual de ensino. Em pouco tempo ja me definia como um futuro “profissional
do medicamento”, pois sempre acreditei na forca de transformag¢do da Industria
Farmacéutica, graduando-me em Farmacia em 2001 e concluindo a Habilitagdo em
Farmacia Industrial de Medicamentos em 2002, também na UFRN. No mesmo ano,
tive a oportunidade de conhecer o prof. Dr. Anselmo Gome de Oliveira, pessoa pela
qual tenho grande admiracdo por sua histéria de vida e pela capacidade de
realizacdo dentro das Ciéncias Farmacéuticas, que naquele ano, ao me falar de
suas linhas de pesquisas, fez acender ainda mais o interesse pelas atividades de
pesquisa, o qual resultou em minha vinda para o estado de Sdo Paulo em 2003. No
mesmo ano, tive a oportunidade de ingressar no curso de Mestrado em Ciencias
Farmacéuticas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara. Nesta
etapa, conheci pessoas de uma espetacular formacdo cientifica e humanistica, e
pude desfrutar das companhias e de um intenso aprendizado.

Em 2005, iniciei este trabalho como parte dos requisitos fundamentais para o
doutoramento em Ciéncias Farmacéuticas. Procurei me empenhar ao maximo e
espero que as informacgdes que o leitor aqui encontre consigam contribuir para os
seus trabalhos, da mesma forma como contribuiram para minha formacéo
académica dentro das Ciéncias Farmacéuticas. Procurei descrever as atividades de
pesquisa de forma objetiva, porém tentando apresenta-las de uma forma leve e de
facil compreeenséo. Os capitulos | e Il apresentam de forma resumida, um pouco da
historia sobre os trabalhos desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa na presente
década e a fundamentacéo tedrica necessaria para realizacdo do presente trabalho.
Os capitulos lll, IV e V apresentam o0s resultados experimentais, em ordem
cronoldgica de execucado dos estudos, conforme o planejado no inicio deste trabalho
em 2005.
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Prologo iv

Este tempo de crescimento cientifico, proporcionado pela realizacdo deste
trabalho, trouxe-me também grande evolucdo espiritual, reflexdo pela qual me fez
entender algumas das verdadeiras atribuicdes das pessoas que fazem a academia e
a pesquisa dentro de nosso pais. Um pais paradoxal, onde pessoas tdo pobres
convivem ao lado de tanta riqueza e como uma nacgao tao potente consegue ser ao
mesmo tdo dependente de outras.

Em 2006 o Brasil viu formados mais de 10.000 doutores. No ano de 2007, a
area de Pesquisa e Desenvolvimento de Farmacos e Medicamentos foi classificada
pelo Ministério de Ciéncia e Tecnologia-MCT como area estratégica para o
desenvolvimento técnolégico do pais, com a atribuicAo de recursos financeiros
especificos para a formacdo de recursos humanos especializados nesta area de
pesquisa, ha muito ja “abracada” por paises com alto indice de Desenvolvimento
Humano e ecbnomico.

Acontecimentos recentes demonstram o potencial tecnolégico de nosso pais
e sua capacidade de desenvolvimento como uma nacéo igualitaria e democréatica.
Para isso, torna-se necessaria a aplicacdo de todos o0s seus recursos humanos
capazes de gerar a transformacéo (Educadores, Professores e Pesquisadores), que
deve transpor as barreiras dos laboratorios e salas de aula e permear a nossa
sociedade, tornando-se ndo somente uma qualidade mas uma obrigagéo de todos.

Gostaria de expor aqui 0 meu muito obrigado a toda a nacao brasileira que
através de seus impostos, contribuiram para a realizacdo deste trabalho, o qual
considero ndo somente uma vitoria pessoal, mas de todos, esperando que um dia
possa devolver grande parte do que ganhei com a sua realizacéo.

w

Faco minhas as palavras de Ariano Suassuna ““O nosso pais estd em um fluxo
rigido e constante de transformacdo rumo a uma coisa muito boa. Ndo me considero um
pessimista, pois este é mediocre, também ndo me considero um otimista, pois este muitas

vezes torna-se ingénuo, mas sigo tranquilamente no grupo dos realistas animados’.

Arnébio Antonio da Silva Junior.
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Epigrafe

EPIGRAFE

A sabedoria inspira vida aos seus filhos;

ela toma sob sua protecdo aqueles que a procuram;

ela os precede no caminho da justia.

Aquele que a ama, ama a vida;

aqueles que velam por encontrd-la sentirdo sua dogura.
Agqueles que a possuem terdo a vida como heranga,

e Deus abengoard todo lugar onde ele entrar.

Agqueles que a servem serdo obidientes ao Santo;
aqueles que a amam serdo amados por Deus.

Aquele que a ouve julgard nagoes;

aquele que é atento em contempld-la permanecerd seguro.
Quem nela pée sua confianga té-la-d como heranga

e sua posteridade a possuird,

pois na provagdo ela anda com ele,

e escolhe-o em primeiro lugar.

Ela traz-lhe temor, o pavor e a aprovagdo.

Ela o atormenta com sua penosa disciplina,

até que, tendo-o experimentado nos seus pensamentos,
ela possa confiar nele.

Entdo ela o pord firme, voltard a ele em linha reta.
Ela o cumula de alegria, desvenda-lhe seus segredos

e enriquece-o com tesouros de ciéncia, de inteligéncia e de justica.
Porém se ele se transviar, ela o abandonard

E o entregard as mdo do seu inimigo.

Livro do Eclesidstico

capitulo 4, versiculos 12-22.
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Resumo X

RESUMO

O presente trabalho teve o objetivo obter mediante a técnica de “spray drying”, dois
sistemas microparticulados a base de acido poli latico-co-glicélico (PLGA) capazes
de proporcionar niveis terapéuticos do farmaco administrado nos tecidos
intraoculares. O primeiro sistema foi desenvolvido para o ciprofloxacino (CP), que &
uma quinolona de segunda geracdo, para o uso em profilaxia e tratamento de
endoftalmites. Enquanto, o segundo sistema foi para triancinolona (Tr), que € um
antiinflamatorio esteroidal, para uso no tratamento de diversas afec¢bes do
seguimento posterior do olho e doencgas vitreoretinais. Como técnica de esterilizacéo
foi escolhida a irradiagdo gama, e para determinar o seu efeito, as microparticulas
foram caracterizadas antes e depois da exposicao a diferentes cargas de radiacao
(5,10,15 e 25kGy) quanto & morfologia, tamanho médio de particula e a distribuicao
do tamanho de particulas usando a microscopia eletrdnica de varredura. As
interacbes farmaco-polimero e a microestrutura foram estudadas através da
espectroscopia de absorcdo na regidao do infravermelho (IV), Calorimetria
exploratéria diferencial (DSC) e Andlise termogravimétrica e Termogravimetria
derivada (ATG/DTG), e Difratometria de raios X. O teor de farmaco foi determinado
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e foi investigado o perfil de
liberacdo in vitro do farmaco a partir das microparticulas de PLGA. Apos a
esterilizagdo das microparticulas utilizando a carga de 25kGy de radiagdo gama, foi
realizado o estudo in vivo em coelho albino como modelo animal, para o estudo de
biodisponibilidade e determinacdo dos parametros farmacocinéticos dos sistemas
administrados. A dose de 1mg/0,1mL de triancinolona em microparticulas foi
administrada por via intravitreal e como controle foi utilizado a mesma dose do
farmaco em suspensdo. No caso do antimicrobiano, foi administrada a dose de
2mg/0,2mL de ciprofloxacino em microparticulas utilizando a via subtenoniana e
como controle foi administrada a mesma dose de farmaco em solugdo salina
tamponada. Também foi investigado eficacia das microparticulas frente ao uso do
colirio de ciprofloxacino 0,3%. As microparticulas de PLGA carregadas com farmaco
forneceram niveis terapéuticos por periodo de tempo prolongado quando comparado

com 0s respectivos tratamentos controle utilizados.
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Abstract Xi

ABSTRACT

The present work has the aim to obtain two spray dried poly lactide-co-glycolide
microparticle systems able to supply therapeutic level by prolonged time of the drugs
in the intraocular tissues. The first was developed for ciprofloxacin that is a quinolone
derivative aiming its use in the prophylaxis and endophthalmitis treatment, while the
second system was for triamcinolone that is a steroidal anti-inflammatory for
treatment of several ocular diseases of posterior segment of eye and vitreoretinal
diseases. The gamma irradiation was chosen as terminal sterilization procedure, and
with aim to determine its effect, the drug-loaded PLGA microparticles were
characterized after the radiation exposure (0, 5,10, 15 and 25 kGy). The morphology
and particle size were investigated by scanning electronic microscopy (SEM). The
drug-polymer interactions and the microstructure of the particles were accessed by
infrared spectroscopy, differential scanning calorimetry (DSC); thermogravimetry and
derivative thermogravimetry (TG/DTG) and X-ray diffraction analysis. The drug
content was determined by high performance liquid chromatography (HPLC) and the
in vitro drug release profile from PLGA microparticles was determined. After the
gamma irradiation sterilization using the dose of 25kGy, the in vivo study was
performed using healthy New Zeeland rabbit as animal model for bioavailability study
and to determine the pharmacokinetic parameters. A dosage of 1mg.mL™ of
Triamcinolone into PLGA microparticles was administered by intravitreal route. As
control, the same dosage of non-encapsulated drug was administered in aqueous
suspension. In the ciprofloxacin case, the dosage of 2mg.mL? into PLGA
microparticles was administered by sub-tenon’s rout. As control, the same dosage of
drug was administered in aqueous solution. The efficacy of CP-loaded PLGA
microparticles was investigated too, using the ciprofloxacin 0.3% eye drops as
control. The drug-loaded PLGA micropatrticles supplied therapeutic levels of drug by

prolonged time in relation of different treatment controls used.
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Abreviaturas

Xii

ABREVIATURAS

ATG (Analise termogravimétrica)

AUC (Area sob a curva)

AUMC (Area sob a curva no primeiro momento)
CLAE (Cromatografia liquida de alta eficiéncia)
CP (ciprofloxacino)

CV% (Coeficiente de variacéo)

DRX (Andlise de difracao de raios-X)

DSC (Calorimetria exploratoria diferencial)
DTG (Termogravimetria derivada)

HA (Humor aquoso)

HV (Humor vitreo)

IV (Infravermelho)

kGy (unidade de medida de radiacéo “kilogray”)
LOD (Limite de deteccéo)

LOQ (Limite de quantificagcéo)

McCp (Microparticulas de acido poli latico-co-glicélico contendo ciprofloxacino)

McTr (Microparticulas de acido poli latico-co-glicolico contendo triancinolona)

PLGA (4cido poli latico-co-glicdlico)

Tg (Temperatura de transicao vitrea do polimero)

Tr (triancinolona)
AH (Variacéo de energia)

Am (Variagao de massa)
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l. Introducao

“Os unicos caminhos da investigagdo em que se pode
pensar: um, o caminho que é e ndo pode ser, é a via
da persuasdo, pois acompanha a verdade; o outro,
que ndo ¢ e é forgoso que ndo seja. Esse digo-te, é um
caminho totalmente impensdvel. Pois ndo poderd

conhecer o que ndo é (isso ¢ impossivel) e nem

declard-lo.”

Parménides (n. 515-510 a.C.).
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|. INTRODUCAO

Atualmente existem varios processos patogénicos e doencas oculares de
relevancia clinica e epidemiolégica que ndo possuem ainda um tratamento
farmacologico estabelecido. Esta dificuldade ocorre principalmente devido ao numero
reduzido de produtos farmacéuticos para uso em oftalmologia, e pela incapacidade dos
medicamentos convencionais em vencer as barreiras oculares e fornecer niveis
terapéuticos do farmaco administrado por periodo de tempo adequado.

No inicio da presente década, com o objetivo de preencher esta lacuna no
tratamento das doencas oculares, pesquisadores de varios seguimentos como
Universidades, Empresas, Hospitais e Institutos se reuniram e formaram o Grupo de
Pesquisa em Tecnologia Farmacéutica e Farmacologia Ocular “Brazilian Research
Group in Pharmaceutical Technology and Ocular Pharmacology” (BOPP), hoje
cadastrado na plataforma Lattes como Grupo de Pesquisa em Medicamentos
Oftalmicos, vinculado ao Departamento de Oftalmologia da Escola Paulista de
Medicina-UNIFESP.

Entre as atividades de pesquisa do referido grupo de pesquisa esta a associa¢ao
de conhecimentos farmacotécnicos e de farmacologia as necessidades clinicas mais
relevantes na oftalmologia para geragéo de produtos farmacéuticos seguros, eficazes e
viaveis para o tratamento de doencas e processo patogénicos, aproveitando dessa
forma o potencial dos pesquisadores envolvidos.

Neste contexto, o Prof. Dr. Anselmo Gomes de Oliveira, coordenador do Grupo
de Pesquisa Sistemas Biomiméticos-Farmacos-Unesp, foi um dos responsaveis por
disponibilizar os conhecimentos adquiridos em seu grupo de pesquisa e proporcionar
esforgcos para o desenvolvimento de sistemas de liberagdo de farmacos para o0 uso em
oftalmologia.

Esta missdo vem sendo desenvolvida e tem trazido resultados interessantes,
fruto desta colaboracao interdisciplinar. Além do conhecimento desenvolvido ao longo
desta década para o desenvolvimento desta tecnologia, varios trabalhos foram

desenvolvidos dentro do Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas da
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Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara-Unesp e um bom fluxo de
resultados tem sido conseguido em um intervalo de tempo cada vez menor.
Alguns destes trabalhos incluem:

v' Desenvolvimento de lipossomas contendo vancomicina para uso ocular
(Dissertacéo de Mestrado, 2003).

v' Obtencéo e caracterizacdo de pellets para liberacéo prolongada de triancinolona
a partir de microparticulas de acido polilatico-co-glicélico (Dissertacdo de
Mestrado de Elias José da Silva, 2004. 85p.).

v. Complexos moleculares de indocianina com ciclodextrinas e
encapsulacdo em lipossomas (Dissertacdo de Mestrado de Angelo roncalli 2
Silva, 2004. 112p).

v' Desenvolvimento de lipossomas contendo vancomicina veiculados em
copolimero termosensivel (dissertagdo de mestrado de Bruna Juliana
Wanczinski, 2004. 106 p.).

v Microparticulas biodegradaveis para liberacdo prolongada intraocular de
farmacos (dissertacdo de mestrado de Arndbio Antbnio da Silva Junior, 2005.
140p).

v Ciprofloxacino encapsulado em lipossomas revestidos com acido poli lactico-co-
glicdlico ou veiculados em gel de copolimero de bloco ‘pluronic® F-127’
(Dissertacéo de Mestrado de Luana Cardoso de Oliveira, .2006. 102p).

v' Microparticulas biodegradaveis obtidas por “spray drying” para liberacao
prolongada intra-ocular de cetorolaco de trometamina (dissertacdo de mestrado
de Gustavo Rossanezi, 2008 [em andamento]).

Além dos trabalhos apresentados, existem varios outros estudos em fase de
desenvolvimento envolvendo diferentes necessidades clinicas.

Entre as diferentes necessidades clinicas que ndo possuem ainda uma terapia
estabelecida estdo as doencas vitreoretinais como uveites, edema de méacula diabético,
neovascularizacdo da corodide, degeneracdo de macula relacionada a idade e outras
doencgas do seguimento posterior do olho. Todas estas doengas tém sido tratadas com

0 uso de antiinflamatorios esteroidais (AIES), principalmente através do uso de injecbes
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oculares. No entanto, altas doses sdo necessarias e devido a rapida eliminacdo do
farmaco dos liquidos intraoculares, repetidas injecfes sao realizadas em um intervalo
de tempo relativamente curto, trazendo potenciais riscos ao paciente.

Entre os AIEs utilizados em oftalmologia, a triancinolona tem sido amplamente
utilizada desde a década de 50 no tratamento de doengas vitreoretinais e no tratamento
e prevencdo da inflamacao pds-cirtrgica. Neste contexto, foram iniciados os estudos
para o desenvolvimento de um sistema de liberagdo prolongada intraocular para
triancinolona, os quais levaram ao desenvolvimento de implante do tipo “micropellet”
biodegradavel a base de &cido poli latico-co-glicolico (PLGA) para liberacdo intraocular
de triancinolona.

O sistema apresentou caracteristicas tecnoldgicas interessantes e um perfil de
liberacdo prolongada para a triancinolona. No entanto, a necessidade de procedimento
cirirgico para implantacdo e a incapacidade de flexibilizagdo da dose administrada
limitaram o avanco dos estudos. Pensando nestas limitagfes, o desenvolvimento de um
sistema microparticulado capaz de liberar doses seguras e eficazes do farmaco por
periodo de tempo prolongado, apresenta-se como o ideal, pois além da possibilidade de
ser administrada por injecao intravitreal em suspenséo aquosa, possibilita o controle da
guantidade de farmaco administrada.

Um dos produtos desenvolvidos no presente trabalho foi as microparticulas de
PLGA carregadas com triancinolona (McTr) para administracdo intravitreal, como
estratégia para proporcionar concentracdes terapéuticas da triancinolona por periodo
de tempo prolongado diminuindo assim a necessidade de procedimentos repetidos de
administracéo do farmaco.

Outras necessidades clinicas de relevancia epidemiologica contemplada no
presente trabalho sdo o tratamento de endoftalmites e a antibibtico-profilaxia de poés-
cirurgia de extracdo de catarata. Estudos recentes demonstram a incidéncia de 0,1% de
endoftalmites pos-cirdrgicas, que apesar de ser um percentual baixo, torna-se
epidemiologicamente importante devido ao alto niamero de cirurgias de extracdo de
catarata realizadas no Brasil e em todo o mundo. Além disso, a Associacdo Brasileira
de Oftalmologia e Academia Americana de oftalmologia recomendam a antibiotico-

profilaxia pos-cirurgia.
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Normalmente o tratamento e a profilaxia de endoftalmites sédo realizados
utilizando o colirio como forma de administracdo do farmaco. No entanto, varios
trabalhos demonstram a incapacidade desta via em proporcionar niveis de
concentracao seguros e eficazes por tempo prolongado, sendo solicitada muitas vezes
a administracdo em curtos intervalos de tempo, o que diminui a qualidade de vida do
paciente, provocando a ndo adesao ao tratamento estabelecido.

Quando a endoftalmite ja esta avancada, a alternativa mais utilizada € a injecao
de antimicrobianos. Entre estes, os mais utilizados sédo as fluorquinolonas, muitas vezes
até através da injecao intravitreal. No entanto, o farmaco € rapidamente eliminado do
interior do globo ocular.

Pensando nesta importante lacuna, o desenvolvimento de um sistema
microparticulado biodegradavel capaz de fornecer, de forma segura e eficaz, niveis
terapéuticos de ciprofloxacino por periodo de tempo prolongado para o tratamento ou
profilaxia de endoftalmites (em torno de 7dias), fazendo com que o paciente possa sair
da cirurgia sem a necessidade do uso de qualquer colirio representa um avanco
significativo em oftalmologia.

Assim, 0 outro produto desenvolvido no presente trabalho foi as microparticulas
de PLGA carregadas com ciprofloxacino (McCp) para administragdo sub-tenoniana,
como estratégia para proporcionar concentracdes terapéuticas do ciprofloxacino, por
periodo de tempo suficiente para a profilaxia ou tratamento da endoftalmite.

E importante ressaltar que os estudos de pré-formulacdo das McCP e das McTr,
como estudo das dos parametros de obtencdo das microparticulas, determinacdo da
eficiéncia de encapsulacdo e da melhor formulagdo, capacidade de liberacéo
prolongada in vitro das diferentes formulacdes utilizadas foram realizados em trabalhos
anteriores, fazendo parte dos estudos desenvolvidos durante minha dissertacdo de
Mestrado em ciéncias Farmacéuticas (2003-2005).

Como principais contribuicdes para a pesquisa e desenvolvimento de sistemas
de liberagdo de farmacos em oftalmologia, o presente trabalho apresenta dois produtos
para uso em afeccbes oculares distintas e de grande relevancia clinica e
epidemiolégica. Além disso, tenta demonstrar de forma sistematica, os estudos

necessarios a serem realizados durante o desenvolvimento das microparticulas
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carregadas com farmacos e viabilizacdo destes para os estudos clinicos. Os quais
incluiram:

v Preparacao e caracterizagdo das microparticulas;

v’ Esterilizacdo do sistema de liberacdo por radiacdo gama e caracterizacao do
efeito da exposicado das microparticulas a radiacdo gama em suas propriedades
fisico-quimicas.

v' Estudos in vivo utilizando o coelho albino sadio como modelo animal e
determinacgéo dos parametros farmacocinéticos.

v' Os métodos de andlise quantitativa utilizados para o controle de qualidade das

microparticulas e nos estudos in vivo foram desenvolvidos e validados.

E esperado que os estudos realizados nesta tese fornecam suporte para 0s
testes clinicos a serem realizados com as microparticulas de PLGA carregadas com o
farmaco para as diferentes aplicagGes clinicas pretendidas e que sejam capazes de
preencher estas lacunas dentro da tecnologia de medicamentos para uso em

oftalmologia.
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“Antes de agir, é mnecessdrio ter consciéncia da
finalidade da agdo (objetivo). Para agir com retiddo
e justeza, é preciso, antes, saber o que é a justica;
saber o que é essa medida padrio, essa justa medida
capaz de medir as agbes morais ou politicas,
individuais ou coletivas, e revelar se elas sdo

realmente justas.”

Platdo (428-347 a.C.)

Il. Fundamentacdo Tedrica e Revisao |
Literatura
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ll. FUNDAMENTACAO TEORICA E REVISAO DA LITERATURA

z

No desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos é interessante
observar a afirmacéo que, a magnitude da resposta terapéutica esta relacionada com a
concentracdo de farmaco que atinge o local de acdo. Essa concentracdo depende da
dose administrada, da quantidade absorvida, da distribuicdo no local e da velocidade e
guantidade do farmaco eliminada pelo organismo. Para se aproximar com maior
exatidao dos objetivos pretendidos é essencial observar trés fatores:

v Afisiologia da célula, tecido, sistema ou organismo alvo.
v' As propriedades fisico-quimicas e farmacologicas (farmacocinéticas e
farmacodinamicas) dos farmacos utilizados.

v" Propriedades fisico-quimicas do sistema de administracéo escolhido.
1. BARREIRAS PARA A LIBERACAO OCULAR DE FARMACOS

Anatomicamente, o olho esta dividido em duas partes; segmento anterior e 0
segmento posterior. O primeiro inclui cérnea, camara anterior, iris, lente cristalino e
corpo ciliar, enquanto o segmento posterior inclui o corpo vitreo, retina e a coréide
(OGURA, 2001) (Figura 1).

Eeclera Grigtalino
Mleculo

CaAmara antarior
com humor aquoso

Cordide

Ratina

Nervo
Sptico
iris

Ml Vitreo Corpo ciliar

Figura 1. Representagdo esquemética da anatomia do olho humano.
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O olho humano é um 6rgdo sensorial especializado que esta relativamente
isolado por barreiras que dificultam bastante a biodisponibilidade dos farmacos
administrados por via topica. Devido a dindmica do sistema lacrimal, o tempo de
retencdo de uma solucao oftalmica na superficie do olho é curto e apenas uma fracao
da dose administrada € absorvida. Isso requer grande freqiéncia de administracao, o
gue € inconveniente para o paciente, provocando a ndo cooperacao e nao uniformidade
dos niveis terapéuticos do farmaco administrado (NADKARNI; YALKOWSKI, 1993).

Além do sistema lacrimal, a esclera e a cOrnea sdo barreiras epiteliais eficientes
gue revestem a superficie do globo ocular. A cornea apresenta-se como uma barreira
constituida basicamente pela camada epitelial, e membrana Bowman, seguido logo
apos pelo estroma que constitui aproximadamente 90% da espessura da cOrnea e é
uma camada hidrofilica organizada unicamente em lamelas de colageno. Abaixo do
estroma encontra-se a membrana de Descemet e posteriormente esta localizado o
endotélio que é uma monocamada de células que mantém principalmente a integridade
corneal através de transporte ativo, servindo como uma barreira hidrofobica (MORDI,
LICHER, 2001) (Figura 2).

A Camada epitelial
72 d P
—— -:f-;—Membrana de Bowman
“3
e r,,

==
"‘"“-‘-?r——Estroma
— (

Figura 2. Representagdo esquematica das camadas histolégicas que constituem a cérnea.

A limitacdo da absorcdo de farmacos administrados devido a estas barreiras é
tdo eficiente que menos de 5% da dose administrada é absorvida. A maior porcdo da
dose administrada por via topica € absorvida sistemicamente através da conjuntiva por

meio do estroma vascular conjuntival e através dos vasos marginais (LANG, 1995).
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A penetracdo dos farmacos administrados sistemicamente também é limitada
principalmente devida a barreira hematoretinal, que consiste num estreito complexo
juncional de pigmentos epitélio retinais e do endotélio dos capilares retinais (MAURICE
E MISHIMA, 1984; OGURA, 2001).

A Figura 3 apresenta de forma resumida, algumas das principais rotas de
administracdo ocular de farmacos e rotas de eliminacdo do interior do globo ocular
(AMO; URTTI, 2008).

Corpo ciliar

Barreira
hematoretinal

iris \ Retina

Humor
aquoso

i

Epitélio corneal

Epitélio conjuntival

Barreira hematoaquosa

Esclera Cordide

Figura 3. Representacdo esquematica das estruturas oculares e possiveis vias de acesso e eliminagéo
para administragdo de farmacos [(1) permeacéo trans-corneal a partir do filme lacrimal; (2) permeacao
ndo corneal através da conjuntiva da esclera; distribuicdo do farmaco a partir do fluxo sanguineo via
barreira hematoaquosa; (4) eliminacdo do farmaco do humor aquoso através do retorno da malha
trabecular e canal de Sclemm; (5) eliminagcdo do farmaco do humor aquoso via circulagdo sistémica
Gveo-escleral; (6) distribuicdo do farmaco a partir do sangue via barreira hematoretinal; (7) administragao
intravitreal; (8) Eliminagdo do farmaco do vitreo via barreira hematoretinal; (9) eliminagéo do farmaco via
rota anterior] (AMO; URTTI, 2008).
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Embora a administracdo sistémica possa proporcionar que o farmaco atinja o
segmento posterior do olho, a alta dose necesséaria ir4 ressaltar os efeitos colaterais e
toxicidade potencial do farmaco (GEROSKI; EDELHAUSER, 2001; OGURA, 2001).
Normalmente, tratamentos longos e com altas doses intravenosas sao necessarios para
manutengdo de concentracfes terapéuticas do farmaco, podendo resultar em efeitos
colaterais severos (HOLLAND et al., 1986; HENDERLY et al., 1987; JABS et al., 1987,
OGURA, 2001).

As alternativas comumente utilizadas para alcancar concentracOes terapéuticas
do farmaco nos tecidos intra-oculares e principalmente no segmento posterior do olho
incluem a injecdo direta, normalmente por via intravitreal ou subconjuntival
(PAGANELLI et al., 2004; COSTA et al., 2007; BONINI FILHO et al., 2007). No entanto,
devido a rapida eliminagcdo do farmaco do local de acdo, procedimentos repetidos sao
necessarios para manter a concentragdo terapéutica durante certo periodo de tempo
(OGURA, 2001), trazendo riscos potenciais a saude do paciente, incomodo e nao-
adesdo ao tratamento estabelecido (OLMEZ et al., 2005; REICHLE et al., 2005).

Existem vérios trabalhos demonstrando o sucesso experimental no tratamento de
patogenias oculares através da utilizacdo de farmacos ja conhecidos na terapéutica,
porém a dificuldade de proporcionar niveis terapéuticos destes quando administrados
utilizando os medicamentos convencionais, dificulta o estabelecimento de produtos

farmacéuticos seguros, eficazes e viaveis para o uso em oftalmologia.
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2. FARMACOS UTILIZADOS

2.1. Triancinolona

Os Corticosteroides tém sido usados desde 1950 para suprimir inflamacao
intraocular, por reduzir a exudacdo inflamatoria, inibir a proliferacdo de fibroblastos e
formacéo de tecido granulo matoso (PEYMAN et al., 1974).

Entre os corticosterdides, a triancinolona tem sido utilizada em varias aplicacfes
clinicas em oftalmologia como o tratamento de inflamagdes pds-cirdrgicas como a
cirurgia de catarata e principalmente as doencas vitreoretinais como o edema de
macula diabético, degeneragcdo de mécula relacionada a idade, neovascularizacdo da
coroide, uveites entre outros (JAFFE et al., 2000; CHALLA, et al. 1998; YOUNG et al.,
1998; SUCKLING; MASLIN, 1998; DANNIS et al., 2000; CONWAY et al., 2003;
TRANOS et al.,, 2004; PAGANELLI et al., 2004; JONAS et al., 2005; JERMAK et al.,
2007; EPERON et al., 2008; CUNNINGHAM et al., 2008).

A triancinolona (Figura 4) apresenta-se como um poO cristalino branco,
praticamente insolivel em agua e pouco solivel em metanol. Possui ponto de fuséo
entre 269 - 271C (BRITISH Pharmacopoeia, 2001). Po de ser utilizada como alcool livre

ou esterificado geralmente na posi¢ao C17.

Figura 4. Representacdo esquematica da estrutura quimica do triancinolona.
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Vérias vias de administracdo ocular tem sido utilizadas para a triancinolona.
Entre estas, a via topica na forma de solucao, via oral na forma de comprimidos, vias de
administragdo parenteral como a intravenosa ou intramuscular e até mesmo o uso de
injecOes diretas como inje¢cdes subconjuntivais, parabulbar, retrobulbar e intravitreal
(JONAS et al., 2001).

Ha tempos, a administracéo via intravitreal de triancinolona tem sido realizada na
prevencado e tratamento de doencas do segmento posterior do olho que persistem por
muito tempo, como edema de macula (RICHARD et al., 2001; MARTIDIS et al., 2002;
CARDILLO et al., 2005) vitreoretinopatia proliferativa (TANO et a., 1980; JONAS et al.,
2000), neovascularizacdo retinal (ANTOSZYK et al.,, 1993; DANIS et al., 1996),
neovascularizacdo da cordide (CHALLA et al.,, 1998; DANNIS et al., 2000) e uveites
(YOUNG et al., 1998). No entanto, a rapida eliminacdo do farmaco do interior do globo
ocular exige o uso de altas doses e de forma repetida, trazendo potenciais riscos como
0 aumento da pressdao intraocular, endoftalmites, entre outros.

Uma das propostas do presente trabalho é desenvolver um sistema de liberacéo
prolongada para a triancinolona que possa ser utilizado via intravitreal de forma segura
e eficaz no tratamento das diversas patogenias as quais se aplica. O desenvolvimento
deste sistema aplicado ao tratamento das doencas vitreoretinais apresenta-se como
uma alternativa simples e viavel de melhorar a eficacia do tratamento estabelecido e
diminuir o nimero de injecdes, trazendo assim além da maior eficacia, também uma

maior seguranca e qualidade de vida para o paciente tratado.

2.2. Ciprofloxacino

A endoftalmite consiste em uma infec¢cdo ocular que pode rapidamente levar o
paciente a perda da visdo se nao diagnosticada e tratada adequadamente em tempo
habil. Existem basicamente dois tipos de endoftalmites, a primaria que pode ser
causadas por bactérias na comunidade, ou a exdgena que ocorre principalmente apés
a realizacdo de procedimentos cirdrgicos, hormalmente causados por Streptococcus ou
por Staphylococus (SCHIMER et al., 2007).
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As causas mais frequentes de endoftalmites exdgenas estdo relacionadas com
os procedimentos de vitrectomia, implantacéo de lentes intraoculares e principalmente
as cirurgias de extracao de catarata (EIFRIG et al., 2002).

Trabalhos recentes (SCHIMER et al., 2007) apresentam dados epidemioldgicos
gue demonstram que a incidéncia de endoftalmite pds-operativa em cirurgias de
extracdo de catarata pode chegar a 0,1%. A morbidade desta patogenia e o grande
numero destes procedimentos cirdrgicos realizados no mundo traduzem a relevancia
deste processo, fazendo com que a Associacdo Brasileira de Oftalmologia e a
Academia Americana de Oftalmologia recomendem a antibidtico-profilaxia em cirurgias
oculares. Entre os farmacos mais utilizados para a profilaxia e tratamento das
endoftalmites estdo as fluoroquinolonas.

O ciprofloxacino (Figura 5) € wum antimicrobiano derivado do acido
fluorquinol6nico, bastante utilizado na profilaxia e tratamento de infec¢cdes oculares
devido a sua comprovada baixa toxicidade, alta poténcia e amplo espectro contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas, incluindo Pseudomonas aeruginosa. Suas
aplicacdes clinicas incluem o tratamento de endoftalmites, outras doencas infecciosas
do segmento posterior do olho e no pos-operatorio (OZTURK et al, 2000; YALVAC et al,
2003).

F COOH

Figura 5. Representacdo esquematica da estrutura quimica do ciprofloxacino.

Assim como o ciprofloxacino, as fluoroquinolonas sao administradas

principalmente na forma de colirio. No entanto, varios trabalhos questionam a eficiéncia
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na permeacdo do farmaco por esta via e a capacidade em proporcionar niveis de
concentracao terapéuticos por periodos de tempo adequado (OZTURK et al., 2000;
FIRESTONE et al., YALVAC et al., 2003; BUCCI, JR., 2004; ROBERTSON et al., 2005).

Trabalhos anteriores demonstraram a dificuldade de atingir e manter a
concentracao inibitoria minima (MICg) do ciprofloxacino, utilizando as diferentes vias de
administracdo disponiveis, para a maioria dos agentes causadores da endoftalmite
(YALVAC et al, 2003).

As injecOes intravitreais e subconjuntivais tem sido uma via de administracéo
bastante utilizada para o tratamento de endoftalmites, normalmente associada a terapia
topica (OZTURK et al, 2000). No entanto, Bauman e Martel, (1988) estudaram a
biodisponibilidade intraocular do ciprofloxacino apds administracdo de doses
terapéuticas pela via endovenosa e subconjuntival na regido epibulbar e abaixo da
conjuntiva do fornix inferior de coelhos sadios. Em todas as vias utilizadas,
concentracoes do farmaco ndo foram detectadas decorridas 24 horas apos a
administracéo.

A outra proposta do presente trabalho aplica-se no desenvolvimento de um
sistema de liberacdo prolongada para o ciprofloxacino, que possa ser utilizado via
subtenoniana de forma segura e eficaz no tratamento e profilaxia de endoftalmites. No
caso da cirurgia de extragao de catarata, o sistema apresenta-se como alternativa para
administracdo no momento da cirurgia, excluido a necessidade do uso de qualquer
colirio de antibiotico apds este procedimento, aumentando assim ainda mais a

seguranca da antibiotico-profilaxia e a qualidade de vida do paciente.
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3. MICROPARTICULAS BIODEGRADAVEIS COMO SISTEMAS DE LIBERACAO DE
FARMACOS EM OFTALMOLGIA

3.1. Sistemas de liberacdo de farmacos para uso em  oftalmologia

Numerosos sistemas de liberagdo tém sido desenvolvidos com o objetivo de
prolongar a liberacdo de farmacos utilizados em oftalmologia. Dentre 0s novos

dispositivos estéo:

v' Lipossomas (AKULA et al., 1994; WANCZINSKI, 2005; OLIVEIRA, 2006;
BUDAI et al., 2007).

v' Hidrogéis e Géis termossensiveis (CAO et al.,, 2007; QI et al., 2007;
BUDAI et al., 2007; NANJAWADE et al., 2007; MA et al., 2008).

v' Emulsdes e Microemulsées (VANDAMME et al., 2002; DELANEZ et al.,
2007)

v' Micelas e Micelas poliméricas (GUPTA et al., 2000)

v’ Sistemas de Liberacdo transescléricos (HASHIZOE et al., 1994,
BAEYENSA et al., 1998; YASUKAWA et al 2000; FELT-BAEYENS et al.,
2006);

v" Implantes poliméricos biodegradaveis  (KIMURA et al., 1994, JAFFE et
al., 2000; TAN et al., 2001; OKABE et. al, 2003; SILVA, 2004; CARDILLO
et al., 2004, YASUKAWA et al., 2005; BOURGES et al., 2006).

v" Nanoparticulas (CALVO et al., 1997; CAMPOS et al., 2001; BARBAULT-
FOUCHERA et al., 2002; PIGNATELLO et al., 2002; KOMPELLA et al.,
2003; KASSEM et al., 2007; MOTWANI et al., 2008).

v" Microparticulas (MORITERA et al., 1991; 1992; VELOSO et al., 1997,
KOMPELLA et al., 2003; SAINSHIN et al., 2003; SILVA-JUNIOR, 2005;
AYALASOMAYAJULA; KOMPELLA, 2005),

Arnébio Anténio da Silva Jinior



I1. Fundamentagdo Tedrica e Revisdo da Literatura 37

Os diferentes sistemas de liberacdo prolongada para administragcdo ocular de
farmacos apresentam caracteristicas especificas para uma diversidade de doencas
oculares. A escolha do sistema a ser administrado esta relacionada diretamente com o
tipo de processo patogénico a ser tratado. Caracteristicas como o tempo e dificuldade
do tratamento sdo fundamentais no desenho de um sistema que seja capaz de
proporcionar niveis terapéuticos do farmaco por tempo adequado.

Entre estes dispositivos, as microparticulas biodegradaveis tém sido bastante
investigadas objetivando a liberagdo de farmacos por tempo prolongado no interior do
globo ocular, principalmente através da administracdo via intravitreal e subconjuntival
no tratamento de doencas do segmento anterior e posterior do olho (GIUNCHEDI et al.,
1999; HERRERO-VANRELL; REFOJO, 2001; SAISHIN et al., 2003; KOMPELLA et al.,
2003; SILVA-JUNIOR, 2005; AYALASOMAYAJULA; KOMPELLA, 2005; HACHICHA et
al., 2007).

As Microparticulas sdo particulas solidas, geralmente esféricas, com dimensdes
da ordem de 1 a 1000 um até alguns milimetros. Podem ser constituidas por matrizes
poliméricas (microesferas) nas quais o farmaco pode estar adsorvido, incorporado ou
ligado covalentemente a uma rede polimérica tridimensional ou por sistemas
reservatorios (microcapsulas) nos quais o farmaco encontra-se encapsulado na forma
sélida, liguida ou gasosa, separada do meio externo por uma membrana polimérica
(FINCH, 1990; OLIVEIRA et al. 1992; ANDREO-FILHO; OLIVEIRA, 1999, SILVA-
JUNIOR, 2005) (Figura 6).

Neste contexto, as microparticulas biodegradaveis apresentam varias
caracteristicas interessantes como sistemas de liberacdo de farmacos:

v Possibilidade de reunir diferentes formulagdes na mesma dose e assim

modular a resposta do sistema.

<\

Por serem administradas em suspenséao, flexibilidade de dosagem em
funcéo da intensidade do processo patogénico.

Dispensa qualquer procedimento cirargico para sua aplicacao.

Dispositivo biodegradavel e biocompativel.

Possibilidade de producéo de forma precisa em grande escala.

NSRRI

Possibilidade de esterilizagdo com seguranca.
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v' Possibilidade de aplicacdo em diferentes tecidos.

v' Possibilidade de associacdo com outros sistemas.

microcapsulas

sistema reservatério _microesfer_as.
sistema matricial

parede
polimérica

Figura 6. Representagdo esquematica do tipo de estruturacéo das microparticulas (SILVA, 2004).

Durante o planejamento dos estudos de pré-formulacdo dos sistemas
microparticulados a serem desenvolvidos, € de fundamental importancia a escolha de
um método de microencapsulacdo que proporcione o0 aproveitamento de todas as
gualidades deste sistema, principalmente a viabilidade da produc¢éo industrial.

Ao longo destes anos, diferentes técnicas tém sido propostas para a producdo de
microparticulas. Entre elas, a técnica de secagem por atomizacao “spray drying” tem se
destacado, devido as diversas vantagens apresentadas frente aos outros métodos,
como rapidez, processo de Unica etapa, flexibilidade de uso em grande escala,
condicbes brandas envolvidas durante o processo e pouco influenciavel pelos
parametros de solubilidade do farmaco e do polimero (MASTERS, 1985; JALIL; NIXON,
1990; TAKADA et al., 1995; GIUNCHEDI et al., 1998; FU et al., 2002; SILVA-JUNIOR,
2005; RE, BISCAN, 1999; RAFFIN et al., 2006; ALVES, SANTANA, 2004).
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3.2. Secagem por atomizacgao “spray drying”

A utilizacdo da técnica de secagem por atomizacdo na preparacdo de
microparticulas poliméricas consiste basicamente em dispersar o polimero e o farmaco
em um solvente ou sistema solvente adequado, e atomizar via aspersor para originar
microgotas que ao entrarem em contato com o ar em temperatura proxima ou superior
ao ponto de ebulicdo do solvente, proporciona a evaporacdo do mesmo de forma rapida
e dindmica, formando as microparticulas (MASTERS, 1985; FU et al., 2002, SILVA-
JUNIOR, 2005) (Figura 7).

Dispersao
Farmaco-Polimero Ar de secagem

i S t
"l' . ‘l Dispersé;)

: Aspersor Farmaco-Polimero

I 3
Camara de
secagem

L

| o —

Figura 7. Representacdo esquematica do funcionamento de um aparelho de “spray dryer” de laboratério
FU et al., 2002).
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De acordo com os parametros selecionados, a secagem por atomizagdo pode
proporcionar a producdo de microparticulas de forma esférica, com distribuicdo de
tamanho de particulas uniforme e com alta eficiéncia de encapsulacdo. Estas
caracteristicas sdo extremamente importantes para a velocidade e uniformidade da
liberacdo do farmaco que o sistema pode fornecer e facilitar sua administracdo evitando
0 entupimento da agulha no momento da administracéo, tornando-se muito interessante
para o presente trabalho, principalmente devido a flexibilidade de uso em alta escala
acompanhada de viabilidade da produgcdo em escala industrial mantendo a
propriedades interessantes das microparticulas como sistemas de liberacdo para uso
ocular.

As caracteristicas fundamentais das microparticulas para aplicacdo ocular
incluem a capacidade de biodegradacdo, bioadesdo, biocompatibilidade e baixa
toxicidade (ANDERSON; SHIVE, 1997). A escolha de um polimero ou sistema
polimérico que atenda a estas necessidades é essencial para o sucesso do sistema.

A selecdo de polimeros para administracdo parenteral requer a observacdo de
uma série de caracteristicas especificas como biocompatibilidade, compatibilidade com
o farmaco, velocidade de biodegradacdo adequada, propriedades mecéanicas e
processamento (WU, 1995; ANDERSON e SHIVE, 1997).

Além disso, o tipo de polimero utilizado determina o mecanismo de liberacdo do
farmaco envolvido. Em matrizes biodegradaveis, a velocidade de erosdo € um fator
importante na exposi¢do do farmaco ao meio de dissolugdo. Canais porosos podem
estar presentes na rede polimérica permitindo a penetracdo do solvente com eventual
dissolucdo e difusdo do farmaco para o meio de liberacdo (OLIVEIRA et al, 1992;
ANDREO FILHO e OLIVEIRA, 1999; VIVEK e KHOSLA, 1998).

Entre os polimeros biodegradaveis mais investigados para uso ocular esta o
acido poli latico-co-glicolico (PLGA) (ANDERSON; SHIVE, 1997; COLTHURST et al.,
2000; HERRERO-VANRELL; REFOJO, 2001; OGURA, 2001).
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3.3. Acido poli latico-co-glicélico (PLGA)

O PLGA é um copolimero sintético biodegradavel do grupo dos poliésteres
alifaticos, que pode ser obtido pela co-polimerizacdo do acido latico e do &cido glicélico
(UHRICH et al., 1999) (Figura 8).

O O
@) @) *
P foﬁkr mio -

O O
PLGA
H H

Hooc/%)ﬂ Hooc/%fj“s
acido glicdlico acido latico

Figura 8. Representacdo esquemaética da estrutura quimica do acido glicdlico, acido latico e do &cido poli

latico-co-glicélico (PLGA).

No organismo, o PLGA se hidrolisa em acido glicélico e &cido latico que é
eliminado via ciclo do acido citrico em gas carbonico e agua (JAIN et al., 1998; UHRICH
et al., 1999; KUNOU et al., 2000). Devido as caracteristicas de biodegradabilidade e
biocompatibilidade, o PLGA tem sido bastante utilizado para producdo de sistemas de
liberacdo prolongada de farmacos (ANDERSON; SHIVE, 1997; JAIN et al.,, 1998;
KUNOU et al., 2000, HERRERO-VANRELL; REFOJO, 2001; OGURA, 2001, SILVA-
JUNIOR, 2005; HACHICHA et al., 2006; 2007; BIOND et al., 2008).

Vérios sistemas de liberacdo controlada tém sido preparados usando polimeros
biodegradaveis como veiculo para liberacdo de varios tipos de farmacos, incluindo
antibioticos (WEBBER et al., 1998; SILVA-JUNIOR, 2005; HACHICHA et al., 2006;
2007), agentes antineoplasicos (ELKHARRAZ et al., 2006; ZHANG; GAO, 2007)
antinflamtorios esteroidais (ZHOU et al.,, 1998; McCARRON et al.,, 2000; SILVA-
JUNIOR, 2005; BECK et al.,, 2007), peptideos (ROTHEN-WEINHOLD et al., 1999;
ALMEIDA; SOUTO, 2007) e proteinas (SINGH et al., 2001; XIE et al., 2008) entre

outros.
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Héa décadas, as microparticulas de polimeros biodegradaveis como o PLGA tem
mostrado eficiéncia na liberacdo de farmacos no vitreo e podem ser tolerados pelo
tecido optico (MORITERA et al.,1991,1992; AKULA et al.,1994; ; VELOSO et al., 1997,
DING, 1998; YASUKAWA et al 2000; OGURA, 2001; HERRERO-VANRELL; REFOJO,
2001; KOMPELLA et al., 2003; AYALASOMAYAJULA; KOMPELLA, 2005; HACHICHA
et al., 2006; 2007).

Entre as propriedades essenciais das microparticulas biodegradaveis para
administracdo ocular de farmacos, a esterilidade é considerada extremamente
importante para garantir a seguranca de sua aplicacao.

Entre os processos de esterilizacdo disponiveis, a esterilizacdo terminal é
preferivel, pois garante a esterilidade do produto apdés o processo de producao
(HERRERO-VANRREL; REFOJO, 2001).

No inicio do planejamento das etapas de desenvolvimento do sistema de
liberacdo de farmacos para uso em oftalmologia o procedimento de esterilizacdo ja
deve ser escolhido, e 0s ensaios a serem utilizados devem ser estabelecidos para
determinar a seguranca do mesmo e para que nao venha a comprometer a estabilidade
dos componentes envolvidos ou as propriedades fisico-quimicas que comprometam o

funcionamento do mesmo.

3.4. Esterilizacdo de sistemas de liberacdo de farm  acos para uso em oftalmologia

Entre as técnicas de esterilizacdo disponiveis, a mais utilizada em oftlamologia é
a filtracdo esterilizante, muito utilizada para lipossomas, microemulsdes e outros
sistemas coloidais. No entanto nem todos os produtos permitem a sua utilizag&o.

A radiacdo gama € um processo bastante utilizado na esterilizacdo de produtos
farmacéuticos. Sistemas de liberacdo microparticulados para administragdo ocular
farmacos podem ser esterilizados apds o processo de producdo com a utilizacdo da
radiacdo gama. No entanto, a eficiéncia e seguranca devem ser determinadas
experimentalmente (MONTANARI et al., 1998). A manutencdo das propriedades fisico-

guimicas das microparticulas biodegradaveis carregadas com o farmaco apos qualquer
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processo tecnoldgico industrial é de fundamental importancia para a atividade
terapéutica do sistema de liberacdo (SILVA-JUNIOR et al., 2008a;2008b).

Estudos anteriores relatam que o processo de exposicdo das microparticulas
biodegradaveis de PLGA a radiagdo gama, pode alterar o tamanho, a forma das
particulas e a velocidade de degradacéo e liberacdo do farmaco de acordo com a carga
utilizada no processo de esterilizacdo (MONTANARI et al., 1998; HERRERO-VANRELL
et al., 2000; CALIS et al., 2002; MONTANARI et al., 2003). A Farmacopéia Americana
determina a dose de 25 kGy para esterilizacdo de produtos farmacéuticos (USP, 2005).

Montanari e colaboradores (1998) estudaram o efeito da radiacdo gama
utilizando cargas de radiacdo de 5, 15 e 25 kGy e foi verificada a perda de 25% da
massa molecular do PLGA nas microparticulas decorridos 6 meses apds a esterilizacao
usando a carga de 25 kGy. No entanto, néo foi verificada alteracao significativa no perfil
de liberacdo do farmaco a partir das microesferas para todas as cargas de radiacao
estudadas (MONTANARI et al., 1998; CALIS et al., 2002). Outros trabalhos também
relatam a auséncia do efeito da radiacdo gama (25kGy) no perfil de liberacdo de
farmacos a partir de microparticulas de PLGA (SHAH et al., 1998; TSONG et al., 1996;
HERRERO-VANRELL et al., 2000).

O Quadro 1 apresenta alguns estudos disponiveis na literatura sobre o efeito da

radiacdo gama nas propriedades fisico-quimicas das microparticulas.

Arnébio Anténio da Silva Jinior



I1. Fundamentagdo Tedrica e Revisio da Literatura 44

Quadro 1. Estudos sobre o efeito da radiacdo gama nas propriedades fisico-quimicas.

Estudo Autores
Titulo: “gama- Irradiation effects on biopharmaceutical properties IGUARTUA et
of PLGA microspheres loaded with SPf66 synthetic vaccine”. al., 2008
Técnica de preparo das microparticulas: Emulsificacdo com
evaporacao de solvente
Efeito: N&o alterou as propriedades nem comprometeu o
funcionamento do sistema
Titulo: “Effects of gamma-irradiation on trehalose- BARTOLOTTA
hydroxyethylcellulose microspheres loaded with vancomycin” et al., 2005

Técnica de preparo das microparticulas: Emulsificacdo com
evaporacgao de solvente
Efeito: N&o alterou as propriedades nem comprometeu o

funcionamento do sistema

Titulo: “Gamma irradiation effects and EPR investigation on
poly(lactide-co-glycolide) microspheres containing bupivacaine”
Técnica de preparo das microparticulas: Secagem por
atomizacdo em “spray dryer”

Efeito: Alterou as propriedades fisicas, o teor de farmaco e a

velocidade de liberacdo do farmaco.

MONTANARI et
al., 2002

Titulo: “Gamma irradiation effects on poly(DL-lactide-co-glycolide)
microspheres”

Técnica de preparo das microparticulas: Secagem por
atomizacdo em “spray dryer”

Efeito: Alterou as propriedades fisicas e a estabilidade do material

em funcgéo da dose de radiagao usada.

MONTANARI et
al., 1998

Titulo: “Gamma irradiation for terminal sterilization of 17b-estradiol
loaded poly-(D,L-lactide-co-glycolide) microparticles”
Técnica de preparo das microparticulas: Secagem por
atomizacdo em “spray dryer”

Efeito: Apresentou alguma acgdo radiolitica, mas nao alterou a

MOHR et
1999

al.,
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resposta in vivo.

Titulo: “Poly(lactide-co-glycolide) microspheres containing MONTANARI et
bupivacaine: comparison between gamma and beta irradiation al., 2003

effects”

Técnica de preparo das microparticulas: Secagem por

atomizacgdo em “spray dryer”

Efeito: Alterou a velocidade de liberacéo in vitro.

Titulo: “An EPR and ENDOR study of y- and B-radiation BUSHELL et al.,
sterilization in PLGA polymers and microspheres” 2005
Técnica de preparo das microparticulas: Secagem por

atomizacdo em “spray dryer”
Efeito: Alteracdo dependente da proporcdo dos mondmeros e do

tipo e carga de radiacdo utilizada.

Titulo: “Radiation-induced free radical reactions in polymer/drug FAUCITANO et
systems for controlled release: an EPR investigation” al., 2003
Técnica de preparo das microparticulas: Secagem por
atomizacdo em “spray dryer”

Efeito: Presenca de interacdo Farmaco-polimero

E interessante ressaltar que em trabalhos anteriores realizados no nosso
laboratorio foram obtidas microparticulas de PLGA carregadas com cloridrato de
ciprofloxacino em propor¢cdes de farmaco:polimero 1:1; 1:2; 1:3 e 1:5 massa/massa
(m/m) e microparticulas de PLGA contendo triancinolona nas mesmas proporcdes
(m/m), utilizando a técnica de secagem por atomizacdo (SILVA-JUNIOR, 2005; SILVA-
JUNIOR et al., 2008a; 2008b). Durante estes estudos foram realizados os ensaios pré-
formulacdo necessarios, a fim de investigar a eficiéncia do processo de
microencapsulacdo, melhor formulacdo para os farmacos, e poténcia dos sistemas
obtidos em fornecer, de forma eficaz e segura, um perfil de liberacdo prolongada para

os farmacos escolhidos.
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As microparticulas produzidas apresentaram forma esférica, distribuicdo do
tamanho de particulas uniforme, e altos niveis de eficiéncia de encapsulacdo. As
condi¢cdes experimentais estabelecidas ndo afetaram a estabilidade fisico-quimica dos
componentes quimicos da formulacéo (SILVA-JUNIOR et al., 2008a; SILVA-JUNIOR et
al., 2008b), caracteristica essencial para garantir a atividade terapéutica, além disso,
apresentarem um perfil de liberacdo prolongada dos farmacos encapsulados quando
comparados ao perfil de dissolugdo do farmaco livre (SILVA-JUNIOR, 2005).

O presente trabalho apresenta resultados experimentais de estudos realizados
com o objetivo de produzir dois sistemas microparticulados biodegradaveis a base de
PLGA capazes de proporcionar niveis terapéuticos para o ciprofloxacino e para a
triancinolona quando administrados por via sub-tenoniana e intravitreal

respectivamente.
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“Pessoa critica é a que tem posicoes
independentes e refletidas, é capaz de pensar por si
$6 e ndo aceita como verdadeiro o simplesmente
estabelecido por outros como tal, mas sé apds o seu
exame livre e fundamentado. Uma época esclarecida
¢ aquela em que os homens atingem a sua maioridade
pela capacidade ndo sé de pensarem autonomamente,
mas também de ndo se deixarem manipular e
dominar. Os homens atingem esta etapa por si sos,
lentamente, desde que ndo cedam a covardia e a
preguiga, ndo se deixem tutorar, nem sejam impelidos

a atingi-la mediante artificios e pelo emprego da
Sforca.”

Immanuel Kant (1724-1804)

I1l. Métodos de Analise Quantitativa
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lIl. METODOS DE ANALISE QUANTITATIVA

1. VALIDACAO DE METODOS DE ANALISE QUANTITATIVA NO
DESENVOLVIMENTO DE FARMACOS E MEDICAMENTOS

No desenvolvimento de sistemas de liberagdo de farmacos nem sempre é facil
estabelecer quais os pontos criticos a serem controlados na etapa de pré-formulagédo. A
utilizacdo de metodologias analiticas e bioanaliticas capazes de conduzir a resultados
precisos e exatos é de fundamental importancia para garantir o sucesso terapéutico e a
aplicacéo destes (SILVA-JUNIOR, 2005).

A validacdo dos métodos de andlise quantitativa constitui uma etapa essencial na
pesquisa, desenvolvimento e producdo de farmacos e medicamentos (BPFs), esta
envolve uma série de estudos experimentais e determinacdo de alguns importantes
parametros de analise (ICH, 1996; BP, 2001; ANVISA, 2003a; ANVISA, 2003b USP 28,
2005).

Entre os parametros analiticos a serem determinados em um processo de
validacéo estéo:

v’ Especificidade
Seletividade
Linearidade
Alcance
Precisao
Exatidao
Limite de deteccéo (LOD)
Limite de quantificagdo (LOQ)

D N N N N N N R N

Robustez
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1.1. Especificidade e Seletividade

E a capacidade de um método analitico quantificar exatamente o farmaco em
presenca de outros componentes como impurezas, produtos de degradagcdo e
componentes da matriz (ICH, 1996; BP, 2001; ANVISA, 2003a; USP 28, 2001).

1.2. Linearidade e Alcance

A linearidade é a capacidade de um método analitico demonstrar que o0s
resultados sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito presente na
amostra dentro de um intervalo especificado (ICH, 1996; BP, 2001; ANVISA, 2003a;
USP 28, 2001).

O alcance consiste no intervalo entre os limites de quantificacdo superior e
inferior do método de analise que apresenta precisdo, exatiddo e linearidade (ICH,
1996; BP, 2001; ANVISA, 2003a; USP 28, 2001)

1.3. Precisao

A precisdo consiste na avaliacdo da variacdo dos resultados obtidos em uma
série de andlises quantitativas (ICH, 1996; BP, 2001; ANVISA, 2003a; USP 28, 2001).
Este parametro pode ser expresso como repetibilidade, precisdo intermediaria e
reprodutibilidade.

A repetibilidade pode ser determinada testando um numero suficiente de
aliquotas de uma mesma amostra homogénea, em idénticas condi¢cdes de anélise em
um tempo reduzido e é normalmente expressa pelo desvio padrao relativo (coeficiente
de variacdo). O valor maximo aceitavel para o coeficiente de variacdo (CV) depende do
tipo de analise, 0 qual para amostras simples é de 1%, para amostras biolégicas pode
ser maior do que 15% e para para amostras ambientais pode variar entre 2 e 20%
(SALGADO, 2006).

A precisdo intermediaria refere-se a qualquer variacdo inserida dentro do

procedimento de analise quantitativa, diferentes analistas, dias, reagentes,
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equipamentos entre outros. Enquanto a reprodutibilidade pode ser determinada pela

analise de amostras homogéneas em diferentes laboratorios (SALGADO, 2006).

1.4. Exatidao

A exatiddo de um método de andlise quantitativa pode ser definida como a
proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em relacdo ao valor
verdadeiro (ICH, 1996; BP, 2001; ANVISA, 2003a; USP, 2005). Os Compéndios oficiais
e a legislagéo vigente prevéem que o ensaio de determinacdo da exatiddo pode ser
realizado para andlise quantitativa de farmacos, formas farmacéuticas e para impurezas
(ICH, 1996; BP, 2001; ANVISA, 2003a; USP, 2005).

Para analise quantitativa do farmaco em medicamentos, a exatiddo pode ser
determinada pelo método da recuperagdo, a qual consiste em verificar o percentual
analiticamente recuperado de uma quantidade de padrao adicionado em uma amostra.
Existe basicamente duas formas de se realizar este ensaio, o primeiro consiste em
analisar uma amostra a qual foi adicionado quantidade conhecida de farmaco (padréo
de referéncia) a forma farmacéutica e o segundo consiste em adicionar quantidade
conhecida de farmaco (padréo de referéncia) a uma mistura dos excipientes da forma
farmacéutica (ICH, 1996; BP, 2001; ANVISA, 2003a; USP, 2005).

A exatiddo é calculada como a porcentagem de recuperacdo da quantidade
conhecida de farmaco adicionado a amostra, ou como a diferenca entre as médias e o
valor verdadeiro aceito acrescido dos intervalos de confianca. Deve ser verificada a
partir de, no minimo, nove determinacdes contemplando o intervalo linear do
procedimento, ou seja, trés concentracdes, baixa, média e alta em triplicata cada e
pode ser expressa pela Equagdo 1(ICH, 1996; BP, 2001; ANVISA, 2003a; USP 28,
2001).

ConcentragoMédia Experimergl
Concentrago Teorica

Exatidao= { }x 100 Equacad.

1.5. Limites de deteccao (LOD) e de quantificacéo ( LOQ)
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O limite de deteccdo (LOD) € a menor quantidade de analito presente em uma
amostra que pode ser detectada, porém ndo necessariamente quantificada, no método
de analise empregado sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas. Enquanto o limite
de quantificacdo (LOQ) representa a menor quantidade de analito presente em uma
amostra que pode ser determinada com precisdo e exatidao aceitaveis sob condi¢cdes
experimentais estabelecidas.

Podem ser visualmente determinados, em que é observada concentracdo de
analito que proporciona a relacéo sinal:ruido de 3:1 para o LOD e de 10:1 para o LOQ
respectivamente. Também podem ser matematicamente calculados pelo método que se
baseia no desvio padrdo médio (DPm) da resposta de diferentes concentracdes
préximas ao suposto limite de deteccdo e na inclinacéo (S) da curva padrao, conforme
as Equacbes 2 e 3 (ICH, 1996; BP, 2001; ANVISA, 2003a; USP, 2005).

LD = [3XDPm} Equacaq.
S
LQ= [@} Equacad.

1.6. Robustez

A robustez determina a resisténcia do método de andlise quantitativa e consiste
em verificar o efeito da variagdo de parametros operacionais, como a temperatura, pH,
fluxo da fase mével entre outros (ICH, 1996; BP, 2001; ANVISA, 2003a; USP, 2005).
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1.7. Estudos Realizados

No presente trabalho, foram desenvolvidas as metodologias de cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) para a andlise quantitativa do teor de ciprofloxacino e
de triancinolona incorporados nas microparticulas de PLGA, assim como para a
determinacdo do nivel de concentracdo de farmaco proporcionado nos liquidos
intraoculares apos a administragdo dos referidos sistemas de liberacdo nos estudos in
vivo realizados em coelhos.

Para validacdo das metodologias CLAE utilizadas foram determinados os
parametros de especificidade e seletividade, linearidade e alcance, precisdo, exatidao e
limites de deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ). Todos os ensaios foram
planejados de acordo com os critérios estabelecidos pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria-ANVISA (ANVISA, 2003a).
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2. OBJETIVOS

v' Desenvolver e validar um método de andlise quantitativa por CLAE para o
ciprofloxacino a ser empregado:
» No controle de qualidade das microparticulas de PLGA contendo
ciprofloxacino.
» Nos estudos farmacocinéticos de monitorizacdo da concentracéo de
farmaco atingida no humor aquoso e no humor vitreo apés a
administragdo subconjuntival das mesmas e dos respectivos

tratamentos controle utilizados.

v' Desenvolver e validar um método de andlise quantitativa por CLAE para o a
triancinolona a ser empregado:
» No controle de qualidade das microparticulas de PLGA contendo
triancinolona.
» Nos estudos farmacocinéticos de monitorizagcédo da concentragéo de
farmaco atingida no humor vitreo apos a administracéo intravitreal

das mesmas e dos respectivos tratamentos controle utilizados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Reagentes e solventes

Ciprofloxacino comprado da Galena (Brasil).

Triancinolona comprado da Galena (Brasil).

D, L-PLGA 50:50 (viscosidade intrinseca de 0,63dL/g) Birmingham polymers
Inc. (USA).

Acetonitrila grau HPLC, J.T Baker (México).

Acetona LABSYNT. (Brasil).

Acido acético glacial LABSYNT (Brasil).

Agua preparada com sistema purificador de agua (Millipore) com resistividade
de 18.2 MQ-cm.

Outros reagentes de grau analitico.

3.2. Equipamentos e Acessorios

Balanca analitica, METTLER®, modelo H 51.

Lavadora ultra-sénica TRANSTEK SYSTEMS®, modelo soniclean.

HPLC Waters® modelo alliance 2695.

Detector UV com arranjo de diodos Waters®, modelo 2996.

Detector UV Waters® modelo 2487.

Coluna analitca SYMETRY® C18 150 x 4,0 mm e 5 pm de tamanho de
particulas

Pré-colunas SYMETRY® C18 10 x 4,0 mm e 5 um de tamanho de particulas.
Medidor de pH QUIMIS

Filtro de teflon 0,45 pm MILLEX[I.

Filtro de acetato de celulose 0,45 pm MILLEX[]

Purificador de agua (Milli-Q Plus - Millipore[)

Vidraria e outros acessorios.
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3.3. Instrumentacdo e condicbes cromatograficas do método CLAE para o

ciprofloxacino.

O sistema CLAE utilizado consistiu em equipamento Waters®, modelo alliance
2695 com sistema de injecdo automatica, equipado com detector UV com arranjo de
diodos Waters® modelo 2996. A fase mdvel utilizada consistiu em uma mistura
volumétrica de (a) acetonitrila e (b) &cido fosférico (2,4g.L™* pH = 3,0, equilibrado com
trietanolamina) na proporcdo de 13:87 (a:b), com fluxo isocratico de 1,5mL.min™. A
coluna analitica usada foi C1(150mm x 4,0mm) com diametro de particula de 5 pm
protegida com pré-coluna, SYMETRY Waters". Durante os ensaios foi utilizado o
volume de injecdo de 50uL no sistema equilibrado a temperatura de 30 + 2°C e o
comprimento de onda selecionado para integracdo dos picos cromatogréaficos foi de
278nm.

3.4. Curvas analiticas padréo do ciprofloxacino

Para analise quantitativa do CP nas microparticulas de PLGA a curva padréo foi
construida em &cido acético 0,1M. Para isso, a solugdo estoque de farmaco foi
preparada em &cido acético glacial na concentracdo de 500pg.mL™ e diferentes
solucbes-padrdo, com concentracdo na faixa de 1 a 50ug.mL™ foram preparadas por
diluicdo da solugéo estoque em balées volumétricos de 10 mL com acido acético 0,1 M.
As solucdes-padrdo foram injetadas no sistema CLAE equilibrado em triplicata. A
equacao de regressao linear foi obtida através da regressao linear entre a média da
area determinada (uV.s™) para os pontos da curva e a concentracdo de fArmaco em
pg.mL™,

Para andlise quantitativa da concentracdo de CP atingida nos liquidos
intraoculares, a curva padrao foi construida diretamente na matriz bioldgica obtida pela
diluicdo (1:5V/V) de humor vitreo obtido de coelhos albinos sadios com solucéo tampéo
Tris-HCI (0,01M; pH=7,4). Para isso, uma solucdo estoque de CP foi preparada em
solucdo tamp&o Tris-HCI (0,01M; pH 7,4) na concentracdo de 20pg.mL™. Diferentes

aliquotas desta solucao foram adicionadas em matriz biolégica e agitadas em vortex por
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1 minuto para obter diferentes solu¢gdes com concentracdo na faixa de 0,1 a 15,0
ng.mL™. Apés ultra centrifugacdo a 15000xg durante 15minutos, o sobrenadante foi
injetado no sistema CLAE equilibrado. As andlises foram realizadas em triplicata e a
equacdo de regressao linear foi obtida através da regressao linear entre area média

determinada (uV.s) para os pontos da curva e a concentracéo do farmaco em pg.mL™.

3.5. Instrumentagdo e condigbes cromatogréficas do método CLAE para a

triancinolona.

O sistema CLAE utilizado consistiu em equipamento Waters®, modelo alliance
2695 com sistema de injecdo automatica, equipado com detector UV Waters® modelo
2485. A fase movel utilizada consistiu em uma mistura volumétrica de (a) acetonitrila e
(b) 4gua na proporcdo de 30:70 (a:b), com o fluxo isocratico de 1mL.min™. A coluna
analitica usada foi C;g (150mm x 4,0mm) com diametro de particula de 5um protegida
com pré-coluna, SYMETRY Waters”. Durante os ensaios foi injetado o volume de
amostra de 100puL no sistema CLAE equilibrado & temperatura de 25 + 2°C e o

comprimento de onda selecionado foi 242nm.
3.6. Curvas analiticas padrao da triancinolona

Para andlise quantitativa da Tr nas microparticulas, a curva padrao foi construida
em fase movel. Para isso, uma solucdo estoque de farmaco foi preparada em
acetonitrila na concentracdo de 250 pg.mL™. Diferentes solucdes padrdo com
concentracdo na faixa de 1 a 50 pg.mL™ foram preparadas por diluicdo da solucéo
estoque com fase movel em bal6es de 10 mL. As solu¢des padréo foram injetadas no
sistema CLAE equilibrado em triplicata. A equacdo de regressdo linear foi obtida
através da regressao linear entre a média da area determinada (uV.s™) para os pontos
da curva e a concentracédo de farmaco em pg.mL™.

Para determinacdo da concentragdo de TR atingida no humor vitreo a curva
padrdo foi construida diretamente na matriz biolégica obtida pela diluicdo (1:5V/V) de

humor vitreo obtido de coelhos albinos sadios com solucdo tampao Tris-HCI (0,01M,;
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pH=7,4). A solucdo estoque foi preparada em solucdo tampéo Tris-HCI (0,01M; pH 7,4)
na concentracdo de 50ug.mL™. Diferentes aliquotas desta solucéo foram adicionadas
na matriz biolégica e agitadas em vortex por 1 minuto, para obter diferentes solucdes
com concentracdo na faixa de 0,05 a 20 pg.mL™. Apés ultra centrifugacéo a 15000xg
durante 15 minutos, o sobrenadante foi injetado no sistema CLAE equilibrado. A
equacao de regressao foi extraida da regressao linear entre area média determinada

(LV.s™) para os pontos da curva e a concentracdo de farmaco em pg.mL™.

3.7. Estudo de validacéao

3.7.1. Seletividade/Especificidade

Para a andlise quantitativa dos farmacos nas microparticulas, este parametro foi
determinado através da comparagdo dos cromatogramas obtidos das microparticulas
inertes (placebo) com os cromatogramas da matriz polimeérica (microparticulas inertes)
adicionada com diferentes quantidades de farmaco, em diferentes niveis de
concentracdo. Enquanto que para a analise do farmaco in vivo, foi realizada a
comparacdo dos cromatogramas obtidos da matriz biolégica com aqueles obtidos da
matriz bioldgica adicionada com diferentes quantidades de farmaco, em diferentes

niveis de concentracao.

3.7.2. Linearidade e alcance

A linearidade dos métodos CLAE foi determinada através da obtencédo do
coeficiente de correlacdo da curva padrdo do farmaco (r?), enquanto o alcance
correspondeu a faixa de concentracdo considerada linear e compreendida na curva

padréo.

3.7.3. Precisao
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A repetividade foi determinada analisando o coeficiente de variagcdo (CV) de
determinacgfes sucessivas de amostras padrdo, em diferentes niveis de concentracao.
Todas as andlises foram realizadas em triplicata.

A precisdo intermediéria foi determinada analisando o coeficiente de variagédo
(CV) das determinacdes quantitativas realizadas durante o ensaio da exatiddo em 3
dias diferentes.

A preciséo foi investigada para cinco niveis de concentracdo (sendo 2 abaixo, 1

no meio e 2 acima do meio da curva padrao).

3.7.4. Exatidao

A exatiddo do método de andlise quantitativa foi calculada como a porcentagem
de recuperacédo de diferentes quantidades de farmaco adicionado a matriz polimérica
no caso da analise quantitativa do CP nas microparticulas de PLGA. Para determinacao
da concentracdo de farmaco na matriz bioldgica, esta foi calculada como a
porcentagem de recuperacédo de diferentes quantidades de farmaco adicionado a matriz
biolégica. O ensaio foi realizado em cinco niveis de concentragéo (sendo 2 abaixo, 1 no
meio e 2 acima do meio da curva padrdo) e todas as andlises foram realizadas em

triplicata em trés diferentes dias.
3.7.5. Limites de deteccéo (LOD) e de quantificacd o0 (LOQ)
Os LOD e LOQ foram matematicamente calculados, através da andlise

guantitativa de trés amostras em triplicata, cada uma, em concentragdes baixas, usando

as Equacoes 3 e 4.
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3.8. Analise estatistica

Os dados foram apresentados como as medias dos valores experimentais
obtidos e seus respectivos desvios padrdo. Inicialmente, foi realizado o teste de
normalidade, seguido da andlise de variancia (ANOVA). Quando necessério, os valores
foram transformados em Rank.

Para confronto dos valores médios estatisticamente diferentes foi utilizado
guando apropriado, o Student-Newman-Kews (SNK) para compara¢fes dos pares,

sendo considerados significativamente diferentes os valores de p<0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O ciprofloxacino & amplamente utilizado em oftalmologia. A validacdo do método
CLAE, além de garantir a seguranga dos resultados da determinacdo do teor de
farmaco incorporado nas microparticulas de PLGA, proporciona a disponibilizacdo de
uma ferramenta de andlise segura e precisa para a realizacdo dos estudos de

farmacocinética ocular deste sistema de liberacao.

4.1. Validacdo de método CLAE para analise quantita tiva de ciprofloxacino em

microparticulas de PLGA e a partir dos liquidos int ~ raoculares

A Figura 9 apresenta as curva padréao do ciprofloxacino em (a) &cido acético e na

(b) matriz bioldgica.
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10x10° -
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[ciprofloxacino ] (pg.mL'1) [ciprofloxacino] (pg.mL'1)
Figura 9. Curva padrao do ciprofloxacino obtida em (a) &cido acético e em (b) matriz biolégica obtidas por

CLAE em 278nm.

A equacdo linear representativa obtida para curva padrdo para andlise
guantitativa do CP nas microparticulas foi de y = 226606x — 36686, enquanto que para
a analise na matriz biolégica foi y = 207137x — 32588. Ambas as curvas apresentaram

valores para o coeficiente de correlagdo maiores que 0,999, indicando a linearidade do
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método para analise quantitativa do farmaco nas microparticulas e nos liquidos
intraoculares na faixa de concentragao investigada.
A Figura 10 apresenta os cromatogramas obtidos do placebo (microparticulas

inertes), e do placebo adicionado com diferentes quantidades de solucdo padrédo de

farmaco
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Figura 10. Cromatogramas obtidos para (a) microparticulas inertes antes de depois de adicionado

farmaco nas concentracdes de (b) 5pg.mL™; (c) 15 pg.mL™;(d) 25 pg.mL™;(e) 35ug.mL™" e (f) 45 pg.mL™.

O farmaco apresentou tempo de retencdo de + 4,5 minutos e nao foi identificado
gualquer impureza ou componente da matriz que apresentasse sinal proximo desta
faixa de tempo, indicando que o presente método de CLAE pode ser considerado
especifico e seletivo para a analise quantitativa do CP incorporado nas microparticulas.

A Figura 11 apresenta os cromatogramas obtidos da matriz biolégica e da matriz
biolégica adicionada com diferentes quantidades de solucdo padrdo de farmaco, onde o

farmaco apresentou tempo de retencéo de + 4,6 minutos.
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Figura 11. Cromatogramas (a) matriz bioldégica e matriz biolégica adicionada com as concentrages

(b) 2,5ug.mL"; (c) Spug.mL™(d) 7,5 pg.mL ™ (e) 10pg.mL™ e (f) 12,5pg.mL™.

De acordo com o ensaio realizado, o0 método pode ser considerado especifico
para analise quantitativa do farmaco nos liquidos intraoculares. Nao houve diferenca
estatistica (p<0,05) entre os tempos de retencéo identificados na anélise do farmaco na
matriz polimérica, daqueles observados na analise da matriz biologica, indicando a
robustez do método quanto a este aspecto.

A preciséo (repetividade) foi determinada analisando o coeficiente de variacdo
(CV%) das analises quantitativas sucessivas de amostras em diferentes niveis de
concentracao (Tabela 1).
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Tabela 1. Resultados do teste de precisdo (repetividade) do método CLAE para determinagdo analitica

do ciprofloxacino em microparticulas de PLGA e a partir dos liquidos intraoculares.

Analise quantitativa Concentragéo Concentragao Repetibilidade
do ciprofloxacino Tedrica (pg.mL™) | Analitica ( pg.mL™) CV (%)
Microparticulas de 50 4,97 +0,12 2,35

PLGA 15,0 15,28 + 0,01 0,10

25,0 24,88 + 0,05 0,21

35,0 34,27 + 0,01 0,04

45,0 46,29 +0,1 0,21

Matriz biologica 2,5 2,15+0,01 0,65
5,0 4,75 + 0,02 0,36

7,5 7,40 + 0,01 0,19

10,0 10,07 + 0,01 0,15

15,0 15,13 + 0,02 0,13

De acordo com o teste de repetividade realizado, o método de CLAE utilizado
pode ser considerado preciso tanto para determinacdo analitica do CP nas
microparticulas de PLGA, quanto a partir da matriz bioloégica. Os valores de CV%
calculados para os diferentes niveis de concentracdo estudados encontram-se dentro
dos limites estabelecidos (ANVISA, 2003a).

A exatiddo foi determinada como o percentual de recuperacéo identificado na
analise quantitativa do placebo e da matriz biolégica antes e depois de adicionado
guantidades diferentes de farmaco para fornecer diferentes niveis de concentracdo. As
analises foram realizadas (n=3) em dias diferentes com intervalo de um dia para
permitir a determinacdo da precisdo intermediaria. Os resultados obtidos para
determinacdo da precisdao intermediaria e da recuperacdo estdo apresentados na
Tabela 2.
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Tabela 2. Resultados do teste de precisdo intermediaria e de exatiddo do método CLAE para

determinacgdo analitica do ciprofloxacino em microparticulas de PLGA e a partir dos liquidos intraoculares.

Andlise quantitativa Concentracéo Recuperacao (%) Preciséao
do ciprofloxacino Teorica (pg.mL ™) intermediaria CV (%)
Microparticulas de 5,0 102,02 + 0,44 0,43

PLGA 15,0 104,22 + 0,299 0,28

25,0 104,66 + 0,15 0,14

35,0 105,80 + 0,26 0,24

45,0 102,30 + 0,03 0,21

Matriz bioldgica 2,5 89,17 + 0,45 0,5
5,0 80,59 + 0,19 0,25

7,5 87,06 + 0,05 0,05

10,0 86,32 + 0,54 0,63

15,0 85,35 + 0,58 0,67

Os resultados obtidos para o teste de recuperacéo indicam que o método pode
ser considerado exato. Apesar dos valores de recuperacgédo identificados para a anélise
do farmaco na matriz biolégica ser estatisticamente menores (p<0,05) daqueles
identificados no placebo, para todos os niveis de concentragdo investigados os valores
de recuperacédo determinados encontram-se dentro dos limites estabelecidos (80-110%)
(ANVISA, 2003a; ICH, 1996).

Os valores de CV% identificados no teste de precisdo intermediaria foram
menores que 1% e nao foi observada diferenca estatistica (p<0,05) entre os dois tipos
de analise realizada, demonstrando a boa exatiddo e boa precisdo intermediaria do
método.

A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos para o calculo dos limites de
deteccao (LOD) e de quantificacdo (LOQ) do farmaco na matriz biolégica.

Arnébio Anténio da Silva Jinior



II1. Métodos de Andlise Quantitativa 65

Tabela 3. Resultados obtidos para o calculo dos limites de deteccdo e de quantificagdo do farmaco nos

liquidos intraoculares.

Area identificada para as diferentes concentracdes de farmaco
Amostra 0,1 gg.mL? 0,25 pg.mL 0,5 ug.mL?
1 19667 52346 97544
2 19590 52624 96560
3 20186 53329 99475
Média 19814,33 52766,33 97859,67
DP 324,17 506,72 1482,92

Desvio padrdo médio (DPm) = 771,27
Inclinacdo da curva padrao (S) = 207137

LOD =0,0123 ma/mL LOQ=0,03723 to/mL

Os limites de deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) sé&o valores
matematicamente calculados, no entanto pode-se concluir através dos resultados que o
limite inferior da curva padrdo pode ser utilizado para o célculo da concentragédo do
farmaco presente nas microparticulas, embora seja preferida a escolha de regibes
proximas ao centro da curva padréo (SILVA-JUNIOR et al., 2006).

O estudo dos parametros de validacao para metodologia CLAE comprova que o
método apresenta especificidade, linearidade, precisdo e exatiddo, indicando que o
mesmo pode ser empregado com seguranca na determinagdo analitica do

ciprofloxacino nas microparticulas de PLGA e a partir dos liquidos intraoculares.
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4.2. Validagdo de método CLAE para andlise quantita

microparticulas de PLGA e a partir do humor vitreo.

tiva de triancinolona em

A Figura 12 apresenta as curvas padrdo da triancinolona em (a) fase movel e na

(b) matriz biolégica.
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Figura 12. Curvas padrao da triancinolona obtida em (a) fase mével e em (b) matriz biolégica obtidas por
CLAE em242nm.

A equacdo linear representativa obtida para curva padrdo para analise

quantitativa da Tr nas microparticulas foi de y= 231103x - 9057, enquanto para a

analise na matriz bioldgica foi y = Y = 188608x - 4902. Ambas as curvas apresentaram

valores para o coeficiente de correlagdo maiores que 0,999 demonstrando a linearidade

do método para andlise quantitativa do farmaco nas microparticulas e nos liquidos

intraoculares na faixa de concentracao estudada.

A Figura 13 apresenta os cromatogramas obtidos das microparticulas isentas de

farmaco antes e depois de adicionada diferentes quantidades de solucdo padrdo de

farmaco.
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Figura 13. Cromatogramas (a) microparticulas inertes antes de depois de adicionado farmaco nas

concentracdes (b) 5pg.mL™Y; () 15 pg.mL™;(d) 25 pg.mL™;(e) 35pg.mL™* e (f) 45 pg.mL™.

Através da Figura 13 pode ser observado que o farmaco apresentou o tempo de
retencdo de + 3,5 minutos. De acordo com o0 ensaio realizado, 0 método pode ser
considerado especifico para andlise quantitativa do farmaco nas microparticulas de
PLGA.

Também foi observada a especificidade do método para a determinacéo analitica
da triancinolona na matriz bioldgica. A Figura 14 apresenta os cromatogramas da matriz
biolégica antes e depois de adicionado quantidades crescentes de farmacos para
fornecer diferentes niveis de concentracao.
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Figura 14. Cromatogramas (a) matriz bioldégica antes de depois de adicionada com as concentragdes

(b) 2,5ug.mL?; () Spug.mL™Y;(d) 7,5 pg.mL;(e) 10pg.mL™ e (f) 12,5pg.mL™.

O farmaco apresentou o tempo de retencdo de + 3,5 minutos e de acordo com o
ensaio realizado, o método pode ser considerado especifico para analise quantitativa
da triancinolona no segmento posterior do olho.
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Através do ensaio de seletividade realizado, pode ser observado que ndo houve
diferenca estatistica (p<0,05) no tempo de retencdo do farmaco (+ 3,5 minutos),
indicando a robustez do método quanto a esta alteracao.

A repetividade do método foi determinada analisando o coeficiente de variagdo
(CV%) de analises quantitativas sucessivas de amostras em diferentes niveis de

concentracao realizadas no mesmo dia (Tabela 4).

Tabela 4. Resultados do teste de precisdo (repetividade) do método CLAE para determinacdo analitica

da triancinolona em microparticulas de PLGA e a partir da matriz biolégica.

Analise quantitativa Concentragéo Concentragéo Repetividade
da triancinolona tedrica (pg.mL™) | analitica (pg.mL™) CV (%)
Microparticulas de 5,0 4,99 + 0,005 0,10
PLGA 15,0 14,78 + 0,009 0,06
25,0 25,47 + 0,002 0,01
35,0 34,61 + 0,009 0,03
45,0 45,00 + 0,008 0,02
Matriz biologica 2,5 2,58 + 0,026 1,01
5,0 5,11 + 0,003 0,07
7,5 7,97 + 0,005 0,07
10,0 10,66 + 0,122 1,14
15,0 14,96 + 0,005 0,03

Os resultados obtidos no ensaio de repetividade (CV%) estdo de acordo com 0s
limites estabelecidos. Em todos o0s niveis de concentragdo investigados para
determinacéo analitica do farmaco nas microparticulas, assim como a partir da matriz
biolégica foram determinados valores de CV% < 1.5%. N&o foi observada diferenca
estatistica (p< 0,05) entre o nivel de precisdo obtido para os dois tipos de anélise
guantitativa da TR, indicando a robustez do método quanto a esta variacdo e que o
método pode ser considerado repetitivo para os fins pretendidos.

A exatiddo foi determinada como o percentual de recuperacéo identificado na

analise quantitativa do placebo e de matriz biolégica adicionados com solucédo padréo
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de farmaco em diferentes niveis de concentracdo. As analises foram realizadas (n=3)
em dias diferentes com intervalo de um dia para permitir a determinacdo da precisao
intermediaria. Os resultados obtidos para determinacédo da precisdo intermediaria e da

recuperacao estao apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Resultados do teste de precisdo intermediaria e de exatiddo do método CLAE para

determinacgdo analitica da triancinolona em microparticulas de PLGA e a partir da matriz biolégica.

~ Andlise quantitativa | Concentragdo |  Concentracdo | Repetividade
da triancinolona teérica (pg.mL ™) analitica (pug.mL™) CV (%)
Microparticulas de 50 99,96 + 0,09 0,09
PLGA 15,0 102,02 + 0,03 0,03
25,0 97,51 + 0,02 0,03
35,0 101,35 + 0,05 0,05
45,0 99,61 + 0,08 0,08
Matriz biologica 2,5 101,89 + 3,78 3,31
5,0 101,94 + 3,49 3,42
7,5 97,35+ 1,36 1,39
10,0 102,52 + 3,09 3,01
15,0 100,37 + 1,27 1,27

Os valores de recuperacao identificados para todos os niveis de concentracao
investigados no teste de exatidao estdo de acordo com os limites estabelecidos. Nao foi
identificada diferenca estatistica (p<0,05) entre os valores de recuperagédo do farmaco
no placebo (97,51-102,02%) daqueles identificados a partir da matriz biologica
(97,35-102,52%), demonstrando a robustez do método quanto a esta variacdo e que o
método pode ser considerado exato para os objetivos pretendidos.

Os valores de CV% identificados no teste de precisdo intermediaria foram
menores que 3,5%; indicando que a variacédo de dias inserida no ensaio nao foi capaz
de alterar a precisdo da metodologia CLAE para andlise quantitativa da TR nas

microparticulas de PLGA e na matriz bioldgica.
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A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos para o calculo dos limites de

deteccao (LOD) e de quantificacdo (LOQ) da triancinolona na matriz biol4gica.

Tabela 6. Resultados obtidos para o célculo de LOD e de LOQ da triancinolona na matriz biol4gica.

Area identificada para as diferentes concentracées de farmaco
Amostra 0,05 gg.mL 0,1 gg.mL? 0,25 gg.mL
1 11810 22423 52992
2 11643 26591 51859
3 12071 23811 52196
Média 11841,33 24275 52349
DP 215,71 2122,39 581,79

Desvio padrdo médio (DPm)= 973,30
Inclinacao da curva padrao (S)= 188607,89

LOD = 0,0155 wg/mL LOQ= 0,052 wo/mL

Os limites de deteccéo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) foram matematicamente
calculados utilizando as Equacdes 2 e3.

Depois de determinar os parametros de validagdo para a metodologia CLAE,
pode ser verificado que esta pode ser considerada especifica, precisa e exata, podendo
ser utilizada com seguranca para a andlise quantitativa da triancinolona nas

microparticulas de PLGA e a partir da matriz bioldgica.
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5. CONCLUSAO

Apés a realizacdo do estudo de validagdo, ficou comprovado que as
metodologias CLAE propostas podem ser empregadas de forma segura na analise
quantitativa do ciprofloxacino e da triancinolona em microparticulas de PLGA e a partir
dos liquidos intraoculares.

O presente estudo permitiu o desenvolvimento de métodos CLAE simples,
rapidos, especificos, precisos e exatos para os objetivos pretendidos.

A conclusdo do presente estudo constitui parte de uma etapa fundamental no
desenvolvimento das microparticulas biodegradaveis para a liberacdo prolongada
intraocular de ciprofloxacino e de triancinolona.

A validacdo das metodologias CLAE propostas permite o controle de qualidade
das microparticulas e a monitorizacdo da concentracdo de farmaco atingida nos

liquidos intraoculares ap0s a administracdo das mesmas, de forma segura e eficiente.
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“Ndo tento, ¢ senhor, penetrar a tua profundidade:
de maneira alguma minha inteligéncia se amolda a
ela, mas desejo ao menos compreender a tua verdade
que o meu coragdo cré e ama. Com efeito, ndo busco
compreender para crer, mas creio para compreender.
Efetivamente creio, porque se ndo cresse, ndo

conseguiria compreender”.

Santo Anselmo (1033-1109)

V. Efeito da Radiacao Gama ne
Propriedades Fisicduimicas da:
Microparticulas
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IV. EFEITO DA RADIACAO GAMA NAS PROPRIEDADES FiSICO -
QUIMICAS DAS MICROPARTICULAS

1. RADIACAO GAMA COMO PROCESSO DE ESTERILIZACAO PAR A
MICROPARTICULAS DE PLGA

No capitulo Il j4 foi apresentado a importancia do processo de esterilizacdo para
0 sucesso terapéutico das microparticulas como sistema de liberacdo de farmacos para
uso em oftalmologia.

Para esterilizacdo dos sistemas obtidos foi escolhido o método de irradiacao
gama. Antes disso foi investigado o efeito da exposicdo das microparticulas de PLGA
carregadas com farmaco a diferentes cargas de radiagéao.

Na presente etapa do desenvolvimento dos sistemas microparticulados a base
de PLGA para liberacéo intraocular prolongada de ciprofloxacino e para triancinolona,
foi investigado o efeito da radiacdo gama nas propriedades fisico-quimicas mais
relevantes para a qualidade dos sistemas.

Embora a carga de radiagdo preconizada para esterilizacdo de produtos
farmacéuticos seja de 25kGy, como 0 objetivo de investigar o real efeito deste processo
na tecnologia de producdo dos sistemas, foi investigado o efeito da exposicdo as
cargas de 5, 10, 15 e 25kGy.
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2. OBJETIVOS

v Produzir microparticulas de PLGA contendo ciprofloxacino para administragdo na

capsula sub-tenoniana inferior-posterior na forma de suspenséo.

v" Produzir microparticulas de PLGA contendo triancinolona para administracao

intravitreal na forma de suspensao.

v’ Estudar o efeito da radiacdo gama nas propriedades fisico-quimicas das

microparticulas de PLGA carregadas com farmaco.

» No presente estudo foi realizado a caracterizacdo fisico-quimica das

microparticulas carregadas com o farmaco depois de expostas a

diferentes cargas de radiacdo gama (5, 10, 15 e 25 kGy). Como controle

foram utilizadas as microparticulas carregadas com o farmaco antes da

exposicao ao processo de radiacdo gama.

» A caracterizacao fisico-quimica incluiu:

o

o

o O O O

Morfologia e Forma das Particulas.

Analise Granulométrica.

Andlise quantitativa do teor de farmaco incorporado nas
micropatrticulas.

Espectroscopia de absor¢éao na regiao do infravermelho.

Andlise térmica

Andlises por difracé@o de raios X

Velocidade de liberacdo do farmaco in vitro a partir das

microparticulas de PLGA.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Reagentes e solventes

v
v
v

AR NERN

Ciprofloxacino comprado da Galena (Brasil).

Triancinolona comprado da Galena (Brasil).

D,L-PLGA 50:50 (viscosidade intrinseca de 0,63dL/g) Birmingham polymers
Inc. (USA).

Acetonitrila grau HPLC, J.T Baker (México).

Acetona LABSYNT. (Brasil).

Acido acético glacial LABSYNT (Brasil).

Agua preparada com sistema purificador de agua (Millipore) com resistividade

de 18.2 MQ-cm. e outros reagentes de grau analitico.

3.2. Equipamentos e Acessorios

v

N RN NN

AN NN U N NN

Spray Dryer de laborat6rio, BUCHI modelo B191.

Balanca analitica, METTLER®, modelo H 51.

Lavadora ultra-sénica TRANSTEK SYSTEMS®, modelo soniclean.
HPLC Waters® modelo alliance 2695.

Detector UV com arranjo de diodos Waters®, modelo 2996.
Detector UV Waters® modelo 2487.

Coluna analitica SYMETRY® C18 150 x 4,0 mm e 5 pm de tamanho de
particulas e Pré-colunas SYMETRY® de mesma composicao.
Microscopio eletronico de varredura - JEOL modelo JSM T330A
Software leika quiwn®

Espectrofotdmetro UV-VIS, Hewlett Packard, modelo kayak xa.
Espectrofotdmetro de infravermelho Shimadzu modelo FTIR 8300.
Célula calorimétrica Shimadzu, modelo DSC-50.

Termobalanga Shimadzu, modelo TGA-50.

Difratometro Rikugu® modelo Dmax 2500PC

Ultracentrifuga HITASHI modelo himac 808.
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3.3. Preparacao das microparticulas de PLGA contend o ciprofloxacino

Quantidades pré-estabelecidas de PLGA foram dissolvidas em acetona, e
adicionado a solucdo de ciprofloxacino em acido acético sob agitacdo a fim de obter
solucdo final de proporcdo massa:massa de 1:2 (farmaco:polimero). A solugdo de
farmaco:polimero foi devidamente atomizada em aparelho de “spray dryer”, utilizando
fluxo de alimentacdo de 6-8mL/min, atomizador de 0,7mm; fluxo de ar de secagem de
450NL/h; temperatura de entrada de 80-90°C e de saida de 50-55°C e rendimento de
aspiracdo de 100%. As microparticulas foram diretamente coletadas do ciclone e
armazenadas a temperatura ambiente sob vacuo pelo periodo de tempo minimo de 48

horas.

3.4. Preparacao das microparticulas de PLGA contend o triancinolona

Quantidades pré-estabelecidas de PLGA e triancinolona foram dissolvidas em
acetona a fim de obter solucéo final de proporcao farmaco:polimero (1:1). A solugéo de
farmaco:polimero foi devidamente atomizada em aparelho de “spray dryer”, utilizando
fluxo de alimentagcdo de 6mL/min, atomizador de 0,7mm; fluxo de ar de secagem de
450NL/h; temperatura de entrada de 70-80°C e de saida de 45-50°C e rendimento de
aspiracdo de 100%. As microparticulas foram diretamente coletadas do ciclone e
armazenadas a temperatura ambiente sob vacuo pelo periodo de tempo minimo de 48

horas.

3.5. Exposicao das microparticulas ao processo der  adiagcdo gama

O processo de exposicdo das microparticulas foi realizado pela Empresa
Brasileira de Radiacfes-EMBRAD. Depois de produzidas, as microparticulas de PLGA
carregadas com o farmaco foram devidamente acondicionadas em frasco-ampola e
lacradas. As amostras foram submetidas a radiacdo gama a temperatura ambiente, a
uma velocidade média de cerca de 3,5kGy/h. Como fonte de radiacdo gama foi utilizado

o cobalto 60 e foram investigadas diferentes doses de 5, 10; 15 e 25 kGy.
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3.6. Caracterizacao fisico-quimica das microparticu  las

Com o objetivo de determinar o efeito das diferentes cargas de radiagdo gama,
foi realizada a caracterizagéo fisico-quimica das microparticulas de PLGA carregadas
com o farmaco antes e depois de serem submetidas ao processo de irradiacao
utilizando as cargas de 5, 10, 15 e 25kGy.

3.6.1. Morfologia

A forma das particulas foi observada utilizando as imagens obtidas por

microscopia eletrdnica de varredura.
3.6.2. Andlise do tamanho de particulas

Utilizando as imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura e com
auxilio do software analisador de imagens leika Qwin®, foi medido o diametro de Feret a
0° das particulas. Durante o ensaio foi utilizada a amostragem minima de 300
particulas. A distribuicdo do tamanho de particulas e sua andlise comparativa foram
realizadas a partir dos graficos de frequéncia porcentual dos didametros medidos
expressados em micrémetros. O didmetro médio das microparticulas foi calculado
através da determinacdo da média ponderada em funcao da freqiéncia dos valores de

diametro medidos.
3.6.3. Andlise quantitativa do farmaco nas micropa  rticulas de PLGA

Com o objetivo de determinar o efeito da radiacdo gama no teor de farmaco
incorporado nas microparticulas, a andlise quantitativa do farmaco contido nas
microparticulas foi realizada antes e depois do processo de exposicdo as diferentes
cargas de radiagdo investigadas. Para isso, foi utilizado o método de analise
guantitativa por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) antes desenvolvida e

validada.
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3.6.3.1 Andlise guantitativa do ciprofloxacino nas microparticulas de PLGA

A quantidade de microparticulas equivalente a 10mg de ciprofloxacino foi
dissolvida volumetricamente em 10mL de &cido acético glacial. Aliqguotas de 250uL
desta solucdo foram transferidas para baldo volumétrico de 10mL e o volume foi
completado com acido acético 0,1M para obter solu¢cdes amostra de concentragcdo
tedrica de 25pg.mL-*, que apés filtradas, foram devidamente analisadas pelo método

CLAE especifico.

3.6.3.2. Analise quantitativa da triancinolona nas microparticulas de PLGA

A quantidade de microparticulas equivalente a 10mg de triancinolona foi
dissolvida volumetricamente em 10mL de acetonitrila. Aliquotas de 250uL desta solucao
foram transferidas para baldo volumétrico de 10mL e o volume foi completado com a
fase mével para obter solucbes amostra de concentracdo teérica de 25pg.mL-!, que
apos filtradas, foram devidamente analisadas pelo método CLAE especifico.

O teor de farmaco contido nas microparticulas foi determinado com auxilio da
Equacéao 4 (SILVA-JUNIOR, 2005).

TF (%) = [ MNTI\F;D

} x100 Equacaat.

TF (%)= Teor de farmaco
MFRD = Massa de farmaco analiticamente determinada no sistema polimérico.

MM = Massa de microparticulas utilizada no ensaio analitico.
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3.6.4. Andlise de espectroscopia na regidao do infr  avermelho

Com o objetivo de determinar a ocorréncia de possiveis interagbes quimicas
entre o farmaco e o polimero ou alteracdes quimicas dos componentes das
microparticulas durante o processo de exposicao a radiacdo gama, foram obtidos os
espectros de absorcdo na regido do infravermelho do farmaco puro, do PLGA e das
microparticulas de PLGA carregadas com o farmaco antes e depois de serem
submetidas as diferentes cargas de radiacdo gama. Durante o ensaio foi utilizado cerca
de 2mg de amostra misturada com 325mg de brometo de potassio utilizando grau com
pistilo. ApOs exsicacdo, as pastilhas foram obtidas em prensa hidraulica (FU et al.,
2002; SILVA-JUNIOR, 2005).

3.6.5. Analise térmica

A andlise térmica das amostras foi realizada em colaboracdo com o laboratério
de analise térmica “Professor Ivo Giolito (LATIG)” sob a coordenacgéo do professor Dr.
Jivaldo Rosario de Matos do departamento de quimica fundamental da Universidade de
Séo Paulo-SP.

A analise térmica foi realizada com o objetivo de determinar a ocorréncia de
possiveis interacdes fisico-quimicas entre o farmaco e o polimero ou de determinar
possiveis alteracfes fisico-quimicas dos componentes das microparticulas durante o
processo de irradiacdo. Para isso, foram obtidas as curvas termoanaliticas (DSC e
ATG/DTG) dos componentes puros e das microparticulas de PLGA carregadas com o

farmaco antes e depois da exposicéo as diferentes cargas de radiagdo gama.

3.6.5.1. Calorimetria exploratoéria diferencial (DSC)

As curvas de DSC foram obtidas na faixa de 25 - 500°C, sob atmosfera de N
(100mL.min™), com razdo de aquecimento de 10°C.min™, utilizando cé&psulas de

aluminio fechadas contendo aproximadamente 1mg de amostra. A célula de DSC foi
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calibrada antes dos experimentos utilizando padrdo de indio (Tysao= 156°C e AHyysz0=
28,4J.9%) e zinco (Truszo= 419,4°C).

3.6.5.2. Andalise termogravimétrica/ termogravimetria derivada (ATG/DTG).

As curvas de ATG/DTG foram obtidas na faixa de 25-600°C, sob atmosfera de N»
(50mL.min™), com a razdo de aquecimento de 10°C.min™. Durante os ensaios, foi

utilizado o cadinho de platina contendo cerca de 5mg de amostra.

3.6.6. Difracédo de Raios X (DRX)

A andlise por difracdo de raios X das microparticulas de PLGA contendo o
farmaco foi realizada usando o difratdmetro Rikugu®, modelo Dmax 2500PC. Todas as
analises foram realizadas com a difracdo em anglo 2 ¢, variando de 5° a 50°, usando
radiacdo CuKa de A=1,5406 A.

3.6.7. Liberacdo in vitro do farmaco a partir das microparticulas

A fim de determinar possiveis alteragdes no empacotamento da microestrutura
das microparticulas de PLGA carregas com o farmaco, foi determinado o perfil de
liberacdo in vitro do farmaco a partir das microparticulas antes e depois da exposicdo as

diferentes cargas de radiagdo gama.

3.6.7.1. Liberacao “in vitro” do farmaco a partir das microparticulas

Os ensaios de liberacao in vitro foram realizados utilizando o modelo estatico, no
gual as microparticulas contendo o equivalente a 1mg de farmaco foram incubadas em
tubos com 3mL de solugédo tampéao Tris 0,01M pH 7,4 e mantidas em banho de agitacéo
termostatizado a 37°C + 0,2°C Em intervalos de tempo pré-determinados os tubos
foram centrifugados 11000xg durante 10 minutos e o sobrenadante foi retirado e
analisado por espectrofotometria de UV (BLANCO-PRIETO et al., 1999; MU; FENG,
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2001; RAHMAN; MATHIOWITZ, 2004; SILVA-JUNIOR, 2005). Novo volume de solucio
tampao foi adicionado aos tubos, os quais as microparticulas foram ressuspendidas e
novamente incubadas até o préximo tempo de coleta (SILVA-JUNIOR, 2005).

As andlises quantitativas foram realizas em 242nm no caso da triancinolona,
enguanto para o ciprofloxacino foi em 271nm. Todas as analises foram realizadas (n=4)
utilizando cubeta de quartzo de 1cm e como branco, foi utilizado o volume de meio
retirado da dissolugdo da mesma massa de microparticulas isentas de farmaco
(placebo) utilizadas nas mesmas condi¢des do ensaio.

O teor de farmaco liberado foi calculado com auxilio da curva padrédo contruida

utilizando as mesmas condi¢des do ensaio, utilizando a Equacéo 5.

MFL (%) = Z{c'\:/tl—;/}xloo Equacaos.

MFL (%) = Percentual de massa de farmaco liberada

Ct = Concentragdo de farmaco determinada  no tempo “t”
Vv = Volume do meio de liberacao
MF = Massa de farmaco utilizada no experime nto

3.6.7.2. Construcdo da curva padrdo para analise da quantidade de

ciprofloxacino liberada

A solucao estoque de ciprofloxacino foi preparada em solucao tampéao Tris-HCI
0,01M; pH= 7,4 na concentracdo de 40ug.mL™. Diferentes solucées-padrdo com
concentracdo na faixa de 0,5 a 20,0ugmL™ foram obtidas pela diluicdo da solucéo
estoque com a solugédo tampao Tris-HCIi 0,01M; pH= 7,4. As solu¢des-padrdo foram
analisadas em triplicata por espectrofotometria de UV em 271nm, usando cubeta de
guartzo de 1cm e solugdo tampéo Tris 0,01M pH 7,4 como branco. A equagéo de
regressao linear foi obtida através da regressdo linear entre os valores médios de

absorbancia obtidos e a concentragéo de farmaco em pg.mL™ utilizada.
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3.6.7.3. Construcdo da curva padrdo para andlise da quantidade de

triancinolona liberada

A solucéo estoque de triancinolona foi preparada em solu¢cado tampéao Tris-HCI
0,01M; pH= 7,4 na concentracdo de 50ug.mL™*. Diferentes solucées-padrdo com
concentracdo na faixa de 1,25 a 50pug.mL™* foram obtidas pela diluicdo da solucéo
estoque. As solucdes-padrdo foram analisadas em triplicata por espectrofotometria de
UV em 242nm, usando cubeta de quartzo de 1cm e solug¢do tampéo Tris 0,01M pH 7,4
como branco. A equacdo de regressao linear foi obtida através da regressao linear
entre os valores médios de absorbancia obtidos e a concentracdo de farmaco em

pg.mL* utilizada.

3.7. Anélise estatistica

Os dados foram apresentados como as médias dos valores experimentais
obtidos e seus respectivos desvios padrdo. Inicialmente, foi realizado o teste de
normalidade, seguido da analise de variancia (ANOVA). Quando necesséario, os valores
foram transformados em Rank.

Para confronto dos valores médios estatisticamente diferentes foram utilizados,
guando apropriado, os testes de Dunn’s e teste de Dunnet para comparagfes multiplas
em relagdo ao grupo controle, sendo considerados significativamente diferentes os
valores de p<0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Efeito da radiacdo gama nas propriedades fisic o-quimicas das
microparticulas de PLGA obtidas por “spray drying” carregadas com

ciprofloxacino.

Os parametros selecionados para a técnica de secagem por atomizacao “spray
drying” conduziram a obtencdo das microparticulas de PLGA contendo ciprofloxacino
com sucesso. Isto se deve aos estudos de pré-formulacdo realizados em trabalhos
anteriores (SILVA JUNIOR, 2005; SILVA JUNIOR et al., 2008a). O material particulado
obtido foi um p6 de cor amarela palha, fino, de aspecto morfoldégico e granulométrico
uniforme, caracteristica esta que foi confirmada na analise da forma e do tamanho das

microparticulas.

4.1.1. Morfologia

A forma das particulas foi observada utilizando as imagens obtidas por
microscopia eletrbnica de varredura (SEM). A Figura 15 apresenta a imagem das
microparticulas de PLGA carregadas com ciprofloxacino (McCp) antes de serem
expostas a radiacdo gama.

Figura 15. Imagem de SEM das McCp antes da exposic¢ado a radiacdo gama.

Arnébio Anténio da Silva Jimior



IV. Efeito da Radiacdo Gama nas Propriedades Fisico-Quimicas das Microparticulas 85

A Figura 15 apresenta particulas de forma predominantemente esférica, de
superficie aparentemente lisa. A manutencéo destas caracteristicas apds o processo de
exposicdo a radiacdo gama € de fundamental importancia para a uniformidade da
velocidade de liberacdo do farmaco que o sistema pode fornecer.

A Figura 16 apresenta as imagens de microscopia eletrébnica de varredura das
microparticulas de PLGA carregadas com ciprofloxacino (McCP) depois da exposi¢ao

as diferentes cargas de radiagdo gama.

(c) (d)

Figura 16 . Imagens de SEM das McCp depois da exposi¢do as cargas de radiacdo gama de (a) 5kGy; (b)
10kGy; (c) 15kGy e (d) 25kGy.

Depois de analisar as imagens SEM das McCp apdés a exposicao as diferentes

cargas de radiacdo gama, foi verificado inicialmente que ndo ocorreu alteracdo
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relevante no aspecto e na forma das particulas. No entanto, alguma alteracdo foi
observada nas amostras submetidas as cargas de 15 e 25kGy.

4.1.2. Andlise do tamanho de particulas

A Figura 17 apresenta a distribuicdo do tamanho de particulas das McCP antes
da exposicao a radiacdo gama.
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Figura 17. Distribuicdo do tamanho de particulas das McCp antes da exposi¢do a radiagcdo gama.

As McCp apresentaram caracteristicas fisicas bastante interessantes. O tamanho
de particulas obtido foi bastante reduzido com mais de 40% do material com diametro
abaixo de 1lpm. O material particulado apresentou a distribuicdo do tamanho de
particulas compreendida entre 0,4 e 2,5um, na qual um perfil de distribuicdo normal foi
identificado e mais de 90% do material particulado estad compreendido entre 0,4 e 2,0
pm.

O tamanho de particulas € uma caracteristica fisica importante, pois esta
relacionado diretamente com a area de superficie das particulas e consequientemente
com a velocidade de difusdo do farmaco a partir da matriz polimérica, alterando assim
diretamente a velocidade de liberacdo do farmaco a partir do sistema microparticulado
(QUAGLIA et al., 2003; SILVA-JUNIOR, 2005). Qualquer alteragido relevante no

tamanho e na forma das particulas ocorrida depois da exposi¢cdo das McCP a radiacdo
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gama, possivelmente comprometeria a uniformidade da velocidade de liberacdo do
farmaco, tornando-se essencial caracterizar este efeito.

A Figura 18 apresenta a distribuicdo do tamanho de particulas das McCP depois
da exposicao as diferentes cargas de radiacdo gama.
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Figura 18. Distribuicdo do tamanho de particulas das McCp depois da exposi¢éo as cargas de radiacao
gama de (a) 5kGy; (b) 10kGy; (c) 15kGy e (d) 25kGy.

Depois de observar a Figura 18, foi verificado que as McCp submetidas as
cargas de radiacdo gama de 5 e 10kGy mantiveram a distribuicdo do tamanho de
particulas entre 0,4 e 2,5um. O mesmo ndo ocorreu com as amostras submetidas a 15
e 25kGy. No entanto, todas as amostras apresentaram perfil de distribuicdo normal,

com mais de 90% do material particulado entre 0,4 e 2,0um, indicando que as cargas
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de radiagcdo gama estudadas ndo provocaram alteracdes no perfil de distribuicdo do
tamanho das microparticulas.

Os resultados da andlise granulométrica podem ser melhor observados através
dos valores das medidas de tendéncia central (média, mediana e moda) calculados
para as McCp, antes e depois da exposi¢cdo as diferentes cargas de radiacdo gama
(Tabela 1).

Tabela 7. Efeito da radiagdo gama na granulometria das microparticulas de PLGA carregadas com

ciprofloxacino.

Carga de radiacéo Diametro médio Diametro mediano Diametro modal
utilizada (um) (um) (um)

Nao irradiadas 1,03+ 0,30 1,0 0,90
5kGy 1,02+0,34 1,0 0,9
10kGy 1,13 + 0,38* 1,2 0,9
15kGy 1,34 + 0,60* 1,2 0,9
25kGy 1,21 + 0,56* 1,1 0,9

* Estatisticamente diferente das McCp néo irradiadas (P<0,05)

As diferentes amostras apresentaram valores de diametro médio e de medianos
muito proximos, onde a moda identificada para todas as amostras foi 0,9um. No
entanto, apos submeter os valores de didmetro medidos para as diferentes amostras a
uma analise de variancia ANOVA foi identificada diferenca estatistica entre os valores
(p<0,05). Apos o teste post hoc de Dunn’s com confronto dos valores em relacdo as
McCP antes da exposicdo a radiacdo gama (controle) foi verificada que as amostras
submetidas as cargas de radiagcdo gama de 10, 15 e 25kGy apresentaram diferenca
estatistica na distribuicdo do tamanho de particulas (P<0,05) em relagcdo as amostras
de McCP néo irradiadas.

A Figura 19 ilustra graficamente o efeito da radiagcdo gama no tamanho médio de

particulas granulometria das McCP.
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Figura 19. Efeito da radiagdo gama na granulometria das McCp.

Através da Figura 19 pode ser observado um efeito levemente positivo da carga
de radiacdo gama no diametro médio determinado das McCP.

Trabalhos anteriores relatam auséncia de efeito da radiagdo gama (25kGy) na
forma e na distribuicdo de tamanho de particulas em microparticulas de PLGA
carregadas com diversos principios ativos como anti-retrovirais (MARTINEZ-SANCHO
et al.,, 2004) e vacinas (IGARTUA et al., 2007); indicando auséncia da alteracdo da
forma ou de qualquer agregacdo apds o processo de irradiacdo. No entanto, Calis e
colaboradores (2002) investigaram o efeito de diferentes cargas de radiacdo gama (5,
15 e 25 kGy) nas propriedades biofarmacéuticas de microparticulas de PLGA contendo
antiinflamatorios ndo esteroidais e verificou diferencas na morfologia e granulometria
das particulas ap6s o processo de radiacdo, principalmente nas particulas irradiadas
com a carga de 25kGY.

A diversidade de resultados encontrados na literatura demonstra que nao se
pode estabelecer um efeito intrinseco direto do processo de irradiacdo gama na
morfologia e tamanho das microparticulas de PLGA carregadas com farmacos,
sugerindo que este efeito possa esta mais relacionado com a composi¢céo quimica, com
0s processos de obtencdo e solventes utilizados na microencapsulagdo dos farmacos
(MONTANARI et al.,, 1998; HERRERO-VANRELL et al., 2000; CALIS et al.,, 2002;
MONTANARI et al., 2003; MARTINEZ-SANCHO et al., 2004; IGARTUA et al., 2007).
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A realizagcdo do presente estudo permitiu identificar que apds a exposicao das
microparticulas de PLGA carregadas com ciprofloxacino a radiacdo gama nao foi
identificado alterag@o da forma ou do perfil de distribuicdo do tamanho de particulas. No
entanto, os valores de diametro de Feret para as amostras de McCP submetidas as
cargas de 10, 15 e 25kGy apresentaram diferenca estatisticamente significativa em
relacdo ao controle.

Para saber o impacto desta alteracdo sobre as propriedades fisico-quimicas e
biofarmacéuticas e possivel comprometimento do funcionamento das McCP apés a
exposicdo a radiacdo gama € necessario realizar estudos que sejam capazes de

complementar e melhor avaliar estes resultados.

4.1.3. Andlise quantitativa do teor farmaco nas mi  croparticulas

O teor de farmaco incorporado foi determinado utilizando a metodologia CLAE
antes desenvolvida e validada para a andlise quantitativa do ciprofloxacino nas
microparticulas de PLGA (metodologia descrita no capitulo Ill). A Tabela 8 apresenta o

teor de farmaco presente nas diferentes amostras.

Tabela 8. Efeito da carga de radiagdo utilizada no teor de ciprofloxacino incorporado nas microparticulas.

Teor de farmaco identificado para as diferentes amo  stras
Amostra (% massa/massa)

McCP McCP McCP McCP McCP

5 kGy 10 kGy 15 kGy 25 kGy
1 32,95082 30,44154 30,73799 33,64952 28,65903
2 32,58072 30,55488 32,04154 33,676 29,23959
3 32,31465 30,05301 31,6975 34,42005 29,09653
Média 32,6154 30,34981*  31,49235*  33,91519*  28,99839*
DP 0,3195 0,263208 0,675561 0,437423 0,302467
CV% 0,98 0,867249 2,145158 1,289756 1,043049

*Estatisticamente diferente das McCp ndao irradiadas (P<0,05)
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Depois de submeter os dados a analise de variancia (ANOVA), foi identificada
diferenca estatistica entre os valores de teor de farmaco contido nas diferentes
amostras. Apés submeter os dados ao teste post hoc de Dunnet para confronto dos
valores em relacdo ao grupo controle (McCp n&o expostas a radiacdo gama), foi
identificada diferenca estatistica (p<0,05) para todas as amostras, indicando que a
radiacio gama provocou uma leve alteracdo no teor de farmaco contido nas
microparticulas de PLGA. Nao foi identificada qualquer relacdo entre as cargas de
irradiacdo utilizadas com o teor de farmaco, embora este tenha sido mais consideravel
para a amostra submetida a carga de 25kGy.

A alteracdo do teor de farmaco pode indicar alguma degradacéo radiolitica do
farmaco (MOHR et al.,, 1999; MONTANARI et al., 2002). Qualquer produto de
degradacédo possivelmente formado poderia ser identificado na anéalise de CLAE, e com
0 objetivo de identificar possiveis alteracbes quimicas do farmaco ocorridas depois da
exposicao das microparticulas as diferentes cargas de radiacdo gama, foi observado o
perfil cromatografico e espectro de absorcdo UV do farmaco obtidos nas analises

guantitativas das diferentes amostras (Figura 20).
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Figura 20. Perfil cromatografico obtido das analises quantitativas do farmaco nas microparticulas de

PLGA (A) antes e depois da exposi¢do as cargas de radiacdo gama de (B) 5 kGy; (C) 10 kGy; (D) 15kGy

e de (E) 25 kGy. Os “inserts” apresentam o espectro de absor¢cado UV do farmaco.

Através da Figura 20 pode ser observado que as diferentes cargas de radiagcéo

gama estudadas ndo alteraram o perfil cromatografico do ciprofloxacino incorporado

nas microparticulas de PLGA. Nao foi identificado o surgimento de qualquer pico

relacionado a algum produto de degradacéo,

degradacédo do farmaco ou possivel ndo deteccdo do produto de degradacéo.

indicando auséncia de alguma
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4.1.4. Andlise de espectroscopia na regidao do infr  avermelho

A andlise do teor de farmaco nas microparticulas revelou que a radiacdo gama
alterou de forma estatisticamente significativa (p<0,05) o teor de ciprofloxacino presente
nas microparticulas de PLGA ap0s a exposicao a radiacdo gama. No entanto nao foi
encontrada uma relacdo entre a carga de radiagcdo gama utilizada e o teor de farmaco
identificado na amostra e também nao foi observada alteracdo do perfil cromatografico
do farmaco ou surgimento de qualquer produto de degradacdo apOs exposicdo a
radiacdo gama. Com o objetivo de investigar qualquer alteracdo dos componentes das
McCP depois da exposicéo a radiacdo gama foi realizada a anélise de espectroscopia
na regido do infravermelho das diferentes amostras. A Figura 21 apresenta o0s
espectros de absorgéo na regido do infravermelho (1V) do ciprofloxacino e do PLGA.
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Figura 21 . Espectros de absorgéo na regido do infravermelho do (a) ciprofloxacino e do (b) PLGA.
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O espectro de absorcédo na regido do infravermelho do ciprofloxacino (Fig. 21a)
apresenta as bandas caracteristicas dos grupos funcionais OH de &cido carboxilico na
regido de 2500-3500cm™, amina terciaria em 3415 cm™, deformacéo axial dos carbonos
spse sp, na regido de 2900 cm™, estiramento CH,-N em 2624cm™, ligacdes C=C de
aromatico em 1622, 1577 e 1483 cm™ e o estiramento C-F na regido de 1100-1300.

No espectro IV do PLGA (Fig. 21b), foi possivel identificar a absor¢do de bandas
de grupo OH de grupos carboxila terminais do polimero, do grupo funcional C=0 éster
em 1759cm™. Também foi possivel identificar as bandas préximas & regido de 2900-
3000 cm™ referentes a deformacé&o axial de carbonos sp2 e sp3.

A espectroscopia de absor¢cdo na regido do infravermelho pode fornecer
informagBes importantes sobre a compatibilidade farmaco-excipiente ou favorecimento
da ocorréncia de reagles entre as espécies quimicas envolvidas durante ou apés
gualquer processo fisico e tem sido utilizada em estudos de pré-formulacéo de sistemas
de liberacdo e de medicamentos (SILVA-JUNIOR, 2005; SILVA-JUNIOR et al.,
2008a;2008b).

A Figura 22 apresenta os espectros de absor¢cdo na regiao do infravermelho das

McCP antes da exposicéo as diferentes cargas de radiacdo gama investigadas.
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Figura 22 . Espectros de absor¢éo na regido do infravermelho das McCP antes da exposi¢ao a radiagédo

gama.
O espectro de absorcdo na regiao do infravermelho das McCP apresenta as

bandas de absorcao caracteristicas do ciprofloxacino e do PLGA.
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A Figura 23 apresenta os espectros de absorcdo das McCp depois da exposicéo

as diferentes cargas de radiagdo gama.
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Figura 23 . Espectros de IV das McCP depois da exposicao as cargas de radiacdo gama de (a) 5kGy,
(b) 10kGy, (c) 15kGy e de (d) 25kGy.
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As bandas de absorcao referentes aos grupos funcionais do ciprofloxacino e do
PLGA caracteristicas nas McCp (Fig. 22), foram identificadas nos espectros das McCp
depois da exposicao as diferentes cargas de radiacado (Fig. 23). Os resultados obtidos
no presente estudo permitem observar a auséncia da formacao de qualquer espécie
guimica nova apés a exposicao das McCp as cargas de radiacdo gama estudadas,
sugerindo inicialmente que as cargas de radiagcdo gama estudadas ndo provocaram

alteracdes das espécies quimicas envolvidas

4.1.5. Anélise térmica

A manutencdo da estabilidade quimica dos componentes estruturais das
microparticulas apés qualquer processo fisico € de fundamental importancia para a
manutencdo da capacidade dos farmacos em proporcionar o efeito farmacologico
desejado. No entanto, no caso de sistemas poliméricos de liberagdo farmacos, a
manutencédo das propriedades fisicas é essencial para garantir a seguranca e eficiéncia
na velocidade de liberacdo do farmaco encapsulado (SILVA-JUNIOR, 2005; SILVA-
JUNIOR et al., 2008a; 2008b).

A analise espectroscopica na regido do infravermelho nao revelou alteracdo dos
componentes das microparticulas de PLGA carregadas com ciprofloxacino. A analise
térmica das McCP foi realizada com o objetivo principal de caracterizar qualquer efeito
da radiacdo na microestruturacdo da matriz polimérica, assim como a estabilidade
térmica do material.

A Figura 24 apresenta as curvas termoanaliticas de DSC e ATG/DTG das
microparticulas de PLGA carregadas com ciprofloxacino antes da exposicdo a radiacao

gama.

Arnébio Anténio da Silva Jinior



IV. Efeito da Radiacdo Gama nas Propriedades Fisico-Quimicas das Microparticulas 97

DITGA DsC TGA
%/min mW/mg %

20- 41100

10- . 15

i 160

{40
10-
-0.5! 120
20-

0700 200 300 400 500 600
Temperatura °C

Figura 24. Curvas de DSC e ATG/DTG das McCP em atmosfera dindmica de N, a 100 e

50mL.min™ respectivamente, com razdo de aquecimento de 10°C.min™.

A partir da curva de DSC das McCP antes da exposicdo a radiacdo gama pode
ser observado basicamente 4 eventos térmicos. Entre 43,9-51,2°C (AH= -0,05mW/mg)
ocorreu um evento de relaxagédo térmica devido a temperatura de transicao vitrea (TQ)
do PLGA. O primeiro evento endotérmico ocorreu entre 154,4 - 172,9°C (Tmax=
167,3°C; AH = -5,67J/g) provavelmente devido a eliminagédo de algum residuo de acido
acético presente na matriz polimérica. O segundo evento endotérmico ocorreu entre
221,4 - 275,9°C (Tmax= 264,8; AH= -114,8J/g) devido ao inicio da fusdo do farmaco
seguida rapidamente pelo inicio da decomposicdo térmica do material. O terceiro
evento endotérmico ocorreu entre 275,9 - 301,6°C (Tmax= 286,7; AH= -39,07J/g)
devido a decomposicédo térmica do restante da massa polimérica seguida por uma série
de eventos exotérmicos referentes & decomposi¢cdo do material.

A partir das curvas de ATG/DTG foi possivel observar que o primeiro evento de
perda de massa ocorreu entre 211,1 - 321,8°C (Am = - 62,3%) e 0 segundo ocorreu
entre 321,8-402,3°C (de Am= - 12,2%). Apds este evento a decomposicdo térmica do
material se processou lentamente com provavel eliminacdo de material carbonaceo.

A Figura 25 apresenta as curvas termoanaliticas de DSC e ATG/DTG das McCP

depois da exposicao as diferentes cargas de radiacdo gama.
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Figura 25. Curvas de DSC e ATG/DTG das McCp ap6s a exposi¢cdo as cargas de radiacdo gama de
(a) 5kGy, (b) 10kGy; (c) 15kGy e de (d) 25kGy obtidas em atmosfera dinamica de N, a 100 e 50mL.min™

respectivamente, com razdo de aquecimento de 10°C.min™.

A partir das curvas termoanaliticas das McCp apresentadas na Figura 25, nédo foi
identificado alteracdo do perfil termoanalitico depois da exposicdo das microparticulas
as diferentes cargas de radiacdo gama investigadas. No entanto, foi verificada uma
alteracdo da intensidade de energia envolvida nos eventos térmicos. Esta indicacao

pode ser melhor observada na Figura 26.
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Figura26. Curvas termoanaliticas de (a) DSC e de (b) ATG/DTG das McCP antes e depois da exposicao

as diferentes cargas da radiacdo gama.

As técnicas de analise térmicas tém sido bastante utilizadas na determinacédo do
efeito de excipientes (ROY et al, 2002; ARAUJO et al.,, 2003), processos de
microencapsulacdo (SILVA-JUNIOR et al., 2008a; 2008b) e de processos de
esterilizacdo por radiacdo gama na estabilidade fisico-quimica dos componentes da
formulacdo (WOO et al., 1998; MONSHI et al., 1999; SULJOVRUJIC et al., 2007;
MILICEVIC et al., 2007).
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A manutencdo do perfil termoanalitico dos componentes envolvidos em
condicbes de estresse quimico ou fisico indica a auséncia de alteracdo quimica ou
fisica dos componentes durante o processo. A semelhanca identificada entre o perfil
termoanalitico das McCp antes e depois da exposicdo as diferentes cargas de radiacao
investigadas indica a auséncia ou alteracdo minima dos componentes estruturais.

Através da Figura 26a é possivel observar sensiveis alteragfes nas curvas de
DSC, especificamente na intensidade do terceiro evento endotérmico relacionado a
processo de decomposicdo endotérmica de parte do material, nas amostras irradiadas
com as cargas de radiacdo gama de 15 e 25 kGy, sugerindo que a carga de energia
recebida pelo material durante o processo de exposi¢do a radiacdo gama possa levar a
diminuicdo da energia de ativacdo necessaria para este evento, isto pode ser mais bem

observado na Tabela 9.

Tabela 9. Estudo do efeito da radiagcdo gama no perfil termoanalitico (DSC) das McCp.

Amostra Evento 1 Evento 2 Evento 3 Evento 4
154,4-172,9°C | 221,4-275,9°C 275,9-301,6°C
43,9-51,2°C
McCp Tmax= 167,3°C | Tmax= 264,8°C | Tmax= 286,7
-0,05mwW/mg
AH =-5,67J/g | AH =-114,8J/g | AH =-39,07J/g
155,6-177°C 209,3-284,6°C | 284,9-296,9°C
44,9-52,9°C
McCp 5kGy Tmax= 169,3°C | Tmax= 256,6°C | Tmax = 288,3
-0,04mW/mg
AH =-7,86J/g | AH=-164,5J/g | AH=-44,10J/g
155,2-177,4°C | 217,9-273,5°C 277-296°C
45,6-52,5°C
McCp 10kGy Tmax= 168,8°C | Tmax= 263,5°C | Tmax = 288,6
-0,04mW/mg
AH =-9,82J/g | AH =-91,10J/g | AH=-15,41J/g
45 2.50 3 154,7-177°C 223,5-274,5°C | 278,8-309,5°C
McCp 15kGy o Tmax= 168,9°C | Tmax= 264,5°C | Tmax= 280,8
-0,02mW/mg
AH =-8,64J/g | AH=-58,56J/g | AH=-6,7J/g
155,2-179,5°C 226,3-270,7°C | 291,1-308,7°C
42,5-51,9°C
McCp 25kGy Tmax = 168,7 Tmax= 258,4 | Tmax = 302,02
0,04mW/mg
AH =-10,14J/g | AH=-41,2J/g | AH =-9,27J/g
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A andlise dos dados indica que realmente ndo houve alteracdo da estabilidade
térmica do material e esta alteracdo seria apenas na quantidade de energia (AH)
envolvida durante o evento. O resumo dos dados obtidos na analise termogravimétrica

esté apresentado na Tabela 10.

Tabela 10. Estudo do efeito da radiagdo gama no perfil termoanalitico (ATG/DTG) das McCp.

Amostras Evento 1 Evento 2
211,1-321,8°C 321,8-402,3°C
McCp
Am =-62,3% Am =-12,2%
214,3-324,2°C | 324,2-431,7,3°C
McCp 5KGy
Am = - 64,9% Am = - 14,9%
216,3-323,7°C 323,7-409,2°C
McCp 10KGy
Am = - 60,4% Am =-12,3%
207,3-324,9°C 321,8-402,3°C
McCp 15KGy
Am =-61,2% Am =-12,2%
211,1-321,8°C 321,8-407 °C
McCp 25KGy
Am =-62,3% Am =-11,9%

A analise dos dados apresentados na Tabela 10 permite estabelecer que as
diferentes cargas de radiagdo gama ndo alteraram a estabilidade térmica das
microparticulas de PLGA carregadas com ciprofloxacino. Estes resultados sugerem que
as sensiveis alteracfes observadas no estudo realizado por DSC estao relacionadas
apenas a alteracdo da quantidade de energia envolvida no processo, pois qualquer
espécie quimica nova provocaria possivelmente alteracdes relevantes nas curvas

termogravimeétricas.

4.1.6. Difragédo de Raios-X (DRX)

O estudo termoanalitico demonstrou que ndo houve alteracdo da estabilidade

térmica das microparticulas apés a exposicao as diferentes cargas de radiacdo gama.

Trabalhos anteriores demonstram que a alteracdo da intensidade de energia observada
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durante alguns eventos térmicos pode esta relacionada com a organizacdo estrutural
dos componentes na matriz polimérica (SILVA-JUNIOR et al., 2008a; 2008b).

As andlises de difracao de raios-X foram realizadas com o objetivo de determinar
o efeito das cargas de radiacdo gama na microestrutura das microparticulas de PLGA
carregadas com ciprofloxacino.

A Figura 27 apresenta o difratograma de raios-X obtido para o p -PLGA 50:50.
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Figura 27. Difratograma de raios-X obtido para o p -PLGA 50:50 em 26 4°<70°.

O PLGA é um copolimero sintético biodegradavel que pertence ao grupo dos
poliésteres alifaticos. Pode ser obtido pela co-polimerizagdo do acido poli latico (PLA) e
do acido poli glicélico (PGA) (UHRICH et al, 1999). De acordo com o tipo de PLA (.-PLA
ou p.-PLA) podem ser originados os |-PLGA e p -PLGA (WU, 1995).

O PLGA utilizado para a obtencdo das McCP foi o p.PLGA 50:50, que € um
copolimero amorfo, caracteristica esta que foi a apresentada nos estudos
termoanaliticos na andlise por DSC (Tab. 9) devido a auséncia de pico de fusdo e com
Tg aproximadamente entre 43-53°. Esta caracteristica pode ser confirmada através da

observacdo do difratograma de raios-X do p.PLGA 50:50 (Fig. 46), onde pode ser
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observada uma banda larga de amorfizagdo entre 10° e 40°, com auséncia de qualquer

pico caracteristico de cristalinidade da amostra.
A Figura 28 apresenta difratograma de raios-X obtido para o ciprofloxacino.
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Figura 28. Difratograma de raios-X obtido para o ciprofloxacino em 26 4°<70°.

Estudos realizados por Li e colaboradores (2007) sobre a microestruturacédo do

ciprofloxacino em fase sélida com diferentes excipientes mostram dois tipos de padrao

de difracdo de raios-X para o ciprofloxacino, sendo um na forma hidratada e outro na

forma anidra, que além de mais sollvel que o primeiro, quando em contato com a agua

converte-se na forma hidratada.

O difratograma de raios-X confirma que o farmaco utilizado no presente trabalho

foi a forma anidra do ciprofloxacino, apresentando os picos caracteristicos na regido

entre 26= 5-30° (LI et al., 2007).
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A Figura 29 apresenta os DRX obtidos para as microparticulas de PLGA
contendo ciprofloxacino antes e depois da exposicéo as diferentes cargas de radiacao

gama.
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Figura 29. Difratogramas de raios-X obtidos para as (a) McCp; (b) McCp 5kGy; (c) McCplOkGy;
(d) McCp15kGy; (e) McCp25kGy em 26 5°<75°.

Arnébio Anténio da Silva Jinior



IV. Efeito da Radiacdo Gama nas Propriedades Fisico-Quimicas das Microparticulas 105

Através das andlises de DRX para as microparticulas apds a exposicdo as
diferentes cargas de radiacdo gama nao foi possivel identificar altera¢des relevantes no
perfil de difracdo de raios-X, indicando que a microestrutura das microparticulas foi
mantida, e o estado de agregacdo do farmaco na matriz polimérica foi mantido apos a

irradiacdo. Estes resultados podem ser mais bem observados através da Tabela 11.

Tabela 11. Resumo dos dados obtidos durante o estudo do efeito da radiagdo gama na microestrutura
das McCP por DRX.

" Regido investigada | ciprofloxacino | McCP | McCP [ McCP [ McCP | McCP
em 26 5kGy | 10 kGy 15kGy | 25kGy
=6.5 7,0 3,0 6,0 5,0 4,0 3,0
=6.85 8,0 4,0 7,0 5,0 5,0 4,0
=129 13,0 5,0 5,0 6,0 7,0 5,0
= 13,6 10,0 8,0 7,0 6,0 7,0 5,0
=17,2 15,0 150 [12,0 |90 14,0 10,0
= 18,5 20,0 11,0 |20,0 |13,0 13,0 11,0
=19,5 20,0 19,0 |18,0 |14,0 19,0 14,0
= 22,85 32,0 23,0 22,0 |14,0 18,0 17,0
= 23,45 54,0 18,0 |18,0 |15,0 16,0 17,0
= 26,05 47,0 29,0 [28,0 |28,0 24,0 24,0

E interessante observar que as diferentes cargas de radiacdo gama utilizadas
ndo alteraram de forma relevante o perfil de difracdo de raios-X das microparticulas de
PLGA carregadas com ciprofloxacino, indicando a manutencdo da microestruturacéo do
sistema e confirmando os dados obtidos na anélise térmica.

A manutencéo das propriedades fisico-quimicas das microparticulas indica que a
as condicdes investigadas durante a exposicdo das microparticulas nao alteraram a

estabilidade do sistema.
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4.2. Efeito da radiacdo gama nas propriedades fisic o-quimicas das
microparticulas de PLGA obtidas por “spray drying” carregadas com

triancinolona.

Os parametros operacionais utilizados para obtencdo das microparticulas de
PLGA carregadas com triancinolona foram estudados e padronizados em trabalhos
anteriores (SILVA-JUNIOR, 2005; SILVA-JUNIOR et al., 2008b). O material particulado
obtido foi um po6 branco fino de aspecto morfolégico e granulométrico uniforme,
caracteristica que foi confirmada através da analise morfoldgica e granulométrica das
microparticulas.

4.2.1. Morfologia

A forma das particulas foi observada utilizando as imagens obtidas por
microscopia eletrénica de varredura (SEM). A Figura 30 apresenta a imagem das
microparticulas de PLGA carregadas com triancinolona (McTr) antes da exposi¢cdo ao

processo de radiacdo gama.

Figura 30. Imagem de SEM das McTr antes da exposi¢cdo ao processo de radiagdo gama.

Assim como nha obtencdo das microparticulas de PLGA carregadas com

ciprofloxacino, as McTr foram obtidas com sucesso. As particulas apresentaram a forma
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predominantemente esférica e de superficie aparentemente lisa. A manutencdo destas
caracteristicas ap0s o processo de exposi¢cdo a radiacdo gama € de fundamental
importancia devido a uniformidade e velocidade de liberacdo do farmaco que o sistema
pode fornecer.

Devido a importancia biofarmacéutica da forma das particulas, foi realizado o
estudo da forma das particulas depois da exposicao as diferentes cargas de radiacao

gama (Figura 31).

198912

(d)
Figura 31. Imagens de SEM das McTr depois da exposi¢cdo as cargas de radiagdo gama de (a) 5kGy

(b) 10kGy: (c) 15kGy e (d) 25kGy.

Assim como ocorreu com as McCP, a exposicdo as diferentes cargas de

radiacdo gama nédo provocou alteracdo no aspecto e na forma das particulas. Todas as
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amostras apresentaram nucleos particulados individualizados e de forma esférica, ndo

apresentando qualquer agregacao.

4.2.2. Andlise do tamanho de particulas

A Figura 32 apresenta a distribuicdo do tamanho de particulas das McTr antes da

exposicao as diferentes cargas de radiacao gama.
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Figura 32. Distribuicdo do tamanho de particulas das McTr antes da exposicao a radiacdo gama.

As McTr apresentaram o tamanho de particulas bastante reduzido com mais de
50% do material particulado com diametro de particula < 1,0 um. As microparticulas
apresentaram perfil de distribuicdo normal, com o material particulado compreendido
entre 0,25 e 3,0pum e de 90% do material particulado compreendido entre 0,4 e 2,0um.

Trabalhos anteriores tém demonstrado o efeito da radiacdo gama na morfologia e
principalmente relacionado a agregacdo dos nudcleos de microparticulas de PLGA
carregadas com farmacos apds a exposi¢cdo a radiacdo gama, com a consequente
alteracéo da distribuicdo do tamanho de particulas (MONTANARI et al., 1998; CALIS et
al., 2002).

A Figura 33 apresenta a distribuicdo do tamanho de particulas das McTr depois

da exposicao as diferentes cargas de radiacdo gama.

Arnébio Anténio da Silva Jinior



. - . , . L. . ,
IV. Efeito da Radiacdo Gama nas Propriedades Fisico-Quimicas das Microparticulas 109
20,0 r 120 189 [ 12
16 4 I
175 N I 100
F 100
14
15,0 = =
! S s &
Feo © o 127 ]
g s § e g
s g g 109 b P E
2 100 reo 3 £ 3
& 8 € 4l ®
3 - f 40 o
2 754 e 2 2
T Lao & T 4 <
T # L2 T
5,0 1 o [
! s 44 i
k20
251 5] 0
i i i Hﬂﬂm‘ﬂmm Moecon o o mﬂﬂ ooom(l
05 10 15 2,0 25 3,0 35 4,0 00 05 10 15 2,0 25 3,0
Tamanho de particulas ( pm) Tamanho de particulas ( pm)
20,0 r 120 20,0 r 120
17,5 175 o
I 100 I I 100
15,0 3 15,0 \ =
S S
. R n Feo @
S 125 g § 12s B
< s < =
o f] E o ¥ E
S 10,0 / F60 3 £ 100 60 3
@ T @ ©
s sz » ©
2 751 . 2 9 75 o
c tao @ & 7 Lao @
3 =]
s = =
5,04 f g 50 g
L 20 k20
251 25 | i
- 0 H H O, 0.0 » ol H o o
05 1,0 15 20 25 3,0 35 05 1,0 15 20 25 30 35

Tamanho de particulas ( pm)

(c)

Tamanho de particulas ( pm)

Figura 33. Distribuicdo do tamanho de particulas das McTr depois da exposicdo as cargas de radiagéo

gama de (a) 5kGy; (b) 10kGy; (c) 15kGy e de (d) 25kGy.

A analise do tamanho de particulas (Figura33) revelou que o perfil de distribuicdo

normal foi mantido ap0s a exposicdo a radiagdo gama. As amostras também

apresentaram tamanho reduzido das particulas (mais de 50% do material particulado <

1,0um) com mais de 90% do material particulado compreendido entre 0,5 e 2,0 um.

Estes resultados podem ser melhor observados através das medidas de

Y

tendéncia central calculadas para as McTr antes e depois da exposicdo a radiacdo

gama (Tabela 12).
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Tabela 12. Efeito da radiacdo gama no tamanho das McTr.

Carga de radiacdo | Diametro médio | Diametro mediano Diametro modal
utilizada (um) (um) (um)

Nao irradiadas 1,04 + 0,36 1,0 1,1
5kGy 1,18 + 0,69 0,9 0,9
10kGy 0,98 + 0,33* 0,9 0,9
15kGy 1,03 + 0,38 0,9 0,7
25kGy 1,08 +0,43 1,0 0,9

*Estatisticamente diferente das McTr nao irradiadas (P<0,05)

Além da forma das particulas e distribuicio de tamanho de particulas, as
diferentes amostras apresentaram valores diametro médio, medianos e modal muito
semelhantes. ApGs submeter os dados a andlise de variancia (ANOVA) foi observada
diferenca estatistica (p< 0,05) entre os valores de diametro de FeretO para as diferentes
amostras. Apos o teste post hoc de Dunn’s com confronto dos valores em relacdo ao
grupo controle (McTr nédo irradiadas) foi observada que apenas as McTr submetidas a
carga de radiacao gama de 10kGy apresentaram diferenca estatistica na distribuicdo do
tamanho de particulas (P<0,05). Nao foi identificada qualquer correlacdo entre a carga
de radiacao utilizada e o didametro médio das microparticulas de PLGA carregadas com

a triancinolona. Esta indicacdo pode ser observada na Figura 34.
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Figura 34. Efeito da radiagcdo gama no diametro médio das McTr.
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Qualquer alteracdo mais relevante na forma e no tamanho de particula ocorrida
durante a exposicdo das McTP ao processo de irradiagcdo, possivelmente
comprometeria a uniformidade e a velocidade de liberacdo do farmaco (MONTANARI et
al., 1998; HERRERO-VANRELL et al., 2000; CALIS et al., 2002; MONTANARI et al.,
2003). E conhecido que a area de superficie das particulas esta diretamente
relacionada a velocidade de dissolu¢cdo que o sistema pode fornecer. Os resultados
indicam que as cargas de radiacdo gama estudadas ndo provocaram alteracoes

relevantes na granulometria do material.

4.2.3. Andlise quantitativa do teor de triancinolo  na nas microparticulas

A andlise quantitativa do teor de triancinolona incorporada nas microparticulas de
PLGA depois da exposicdo as cargas de radiacdo gama investigadas foi realizada
utilizando a metodologia CLAE especifica desenvolvida e validada, conforme descrita

no capitulo 1ll. Os dados das analises quantitativas estdo descritos na Tabela 13.

Tabela 13. Efeito da radiagdo gama no teor de triancinolona incorporada nas microparticulas de PLGA.

Teor de farmaco identificado para as diferentes amo  stras
Andlise (% massa/massa)
McTp McTP McTp McTp
McTp
5 kGy 10 kGy 15 kGy 25 kGy
1 48,6635 49,0037 48,3031 46,3726 46,8985
2 48,6892 48,3459 50,6530 47,0632 45,6285
3 49,6351 48,6801 47,9231 46,9660 44,8968
Média 48,9960 48,6766 48,9597 46,8006* 45,8079*
DP 0,5537 0,3289 0,1,4786 0,3738 1,0129
CV% 1,13 0,6757 3,0201 0,7988 2,2111

*Estatisticamente diferente das McTr (P<0,05)
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Apoés submeter os dados a uma andlise de variancia (ANOVA) foi observada
diferenca estatistica (p<0,05) entre os valores de teor de farmaco analiticamente
determinados para as McTr.

Apoés submeter os dados ao teste post hoc de Dunnet para confronto dos valores
em relacdo as McTr ndo expostas a radiacdo gama, foi identificado que o teor de
farmaco identificado para as McTr apds a exposi¢cdo as cargas de 15 e 25kGy foi
estatisticamente menores (p<0,05), no qual assim como no estudo realizado com as
McCP, este efeito foi mais consideravel para a amostra submetida a carga de 25kGy.

A fim de identificar possiveis alteracdes quimicas do farmaco ocorridas apés a
exposicdo das microparticulas a radiacdo gama ou formacdo de qualquer produto de
degradacéo, foi investigada possiveis alteracées no perfil cromatografico do farmaco a
partir das microparticulas de PLGA ap0s a exposicao as diferentes cargas de radiacao

(Figura 35).
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Figura 35. Perfil cromatogréafico da triancinolona a partir das McTr na concentragdo de 25ug/mL (a) antes

e depois de submetidas as cargas de radiacdo gama de (b) 5kGy; (c) 10kGy; (c) 15kGy; (e) 25kGy.
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A partir da Figura 35 pode ser observado que as diferentes cargas de radiagéo
gama investigadas ndo alteram o perfil cromatografico da triancinolona contida nas
microparticulas de PLGA. Assim como no estudo realizado com as McCP, néo foi
identificado o surgimento de qualquer pico de algum produto de degradacéao, indicando

auséncia de alguma degradacao do farmaco apds a exposicao a radiacao gama.

4.2.4. Andlise espectrofotométrica na regido do in  fravermelho

Assim como no estudo realizado com as McCP, foi realizada a andlise de
espectroscopia na regido do infravermelho das diferentes amostras, com o objetivo de
investigar qualquer alteracdo dos componentes das McTr depois da exposicdo a
radiacdo gama. A Figura 36 apresenta os espectros de absorcdo na regido do

infravermelho (IR) da triancinolona e do PLGA.
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Figura 36. Espectros de absorgéo na regido do infravermelho da triancinolona (a) e do PLGA (b).
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O espectro IV de absorcao na regido do infravermelho da triancinolona apresenta
as bandas caracteristicas dos grupos funcionais OH em cerca de 3380-3462, C=0 de
cetona em 1708, ligacbes C=C presentes no anel do nucleo esterdide que absorvem
em aproximadamente 1660 e 1620. As bandas préximas de 3000 e 2900 correspondem
a deformacdo axial dos carbonos sp;z e sp, respectivamente. A banda de absorcdo
presente em 1200 corresponde a deformacéo da ligagdo CO.

No espectro IV do PLGA (Fig. 36b), foi possivel identificar a absor¢do de bandas
de grupo OH de grupos carboxila terminais do polimero, do grupo funcional C=0 éster
em 1759cm™. Também foi possivel identificar as bandas préximas & regido de
2900-3000 cm™ referentes a deformacéo axial de carbonos sp2 e sp3.

Antes de realizar a analise espectroscopica na regido do infravermelho das McTr
apos a exposicdo a radiacdo gama, foi obtido os espectros de IV das McTr antes da

exposicao a radiacdo gama (Figura 37).
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Figura 37 . Espectros de absorcdo na regido do infravermelho das McTr antes da exposicdo a radiagdo

gama.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho das McTr apresenta as
bandas de absorcéo caracteristicas da triancinolona e do PLGA.
A Figura 38 apresenta os espectros de absorcdo das McTr depois da exposicéo

as diferentes cargas de radiacdo gama.
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Figura 38. Espectros IR das McTr depois da exposi¢cdo as cargas de radiacdo gama de (a) 5 kGy,

(b) 10 kGy, (c) 15 kGy e de (e) 25 kGy.
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As bandas de absorcgéo referentes aos grupos funcionais do farmaco e do PLGA
caracteristicas das McTr (Fig. 37), foram identificadas nos espectros das McTr depois
da exposicdo as diferentes cargas de radiacdo (Fig. 38). Os resultados obtidos no
presente estudo permitem observar a auséncia da formagdo de qualquer espécie
guimica nova apo0s a exposicdo das microparticulas as cargas de radiagdo gama
estudadas, sugerindo inicialmente que as cargas de radiacdo gama estudadas nao

provocaram alteracdes das espécies quimicas envolvidas.

4.2.5. Andlise térmica

No presente estudo foram realizadas as analises de calorimetria exploratéria
diferencial (DSC); analise termogravimétrica e termogravimetria derivada (ATG/DTG),
para determinar o possivel efeito das diferentes cargas de radiacdo gama investigadas
na estabilidade térmica McTr ou possiveis alteracbes nas propriedades térmicas do
material.

A Figura 39 apresenta as curvas termoanaliticas de DSC e ATG/DTG do PLGA.
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Figura 39. Curvas termoanaliticas de DSC e de ATG/DTG do PLGA em atmosfera dindmica de N, a 100

e 50mL.min"* respectivamente com razdo de aquecimento de 10°C.min™.
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A partir da curva de DSC do PLGA é possivel observar basicamente dois
eventos térmicos. A transicdo vitrea do polimero, que ocorreu entre 45,5-52,4 com
entalpia de relaxacdo de 0,05 mW.mg' e a degradacdo predominantemente
endotérmica do polimero, que ocorreu entre 309,2-381,0°C (AH = 550,6 J.g™) com a
perda de massa Am= 90,1%.

A Figura 40 apresenta as curvas termoanaliticas de DSC e ATG/DTG da

triancinolona.
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Figura 40. Curvas termoanaliticas de DSC e ATG/DTG da triancinolona em atmosfera dindmica de N, a

100 e 50mL.min"* respectivamente com razdo de aquecimento de 10°C.min™.

A curva de DSC da triancinolona mostra inicialmente trés picos endotérmicos
ocorridos na regido entre 242-280 caracteristicos do polimorfo B (SUITCHMEZIAN et
al., 2007). O primeiro ocorreu entre 242,7-262,1°C (AH= -4.7J.g%), devido & transic&o
para o polimorfo A, enquanto o segundo e o terceiro evento ocorridos entre 262,1-271
°C (-1.5 J.g') e 271,1-280°C (-7.5 J.g%) deve-se a fusdo do farmaco que foi
rapidamente seguida pelo quarto evento endotérmico na faixa de 280,1-330,4°C (- 37.1
J.g") devido o inicio da decomposic&o do farmaco.

A partir das curvas ATG/DTG foi possivel confirmar que a degradacéo térmica

somente ocorreu apos 265°C dividido em duas etapas, na qual a primeira ocorreu entre
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265-298.1 com a perda de massa de 12.3% e o0 segundo entre 298,2-468,3 com uma
perda de massa de cerca de 58%.
A Figura 41 apresenta as curvas termoanaliticas de DSC e de ATG/DTG das

McTr antes de serem expostas a radiagdo gama.
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Figura 41. Curvas termoanaliticas de DSC e de ATG/DTG das McTr ndo irradiadas em atmosfera

dinamica de N, a 100 e 50mL.min™ respectivamente com razdo de aquecimento de 10°C.min™.

A partir da curva de DSC das McTr antes da exposi¢cdo a radiacdo gama €
possivel observar basicamente 5 eventos térmicos. A transi¢do vitrea do PLGA ocorreu
entre 44,1-51,2°C (AH= -0,07mW.mg™). O primeiro evento endotérmico ocorreu entre
184,6-208,7°C (Tmax= 203,2°C; AH= -10,99J/g) provavelmente devido a transicdo para
o polimorfo A enquanto a fusdo do farmaco ocorreu entre 221,1-257°C (Tmax= 247,2°C;
AH= -158,5J/g), seguida rapidamente pelo inicio da decomposi¢cdo endotérmica do
farmaco, seguida por um evento exotérmico de decomposicado térmica do farmaco
ocorrida entre 256,3 - 263,9°C (Tmax= 257,1°C; AH=+18,46J/g). E interessante
ressaltar a ocorréncia destes eventos em faixas de temperaturas mais baixas, quando
comparadas ao farmaco puro, pois € comum quando em presenca de polimeros que
possuem a temperatura de transicao vitrea/fusdo muito baixa, como € o caso do PLGA
ocorre a antecipacdo destes eventos (ARIAS et al.,, 1998; NAIMA et al.,, 2001,
YAMASHITA et al., 2003; BIKIARIS et al., 2005; SILVA-JUNIOR et al., 2008a; 2008b).
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O quarto evento endotérmico ocorrido entre 292-342,3°C (Tmax= 326°C; AH= -223J/qg)
deve-se a decomposicao endotérmica dos componentes das McTr, seguida por uma
série de eventos exotérmicos referentes a decomposicao do material.

A partir das curvas de ATG/DTG ¢€ possivel observar que o primeiro evento de
perda de massa ocorre entre 236,8-272,7°C (Am= -5,0%), devido ao inicio da
decomposicdo do farmaco, seguida pela perda de Am= -59,6% na faixa de 302,7 -
388,7°C. O terceiro e ultimo evento de perda de massa ocorreu entre 388,7 - 456,1°C
(Am de -8,7%). Depois disso, decomposicdo térmica se processa lentamente com
provavel eliminacdo de material carbonéceo.

A Figura 42 apresenta as curvas termoanaliticas de DSC e de ATG/DTG das

McTr depois da exposicao as diferentes cargas de radiacdo gama.
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Figura 42. Curvas termoanaliticas de DSC e de TG/DTG das McTr depois da a exposicao as cargas de
radiagdo gama de (a) 5kGy, (b) 10kGy; (c) 15kGy e de (d) 25kGy, obtidas em atmosfera dindmica de N, a

100 e 50mL.min™* respectivamente, com razdo de aquecimento de 10°C.min™.
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A partir das curvas termoanaliticas das McTr apresentadas na Figura 42 néao é
possivel observar diferencas entre os perfis termoanaliticos das McTr irradiadas com as
diferentes cargas de radiacdo gama investigadas. No entanto quando comparadas com
aguelas apresentadas pelas McTr antes da exposicao a radiacdo gama (Fig. 43), pode
ser observada diferencas entre as curvas de DSC. Através da Figura 43, pode ser
observado que as McTr apresentam curvas termogravimétricas muito semelhantes a
amostra nao irradiada (Fig.43b), no entanto nas curvas de DSC pode ser observado o

surgimento um evento exotérmico na faixa de temperatura entre 91-112°C (Fig. 43a).
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Figura 43. Curvas termoanaliticas de (a) DSC e de (b) ATG/DTG das McCP antes e depois da exposicao

as diferentes cargas da radiacdo gama.
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O surgimento da transicdo de fase exotérmica entre 91-112° sugere alguma

modificacdo na estruturacdo do sistema, ocorrida possivelmente depois da exposicdo a

radiagcdo gama. E possivel identificar o tipo de transicéo de fase ocorrida nesta faixa de

temperatura, através da observacdo detalhada do conjunto de dados obtidos nas
analises de DSC (Tabela 14).

Tabela 14. Estudo do efeito da radiagdo gama no perfil termoanalitico (DSC) das McTr.

Andlises de DSC das diferentes Amostras

Ev McTr McTr 5kGy McTr 10kGy McTr 15kGy McTr 25kGy
10 44,14-51,20 46,4 - 54,5°C 48 - 53,9°C 47,7-53,7 47,2-53,4
-0,07mW/mg | -0,11mW/mg 0,12mW/mg -0,08mW/mg | -0,04mW/mg
91,2-105,2°C | 91,8-108,7°C | 91,3 -111,7°C | 89,0 - 112,2°C
20 | e Tmax = 97,1°C | Tmax = 99,4°C | Tmax = 101,1°C | Trax = 101,5°C
AH=+2,70J/g | AH=+4,15J/g | AH =+7,77J/g | AH = +8,47J/g
184,6-208,7°C | 185,9-205,4 186,8-205,0°C | 187,7-205,5°C | 184,5-205,0°C
3% | Tmax= 203,2°C | Tmax= 203,0°C | Tmax= 202,9°C | Tmax = 202,3°C| Tmax =203,1°C
AH=-10,99J/g | AH=-6,43J/g | AH=-1,85J/g | AH=-5,42J/g | AH =-1,93J/g
221,1-257°C 227,9-257,7°C | 229,4-260°C | 231,9-259,8°C | 232,7-262,3°C
49 | Tmax=247,2°C | Tmax =252,3°C | Tmax =254,5°C | Tmax =255,6°C | Tmax = 257,2°C
AH=-158,5J/g | AH=-143,7J/g | AH=-144,7J/g| AH =-140J/g | AH=-125,7J/g
256,3-263,9°C | 254,3-268,3°C | 257,0-265,7°C | 257,6-265,8°C | 259,4-267,9°C
59 | Tmax=257,1°C | Tmax = 257,7°C | Tmax = 260°C | Tmax = 259,8°C | Tmax = 263,9°C
AH=+18,46J/g | AH=+24,33J/g | AH=+30,2J/g | AH = +23,45J/g| AH = +39,1J/g
292-342,3°C 295,6-340,2°C | 293,6-342,2°C | 293-343°C 294,9-342,7°C
6 | Tmax=326°C Tmax =326,1 | Tmax=326,7°C | Tmax = 323,5°C| Tmax = 328°C
AH=-223J/g | AH=-194,3J/g | AH=-191,1J/g| AH=-200,8J/g | AH=-192,2J/g

A andlise dos dados de DSC (Tab. 14) permite estabelecer claramente o

surgimento de um evento exotérmico na regiao de 91-112°C.
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Esta transicdo de fase pode estar associada a um processo de cristalizagéo a frio
“cold crystallization” do polimero possivelmente devido a alteracdo da razao
amorfa/cristalina presente na matriz polimérica ocorrida apés a exposicao a radiacao
gama. Milicevic e colaboradores (MILICEVIC et al. 2007) obtiveram resultados
semelhantes quando submeteram microparticulas de &cido poli latico (PLA) ao
processo de radiacdo gama. No entanto esta hipétese esta descartada, pois o PLGA
utilizado para obtencédo das McTr foi o p  -PLGA 50:50 que é amorfo.

A transicdo de fase ocorrida na faixa de (90-110°C) parece esta mais relacionada
com o processo de recristalizacdo de uma parte amorfa ou menos ordenada do farmaco
possivelmente formada durante a exposicdo a radiagdo gama. O aumento da
intensidade de energia (AH) envolvida durante este evento exotérmico ocorrido de
acordo com a carga de radiacdo gama utilizada, indica que a formacdo desta fase
amorfa/menos ordenada provavelmente ocorreu ap0s a exposicdo da amostra a

radiacdo gama. Esta relacdo esta apresentada na Figura 44.

10

Entalpia (J.g™)

0 5 10 15 20 25 30
Carga de radiagdo gama (kGy)
Figura 44. Representagdo gréfica da relagdo existente entre a carga de radiacdo gama utilizada e

entalpia de recristalizagdo do farmaco.
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O aumento da intensidade de energia (AH) durante o evento esta relacionado
possivelmente com a maior formacéo desta fase amorfa/menos ordenada conseqiente
do o aumento da carga de radiacdo gama utilizada. A medida que aumenta a
intensidade do evento de recristalizacdo do farmaco, espera-se que ocorra também o
aumento da organizagdo do material dentro da célula de DSC, o que provavelmente
também aumentaria 0 estado de organizacdo do material. Esta indicacdo pode ser

observada na Figura 45.
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Figura 45. Representacdo gréfica da relagdo existente entre a carga de radiacdo gama utilizada e a

temperatura maxima (Tmax) de fusédo do farmaco presente nas microparticulas de PLGA.

O aumento da intensidade de energia identificada durante a transicdo de fase
ocorrida na faixa de (90-110°C) (Fig.45), indica a recristalizacdo de uma maior
guantidade de moléculas amorfas ou menos ordenadas de farmaco formadas
provavelmente durante o processo de irradiacdo. ApOs o processo de recristalizagdo
ocorrida dentro da célula de DSC leva ao aumento da organizacdo estrutural do
material, justificando assim o aumento da temperatura de fusdo do farmaco presente na

matriz polimérica (Fig. 45).
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O resumo dos dados obtidos na analise termogravimétrica (ATG/DTG) das

microparticulas de PLGA carregadas com triancinolona esta apresentado na Tabela 15.

Tabela 15. Estudo do efeito da radiagdo gama no perfil termoanalitico (ATG/DTG) das McTr.

Andlises de ATG/DTG das diferentes amostras

Ev McTr McTr5KGy McTrl0 KGy | McTrl5 KGy  |McTr25 KGy
10 236,8-272,7°C | 236,7-278,0°C | 248,2-277,9°C | 252,9-280,2°C | 251,6-281,4°C
Am =-5,0% Am =-6,9% Am =-5,8% Am =-5,9% Am =-6,0%
00 302,7-388-7°C | 297-379,2°C | 303,0-380,7°C | 293,8-390,4°C | 285,5-378,8°C
Am=-59,6% | Am=-553% | Am=-56,1% | Am=-60,2% | Am =-58,5%
30 388,7-456,1°C | 379,2-432,5°C | 380,7-449,0°C | 390,4-456,1°C | 321,8-446,7°C
Am =-8,7% Am=-89% | Am=-10,8%| Am=-9,4% | Am=-10,7%

A andlise dos dados da analise termogravimétricas das McTr (Tabela 15) permite
observar que assim como foi observado nas McCP, a radiacdo gama néo alterou o perfil
termogravimétrico das McTr, indicando que ndo houve alteracdo da estabilidade térmica
do material.

O presente estudo permitiu observar que a radiagcdo gama provocou alguma
mudanca na estruturacdo do material e foi possivel estabelecer uma relacéo entre o

nivel de estruturacdo das microparticulas e a carga de radiacdo gama utilizada.

4.2.6. Difragdo de Raios-X (DRX)

O estudo termoanalitico fornece apenas uma indicacdo da estruturacdo do
farmaco na matriz polimérica, indicando que o processo de irradiacdo gama pode ter
provocado uma leve mudanca no nivel de estruturacdo. A relevancia desta indicacao
pode ser perfeitamente respondida através da realizacdo de analises que fornegcam
informacfes sobre a microestrutura das microparticulas de PLGA carregadas com

triancinolona.
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As analises de difracdo de raios-X foram realizadas com o objetivo de
caracterizar o efeito da exposicao das McTr as diferentes cargas de radiacdo gama
investigadas na microestrutura das microparticulas.

A Figura 46 apresenta o difratograma de raios-X obtido para o p -PLGA 50:50.
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Figura 46. Difratograma de raios-X obtido para o p -PLGA 50:50 em 26 5°<50°.

Como descrito no estudo realizado com as microparticulas de PLGA carregadas
com ciprofloxacino anteriormente, a rota de sintese do PLGA pode conduzir a formacao
da forma [-PLGA e p -PLGA (WU, 1995; URICH et al., 1999). O PLGA utilizado para a
obtencédo das McTr foi o o .PLGA 50:50, que é um co-polimero amorfo, caracteristica
esta que foi apresentada na analise por DSC, devido auséncia de pico de fusdo e com
temperatura de transicdo vitrea entre 45,2-52,3°. Esta caracteristica pode ser
confirmada através da observacdo do difratograma de raios-X do p .PLGA 50:50
apresentado na Figura 46, onde pode ser observada uma banda larga, entre 10° e 40°,
caracteristica de sistemas nao cristalinos.

A Figura 47 apresenta difratograma de raios-X obtido para a triancinolona.
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Figura 47. Difratograma de raios-X obtido para a triancinolona em 26 5°<50°.

Em estudos realizados por Suitchmezian e colaboradores (2006) demonstram a
identificacdo e caracterizacdo de dois polimorfos (forma A e forma B) e uma forma
monohidratada (forma C) para a triancinolona, quando obtida em diferentes sistemas
solventes.

O difratograma de raios-X obtido para a triancinolona apresentado na Figura 47
confirma os resultados obtidos na analise térmica. Os picos de cristalinidade
identificados em 7,08° e 8,00° s&o caracteristicos da forma B, (SUITCHMEZIAN et al.,
2006). A identificagcdo do tipo de polimorfo presente na matriz polimérica é determinante
para as propriedades biofarmacéuticas que o sistema pode apresentar.

A Figura 48 apresenta os DRX obtidos para as microparticulas de PLGA
carregadas com triancinolona antes e depois da exposicdo as diferentes cargas de

radiacdo gama.
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Figura 48. Difratogramas de raios-X obtidos para as (a) McTr; (b) McTr5kGy; (c) McTrlOkGy;
(d) McTr15kGy; (e) McTr25kGy em 26 5°<75°.

Os resultados obtidos nas analises de DRX para as McTr depois da exposi¢céo as
diferentes cargas de radiacdo gama indicam que ndo ocorreram alteracOes relevantes
na microestrutura das microparticulas, ndo ocorreu qualquer transicdo polimérfica ou
outra alteracdo relevante no estado de agregacdo do farmaco na matriz polimérica

depois da exposicao as diferentes cargas de radiagcdo gama.
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A Tabela 16 apresenta o resumo dos dados obtidos no estudo de DRX das McTr.

Tabela 16. Resumo dos dados obtidos durante o estudo do efeito da radiagdo gama na microestrutura
das McTr por DRX.

| Intensidade relativaem 2 Theta® (cps) ==
Amostra ~7,08° | ~8,00° | ~147° | ~18,66° | ~21,04° | ~29,58°
McTr 378 561 2905 2032 1401 1041
McTr5kGy 367 568 2742 1747 1210 901
McTrL0kGy 366 605 2755 1679 1127 804
McTr15kGy 345 526 2769 1946 1370 1087
McTr25kGy 384 572 3186 2137 1469 1019

A manutencdo da microestruturacdo do sistema apds a exposicdo a radiacdo
gama implica na manutencdo das propriedades biofarmacéuticas do sistema de
liberacdo, garantindo a seguranca e eficacia para o uso pretendido.

Os estudos realizados para determinar o efeito da radiacdo gama nas
propriedades fisico-quimicas das microparticulas de PLGA contendo a triancinolona
indicam que a radiacdo gama pode ser utilizada como técnica de esterilizacdo terminal
para as McTP, nem mesmo a maior carga de radiacdo investigada (25kGy)
proporcionou alteracbes que comprometessem a estabilidade quimica ou mesmo a
estruturacdo do farmaco dentro da matriz polimérica.

Qualquer alteracdo quimica dos componentes das McTr possivelmente
provocaria alguma alteracdo em suas propriedades fisicas, as quais teriam sido
reveladas nos estudos anteriores realizados, no entanto isto ndo exclui a necessidade

de determinar o perfil de liberacdo in vitro do farmaco a partir das microparticulas.
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4.2.7. Efeito da radiacdo gama na velocidade de li beracdo in vitro da

triancinolona contida em microparticulas de PLGA

Os estudos anteriores realizados indicam que as cargas de radiagdo gama
investigadas ndo provocaram alteracdes relevantes na estabilidade quimica ou fisica
das microparticulas.

Para garantir a eficiéncia da liberacdo prolongada da triancinolona a partir das
microparticulas de PLGA depois da exposicdo a radiacdo gama, é fundamental
conhecer o real efeito deste processo na qualidade da liberacdo que o sistema pode
fornecer. Para verificar esta caracteristica, foram realizados os estudos de liberagéo in
vitro do farmaco a partir das microparticulas antes e depois da exposicéo as diferentes
cargas de radiacdo gama. Antes disso, foi construida a curva padrdo do farmaco para

posterior determinagéo da concentragdo de farmaco no meio de liberacdo (Figura 49).

Absorvancia

0 16 2‘0 3‘0 4‘0 5‘0 6‘0
Concentragao ( pg.mL ™)
Figura 49. Curva padrdo da triancinolona em tampéo Tris-HCI (pH= 7,4 0,01M) obtida por

espectrofotometria de UV em 242nm.

A equacéo linear representativa extraida da curva padréo foi Y = 0,03823x -
0,00525 (r*= 0,999).
A Figura 50 apresenta o perfil de liberagdo da triancinolona a partir das

microparticulas de PLGA antes da exposicdo a radiagdo gama.
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Figura 50. Perfil de liberacao da triancinolona a partir das microparticulas de PLGA.

A liberacao de farmacos a partir de microparticulas de PLGA pode ocorrer por
difusdo através de poros formados na matriz, degradacdo do PLGA e pela combinacao
dos dois mecanismos (SHAH et al., 1998; GARCIA et al., 1999; HICKEY et al., 2002).
As rotas de liberacdo mais comuns sao através da difusdo por poros formados na
matriz e por erosdo da matriz polimérica (LANGER, 1990), sendo que a primeira ocorre
em tempos iniciais, enquanto que a erosdo ocorre em uma fase mais tardia com a
consequente liberacdo do farmaco disperso na parte mais interna da matriz polimérica.

As micropatrticulas de PLGA obtidas por “spray drying” apresentaram um perfil de
liberacdo prolongado para a triancinolona. O perfil de liberacdo observado é
caracteristico de um sistema do tipo matricial, no qual inicialmente pode ser identificado
um efeito “burst” no qual a liberacdo de cerca de 40% do farmaco ocorreu em até 72
horas. Este efeito ocorre devido a dissolu¢cdo de uma quantidade de farmaco localizada
na parte mais externa das particulas e aquela estruturalmente menos organizada no
interior das microparticulas de PLGA. A segunda fase da liberacdo ocorreu mais
lentamente, devido a difusdo daquelas moléculas de farmaco estruturalmente mais
internalizadas e com maior nivel de organizacdo dentro da matriz polimérica.

A Figura 51 apresenta o perfil de liberacdo in vitro da triancinolona a partir das

microparticulas de PLGA depois da exposi¢cao as diferentes cargas de radiagdo gama.
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Figura 51. Perfil de liberacdo da triancinolona a partir das McTr depois da exposicdo as cargas de
radiagdo gama de (a) 5kGy; (b) 10kGy; (c) 15kGy e de (d)25kGy.

Apés submeter os valores de percentual de massa de farmaco liberado para
cada intervalo de tempo a uma analise de variancia (ANOVA) foi observada diferenca
estatistica (p<0,05) entre os valores determinados. Apos submeter os dados ao teste
post hoc de Dunnet para confronto dos valores em relacdo as McTr antes da exposi¢ao
a radiagdo gama (controle), foi observado que ndo houve diferenca estatistica
significativa na quantidade de farmaco liberado na primeira fase da liberacdo (até
120horas) das McTr irradiadas em relacdo as McTr néo irradiadas. No entanto, na
segunda etapa de liberacdo do farmaco, a fase mais lenta, (de 120horas - 312horas)
apenas as amostras de McTr irradiadas com a carga de 25kGy liberaram quantidades

de farmaco estatisticamente maiores (p<0,05) que as McTr ndo irradiadas.
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Estes resultados complementam os dados obtidos na analise térmica por DSC,
0S quais mostraram uma transicdo de fase ocorrida na faixa de 90-110°C,
possivelmente devido a recristalizacdo de porcdo de moléculas amorfas ou menos
ordenadas de farmaco formadas provavelmente durante o processo de irradiacao.
Através da difracdo de raios-X foi ndo foi observado alteracbes relevantes na
microestrutura das McTr, indicando que esta possivel amorfizacdo/desorganizacdo nao
foi tdo intensa. Possivelmente, esta teria ocorrido na porcdo de farmaco mais
internalizada nas particulas, justificando assim a liberacdo do farmaco ligeiramente mais
rapida a partir das amostras de McTr irradiadas com a carga de 25kGy, somente na
segunda fase de liberacdo, a mais lenta, que corresponde a liberacdo do farmaco
localizado na parte mais interna da matriz polimérica.

O fato do aumento da taxa de liberacdo do farmaco ter ocorrido apenas na
segunda fase da liberacdo do farmaco indica que esta possivel amorfizacdo ou
desorganizagdo do farmaco ocorreu na por¢do mais internalizada da matriz polimérica,
a qual possivelmente explica a ndo alteracdo dos difratogramas de raios-X das

diferentes amostras.
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5. CONCLUSAO

v’ Os parametros selecionados para o equipamento de “spray dryer’” se mostraram
adequados e proporcionaram sucesso na obtencéo das microparticulas de PLGA
carregadas com triancinolona e com ciprofloxacino. O método proporcionou alto
nivel de eficiéncia de encapsulacdo, com a producédo de particulas de tamanho
reduzido e de forma predominantemente esférica.

v/ As técnicas selecionadas foram adequadas para caracterizacdo das
microparticulas de PLGA carregadas com farmaco e para determinar o efeito da
radiacdo gama nas propriedades fisico-quimicas do sistema de liberacéo.

v" Os estudos realizados mostraram que as cargas de radiacdo gama estudadas
ndo provocaram alteragbes fisico-quimicas relevantes, mantendo a
microestrutura das microparticulas e suas propriedades essenciais para
proporcionar a liberagédo prolongada do farmaco.

0 Alguma acdao radiolitica foi identificada provocando uma leve alteracdo no
teor de farmaco incorporado nas microparticulas, mas que nao foi capaz
de comprometer a qualidade dos sistemas, indicando que este processo
pode perfeitamente ser utilizado dentro da tecnologia de producdo destes
sistemas.

v’ Para o processo de esterilizacdo das microparticulas de PLGA carregadas foi
padronizada a carga de 25KGy.
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V. ESTUDOS IN VIVO E FARMACOCINETICA OCULAR

1. USO DA TRIANCINOLONA E DO CIPROFLOXACINO EM OFTA LMOLOGIA.

No capitulo 1l ja foi apresentada a relevancia clinica do ciprofloxacino e da
triancinolona em oftalmologia.

A presente etapa do estudo foi realizada com o objetivo de determinar a
eficiéncia dos sistemas de liberacdo produzidos para liberacdo prolongada dos
farmacos pretendidos. Para isso, as microparticulas de PLGA carregadas com farmaco
foram esterilizadas pelo processo de radiacdo gama, utilizando a carga de 25kGy.

No caso do ciprofloxacino, as microparticulas foram desenvolvidas e testadas
como um sistema de liberagdo para administracdo sub-tenoniana, na forma de
suspenséo, destinado ao tratamento e profilaxia de endoftalmites, principalmente para
uso em profilaxia de cirurgias oculares como a cirurgia de extracao de catarata.

Neste estudo foi determinado o perfil in vivo de liberacdo do farmaco a partir das
microparticulas, como controle do estudo, dois tratamentos diferentes foram utilizados.
O primeiro consistiu em administrar a mesma dose de farmaco pela mesma via de
administracdo na forma de solucdo aquosa, enquanto o segundo consistiu no uso de
uma formulacdo convencional de colirio de ciprofloxacino 0,3%.

Para a triancinolona, devido ao seu amplo uso no tratamento das doencas
vitreoretinais, as microparticulas foram desenvolvidas e testadas como um sistema de
liberacao prolongada para administracao intravitreal, na forma de suspenséo, destinada
ao tratamento das doencas vitreoretinais e em situacdes clinicas que requerem 0 uso
de antiinflamatorios esteroidais.

Assim como para o ciprofloxacino, foi determinado o perfil in vivo de liberacdo da
triancinolona a partir das microparticulas de PLGA e como controle foi administrado a
mesma dose de farmaco utilizando a mesma via de administracdo em uma suspensao

aguosa convencional de farmaco.
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2. OBJETIVOS

v’ Determinar in vivo, utilizando o coelho albino sadio como modelo animal, a

eficacia das microparticulas de PLGA obtidas por secagem por atomizagcdo como

sistema de liberac&o prolongada intraocular para o ciprofloxacino.

» O presente estudo foi dividido nas seguintes etapas.

o

Administracdo de injecdo Unica na cépsula sub-tenoniana
inferior/posterior das McCP em suspenséo aquosa contendo a dose
de 2mg de ciprofloxacino em 0,2mL.

Estudo do perfil de liberagéo in vivo do ciprofloxacino a partir das
microparticulas de PLGA.

Eficacia das McCP em relacdo a mesma dose de farmaco
administrada em solugédo aquosa pela mesma via de administracao.

Eficacia das McCP em relacéo ao colirio de ciprofloxacino 0,3%.

O Determinacdo dos parametros farmacocinéticos das McCP e dos

respectivos tratamentos controle utilizados.

v' Determinar in vivo, utilizando o coelho albino sadio como modelo animal, a

eficacia das microparticulas de PLGA obtidas por secagem por atomizagdo como

sistema de liberac&o prolongada intraocular para a triancinolona.

» O presente estudo foi dividido nas seguintes etapas.

O Administracdo de injec¢do intravitreal inica das McTr em suspensao

(0]

o

aquosa contendo a dose de 1mg de triancinolona em 0,1mL.
Estudo do perfil de liberacdo in vivo da triancinolona a partir das
microparticulas de PLGA.

Eficacia das McTr em relagdo a mesma dose de farmaco
administrada em suspensdo aquosa pela mesma via de
administracgéo.

o Determinacdo dos parametros farmacocinéticos das McTr e dos

respectivos tratamentos controle utilizados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Reagentes e solventes

v" Microparticulas de PLGA carregadas com ciprofloxacino produzidas no
laboratorio de farmacotécnica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara.

v' Microparticulas de PLGA carregadas com triancinolona produzidas no
laboratorio de farmacotécnica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara.

v Acetonitrila grau HPLC, J.T Baker (México).

v Agua preparada com sistema purificador de agua (Millipore) com resistividade
de 18.2 MQ-cm. e outros reagentes de grau analitico.

3.2. Equipamentos e Acessorios

v Balanca analitica, METTLER®, modelo H 51.

Lavadora ultra-sénica TRANSTEK SYSTEMS®, modelo soniclean.
HPLC Waters® modelo alliance 2695.

Detector UV com arranjo de diodos Waters®, modelo 2996.

Detector UV Waters® modelo 2487.

Coluna analitica SYMETRY® C18 150 x 4,0 mm e 5 pm de tamanho de

AN N NN

particulas e Pré-colunas SYMETRY® de mesma composicao.
Ultracentrifuga HITASHI modelo himac 80p.
Biotério do Departamento de Farmacos e Medicamentos da Faculdade

ANEEN

de Ciéncias Farmacéuticas de Ararquara.
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Os estudos in vivo foram realizados com fundamental colaboracdo do grupo do
Hospital de Olhos de Araraquara coordenado pelo pesquisador em oftalmologia e
retinblogo Dr. José Augusto Cardillo, ligado ao Departamento de Oftalmologia da
Escola Paulista de Medicina-UNIFESP. Todos o0s ensaios pré-clinicos realizados
contaram com a fundamental colaboracdo do médico oftalmologista especialista em
seguimento anterior e cirurgido de catarata, Fernando Paganelli ligado ao Hospital de
Olhos de Araraquara. Como modelo animal experimental para a realizacdo do presente
estudo foi escolhido coelho albino sadio.

Todos os experimentos forma realizados no biotério do Departamento de

Farmacos e Medicamentos de Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara.

3.3. Animais

Os animais utilizados no presente estudo fora coelhos sadios da raca Nova
Zelandia com massa corporal entre 2,0-2,5Kg, fornecido pelo biotério da Universidade
Estadual Paulista-UNESP, Campus de Botucatu. Todos os estudos foram conduzidos
de acordo com as normas estabelecidas pela Declaracdo da “ARVO” (Association for
Research in Ophthalmology and Visual Science) sobre o uso de animais em pesquisas
sobre a visdo e oftalmologia. Os experimentos foram realizados apds aprovacdo do
comité de ética da Faculdade de ciéncias Farmacéuticas.

Antes da administracdo dos tratamentos investigados, os animais foram
devidamente anestesiados utilizando injecdo de cloridrato de ketamina (50mg/Kg)
associado com cloridrato de xilazina (5mg/kg).

Antes da coleta das amostras de humor aquoso e humor vitreo, os animais foram
devidamente eutanizados utilizando injecdo intravenosa de pentobarbital soédico

(50mg/Kg) e tiveram os olhos enucleados.
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3.4. Administracdo das microparticulas de PLGA carr  egadas com ciprofloxacino e

coleta de amostras

Apés o procedimento de anestesia, grupos de 4 animais para cada intervalo de
tempo de coleta, receberam administracdo da dose de 2mg/0,2mL de ciprofloxacino em
microparticulas de PLGA, através de injecdo Unica na capsula subtenoniana
inferior/posterior no olho direito utilizando agulha de 27 gauge. Em intervalos pré-
determinados de 1,2,3,4,5,6,7,8, 12, 24, 48, 72h, e apds 5, 7, 10 e 14 dias, 0os animais
foram eutanizados e ap0s enucleagdo dos olhos, foram coletadas as amostras de
humor aquoso e de humor vitreo que foram imediatamente congelados a -80°C, para
posterior determinagdo da concentracdo do farmaco liberado pelo método CLAE
especifico desenvolvido e validado.

3.5. Eficacia das McCp frente a solugéo aquosa.

Para determinar a eficacia das McCp, grupos de 4 animais para cada intervalo de
tempo de coleta, receberam a administracdo da dose de 2mg/0,2mLde ciprofloxacino
em solucéo aquosa, utilizando o mesmo procedimento de administracédo das McCP. Em
intervalos de tempo pré-determinados de 1,2,3,4,5,6,7,8, 12, 24, 48, 72h, e ap6s 5, 7,
10 e 14 dias, os animais foram eutanizados e apds enucleacdo dos olhos, foram
coletadas as amostras de humor aquoso e de humor vitreo que foram imediatamente
congelados a -80°C, para posterior determinacdo da concentracdo do farmaco liberado
pelo método CLAE especifico desenvolvido e validado.

3.6. Eficacia das McCP frente ao colirio de ciprofl  oxacino 0,3%.

O presente estudo foi realizado para determinar a eficacia das McCP em
proporcionar concentracbes adequadas de farmaco durante as primeiras horas apos a
administracdo. Como controle, grupos de 4 animais para cada intervalo de tempo de
coleta, receberam a administracdo topica de uma gota de colirio de ciprofloxacino 0,3%

(Ciloxan®; Alcon-Brasil) a cada 4 horas durante o periodo total 8 horas. Em intervalos
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pré-determinados de 1,2,3,4,5,6,7, e 8horas, os animais foram eutanizados e ap0s
enucleacdo dos olhos, foram coletadas as amostras de humor aguoso que foram
imediatamente congelados a -80°C, para posterior determinacdo da concentracao do

farmaco liberado pelo método CLAE especifico desenvolvido e validado.

3.7. Administracdo das microparticulas de PLGA carr  egadas com triancinolona e

coleta de amostras

Apé6s o procedimento de anestesia, grupos de 4 animais para cada intervalo de
tempo de coleta, receberam administracdo da dose de 1mg/0,1mL de triancinolona em
microparticulas de PLGA, através de injecdo intravitreal unica no olho direito utilizando
agulha de 27 gauge. Em intervalos pré-determinados de 1,7,14, 21,30,45, 60 e 90 dias,
0s animais foram eutanizados e ap0Os enucleacdo dos olhos, foram coletadas as
amostras de humor vitreo que foram imediatamente congeladas a -80 °C, para posterior
determinacdo da concentracdo do farmaco liberado pelo método CLAE especifico

desenvolvido e validado.

3.8. Eficacia das McTr frente a suspensao aquosa.

Para determinar a eficacia das McTr, grupos de 4 animais para cada intervalo de
tempo de coleta, receberam a administracdo da dose de 1mg/0,1mL de triancinolona
em suspensao aquosa, utilizando o mesmo procedimento de administragcao das McTr.
Em intervalos pré-determinados de 1,7,14, 21,30,45, 60 e 90 dias, os animais foram
eutanizados e apos enucleacdo dos olhos, foram coletadas as amostras de humor
vitreo que foram imediatamente congeladas a -80 °C, para posterior determinacdo da
concentracdo do farmaco liberado pelo método CLAE especifico desenvolvido e
validado.
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3.9. Estudos farmacocinéticos

Durante o presente estudo foi aplicado o modelo multicompartimental na andlise
das curvas de concentracao atingida nos liquidos intraoculares versus tempo.

A area sob a curva (AUC,.) foi calculada utilizando o método dos trapézios e
extrapolada para o infinito com auxilio das Equagfes abaixo (LEBLANC et al., 1997;
TSAI; WU, 2001 PATHAK et al., 2007):

AUC. =% Ci*Chy _ti E A6
0-t gl > (e — 1) quacad®.
Onde:

_Q C1+C(i+1) . Cn .
AUCO—inf —ig |:T'(t(i+l) _“) +K_e Equacaqa.
Onde:

Cn= concentracao identificada no ultimo ponto do grafico de Concetragéo vs. tempo.
Ke= Constante de eliminacéo

A area sob o primeiro momento da curva (AUMC,.) foi calculada utilizando o
meétodo dos trapézios e extrapolada para o infinito com auxilio das Equacgdes abaixo
(LEBLANC et al., 1997; TSAI; WU, 2001 PATHAK et al., 2007):

n-1

ti.C, +t,,.C
AUMCO_ ZZ{ 1 i+1 ﬂ+tn.Cn

(i+1) .
iy -0 |+
2 ( (i+1) ):| Kez Ke

inf Equacaa®.

O tempo médio de permanéncia (TMP) do farmaco foi calculado com auxilio da
Equacdo7(LEBLANC et al., 1997; TSAI; WU, 2001 PATHAK et al., 2007).

% Equaqé@
AUCO—ir‘If

TMP =
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A constante de eliminacéo (Ke) do farmaco foi estimada como a inclinagéo obtida
pela regresséo linear dos ultimos pontos da curva de concentracdo atingida nos liquidos
intraoculares versus tempo. O tempo de meia vida (ti,) foi calculado pela relagéo
InKe/2, enquanto o clearance aparente (Clap) foi calculado pela relagdo D/AUC .,
onde D representa a dose administrada (LEBLANC et al., 1997; TSAI; WU, 2001
PATHAK et al., 2007).

3.10. Andlise estatistica

Os dados foram apresentados como as medias dos valores experimentais
obtidos e seus respectivos desvios padrdo. Inicialmente, foi realizado o teste de
normalidade, seguido da andlise de variancia (ANOVA). Quando necesséario, os valores
foram transformados em Rank.

Para confronto pareado dos valores médios estatisticamente diferentes foi
utiizado o teste de Student-Newman-Kews (SNK) sendo considerados

significativamente diferentes os valores de p<0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSAO

4.1. Estudos in vivo e farmacocinética ocular das microparticulas de PL  GA

carregadas com ciprofloxacino

Depois de verificar que a radiacdo gama nao provocou alteracdes relevantes nas
propriedades fisico-quimicas das microparticulas que comprometessem o0 seu
funcionamento, para o presente estudo as microparticulas de PLGA carregadas com
farmaco foram esterilizadas pelo processo de irradiacdo gama utilizando a carga de 25
kGy.

4.1.1 Eficacia das microparticulas de PLGA contend o ciprofloxacino

A injecdo da dose de 2mg de farmaco em microparticulas na capsula
subtenoniana inferior-posterior foi bem tolerada pelos animais. Nao houve qualquer
reacao adversa apos o procedimento de administracdo das McCP.

A curva de concentragdo atingida no humor aquoso (HA) e no humor vitreo (HV)

em funcéo do tempo, apds a administracdo das McCP esté apresentada na Figura 52.

10 10 4

o
L

ciprofloxacino ( pg.mL ™)
S

{ L3
4 5 Te o
Y Cooo000

T

T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

ciprofloxacino ( pg.mL ™)

Tempo (horas)

N
e
e
o
o
ol
L]

0 50 100 150 200 250 300

Tempo (horas)
Figure 52. Nivel de concentracdo de ciprofloxacino atingida no HA (¢) e no HV (o) ap6s a administracao

subtenoniana da dose de 2mg/0,2mL de CP em microparticulas.

Arnébio Anténio da Silva Jinior



Y. Estudos in vivo e Farmacocinética Ocular 145

Apoés a administracdo das McCP foi observado um leve efeito “burst”, no qual a
concentracdo de farmaco atingida na primeira hora de 6,72 + 2,01 pg.mL™ no HA e de
0,55 + 0,2 pg.mL™ no HV. Assim como ocorreu na liberacao in vitro, isto ocorreu devido
a dissolucdo de uma quantidade de farmaco localizada na parte mais externa das
particulas, caracteristica comum de sistemas matriciais de liberacdo de farmacos.
Decorridos 8 horas, este nivel de concentracdo diminuiu para 0,82 + 0,05ug.mL™ no HA
e para 0,23 + 0,01 pg.mL™ no HV. Depois de 12 horas, a concentracdo de CP
determinada no HA foi de 1,77 + 0,14ug.mL™ no HA e de 0,87 + 0,13 pg.mL™ no HV. A
concentracao de farmaco aumentou lentamente para 2,02 + 0,14 no HA e para 1,05 +
0,14 ug.mL™ no HV e manteve neste nivel por mais de 168 horas. Apés 240 horas, a
concentracdo de farmaco identificada foi de 0,21 + 0,002 no HA e de 0,21 + 0,001 no
HV. Apos 336 horas o farmaco néo foi detectado no humor aquoso.

Apoés submeter os valores de concentracdo de farmaco identificados no HA e no
HV a analise de variancia (ANOVA) foi identificada diferenca estatistica (p<0,05). Apos
o teste post hoc de Student-Newman-Kews para confronto dos pares, foi observado que
o0 nivel de concentracdo proporcionado no humor aquoso foram significativamente
(p<0,05) maiores daqueles determinados no humor aquoso. Isto pode ser explicado
devido a via de administracdo utilizada e pela baixa difusidade do farmaco no humor
vitreo que consideravelmente mais viscoso.

Os resultados mostraram que além de fornecer um perfil de liberacdo prolongada
para o ciprofloxacino, as microparticulas de PLGA proporcionaram niveis terapéuticos
no humor aquoso. A concentracao identificada foi maior que o MICy, para a maioria dos
microorganismos patdégenos comumente causadores de infec¢gfes oculares, incluindo
P. Aeruginosa e S. pneumoniae. Além disso, apesar do nivel de concentracdo atingida
no HV ter sido menor que aquele determinado no HA (p< 0,05), ainda foi maior que o
MICgyo para os patdgenos mais comuns, com exceg¢do do S. pneumoniae e Enterococci
(BAUERNFEIND, 1986; BAUMANN; MARTELL, 1988; CALLEGAN et al., 2000;
YALVAC et al., 2003).

Para confirmar o efeito prolongado proporcionado pelas McCP, foi administrado a
mesma dose farmaco (2mg/0,2mL) em solugdo aquosa utilizando a mesma via de

administracdo. A curva de concentracdo atingida no humor aquoso (HA) e no humor
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vitreo (HV) em fungéo do tempo, apds a administragdo da solugdo aquosa do farmaco
esta apresentada na Figura 53.
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Figura 53. Nivel de concentracdo de ciprofloxacino atingida no HA (¢) e no HV (o) ap6s a administracao

subtenoniana da dose de 2mg/0,2mL em solugdo aquosa.

Na primeira hora apés a administracdo subtenoniana da dose 2mg de farmaco
em solucdo aquosa, o nivel de concentracdo do farmaco atingida no humor aquoso foi
de 2,60 + 0,95 ug.mL™ e de 0,44 + 0,05 pg.mL™ no humor vitreo. Decorridos 7 horas,
este nivel de concentracéo diminuiu rapidamente para 0,303 + 0,193 pg.mL™ no HA e
0,13 + 0,01 pg.mL™ no HV. Depois de 12 horas, niveis menores que 0,17+ 0,07 pg.mL™
para o HA e 0,11 + 0,001 ug.mL™" para o HV foram identificados.

Estes resultados comprovam a eficacia das microparticulas como sistema de
liberacdo prolongada para o ciprofloxacino. A rapida eliminagdo do farmaco observada
(Fig. 53) justifica a necessidade do uso de altas doses de farmaco, quando
administrado em solug&o por via subtenoniana, acompanhado de repeticdes da dose
em um curto intervalo de tempo para manter os niveis terapéuticos do farmaco no
tratamento de endoftalmites avancadas, trazendo potenciais riscos ao paciente,
ressaltando ainda mais, a importancia do desenvolvimento de um sistema de liberacao

seguro e eficiente para as quinolonas como o ciprofloxacino.
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A andlise comparativa entre o nivel de concentracdo de farmaco no humor
aquoso proporcionado depois da administracdo das McCP e da solucédo aquosa pode
ser observada na Figura 54.
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Figura 54. Nivel de concentracao de ciprofloxacino atingida no HA apés a administracdo de 2mg de

farmaco em (o) solugcdo aquosa e em (e) microparticulas.

Apo6s submeter os dados obtidos no estudo de liberagéo in vivo a uma analise
variancia (ANOVA), foi observada diferenca estatistica entre os niveis de concentracéo
de farmaco proporcionados pelas McCP daqueles identificados ap0s a administracao
da solucdo aquosa. ApGs o teste post hoc de Student-Newman-Kews para confronto
dos pares, foi verificado que as McCP proporcionaram niveis estatisticamente
superiores daquelas determinadas quando foi administrada a mesma dose do farmaco
em solugéo aquosa, durante todo o periodo de tempo estudado.

O ciprofloxacino € muito hidrossoluvel e trabalhos anteriores relatam a rapida
eliminacdo do farmaco do humor aquoso e do humor vitreo quando administrado em
solucdo aquosa por via subconjuntival (BAUMANN; MARTELL, 1988).

A matriz polimérica fornece um efeito reservatorio, no qual o farmaco se difunde
mais lentamente do interior da matriz para os tecidos intraoculares subjacentes
mantendo a concentracdo terapéutica por tempo mais prolongado. Além disso, a

hidofobicidade do PLGA proporciona uma aglomeracdo das microparticulas no interior
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da cépsula subtenoniana visivelmente logo apds a injecdo, evitando dessa forma uma
maior difusdo sistémica ou para outros tecidos, o que justifica os maiores niveis de
concentracao farmaco identificados desde os tempos iniciais.

O ciprofloxacino e outras quinolonas tém sido bastante utilizadas por via tépica
na profilaxia e no tratamento de infeccbes do segmento anterior do globo ocular
(YALVAC et al., 2003, Mc CULLEY et al., 2006). A eficiéncia desta via de administracao
em proporcionar e manter o nivel terapéutico do farmaco é questionada ha tempos,
principalmente devido a dificuldade de permeacdo dos farmacos através da cornea
(MAURICE; MISHIMA, 1984; NADKARNI; YALKOWSKI, 1993; ROBINSON, 1993;
LANG, 1995; OGURA, 2001; CARDILO et al., 2004; SILVA-JUNIOR, 2005)

Apés a cirurgia de catarata ou de outros procedimentos cirargicos a antibiético-
profilaxia é realizada principalmente com o uso de colirios. Para verificar a necessidade
do uso de colirio nas primeiras horas apds a administracdo das McCP, foi realizado um
estudo in vivo comparativo da administracdo subtenoniana das McCP em relacédo e a
administracdo da forma convencional de colirio de ciprofloxacino 0,3%, o qual que foi
administrada uma gota a cada 4 horas durante 8 horas.

A curva de concentragdo atingida no humor aquoso (HA) em funcdo do tempo,
apos a administracdo do colirio esta apresentada na Figura 55.
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Figura 55. Nivel de concentragdo de ciprofloxacino atingida no humor aquoso apés a administragcdo do

colirio de ciprofloxacino 0,3% (1gota a cada 4 horas).
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Uma hora depois da administracdo da primeira gota do colirio, o nivel de
concentracdo de farmaco CP atingida no HA foi de 0,76 + 0,16 ug.mL™. Este nivel
diminuiu lentamente para 0,63 + 0,40 pg.mL™ ap6s 4 horas, quando foi administrada a
segunda gota do colirio. Decorridos 5 horas, o nivel de concentracéo determinada foi de
2,40 + 1,47 pg.mL™, o qual diminuiu rapidamente para 0,34 + 0,14 pg.mL™ na 82. Hora
apos a administracdo da primeira gota.

Estes resultados explicam as precau¢des demonstradas em trabalhos anteriores
(YALVAC et al., 2003), pois durante a maior parte do tempo, a administracéo do colirio
ndo foi capaz de proporcionar niveis de concentragdo do farmaco eficazes para os
patdgenos oculares mais comuns e quando estes foram alcancados ndo foram
mantidos por tempo adequado.

O nivel de concentracdo determinado ap6s a administracdo do colirio foi menor
gue aquele proporcionado pelas McCP. Este efeito pode ser observado melhor na
Figura 56.
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Figura 56. Nivel de concentracdo de ciprofloxacino atingida no HA ap6s a administracao de (o) colirio de
ciprofloxacino 0,3% (01 gota a cada 4horas) e apds (e) a injecdo subtenoniana de 2mg de ciprofloxacino
em microparticulas.

O nivel de concentracdo determinado no humor aguoso durante as primeiras 8
horas, depois da administracdo das McCP foi maior que o MICg, para a maioria dos
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patogenos oculares (BAUERNFEIND, 1986; BAUMANN; MARTELL, 1988; YALVAC et
al., 2003; CALLEGAN et al., 2000). Apos submeter os dados a uma analise de variancia
(ANOVA) que revelou diferencas estatisticas (p<0,05) do nivel proporcionado pelo
colirio, foi observado apés o teste post hoc de Student-Newman-Kews para confronto
dos pares, que o colirio s6 foi capaz de proporcionar niveis de concentracao
estatisticamente similares as McCP no periodo de tempos na quinta hora apés a
administracgéo.

Estudos anteriores realizados com a administracéo topica de quinolonas também
mostraram que esta via de administragcdo ndo proporciona niveis terapéuticos dos
farmacos administrados por periodo de tempo adequado (YALVAC et al.,, 2003, Mc
CULLEY et al., 2006). O nivel de concentracdo identificado apés a administracdo do
colirio de ciprofloxacino 0,3% (1gota a cada 4 horas) foi menor que o Mic90 da maioria
dos patégenos oculares (BAUMANN; MARTELL, 1988; BAUERNFEIND, 1986; YALVAC
et al., 2003; CALLEGAN et al., 2000), ressaltando a importancia do desenvolvimento de
um sistema de liberacdo seguro e eficaz para as quinolonas como ciprofloxacino.

O presente estudo comprova a capacidade das microparticulas de PLGA em
fornecer um perfil de liberagdo prolongada intraocular para o ciprofloxacino,
proporcionando niveis terapéuticos do farmaco, estatisticamente superiores daqueles
atingidos apds administracdo dos tratamentos utilizados como controle.

As caracteristicas de liberacdo deste sistema podem perfeitamente ser utilizadas
em situacdes de profilaxia de cirurgias oculares, como a extragdo de catarata, ou no
tratamento de endoftalmites, devido ao amplo uso das quinolonas em oftalmologia para
estes propositos clinicos e o sucesso experimental demonstrado no presente trabalho.

4.1.2. Estudos farmacocinéticos.

Com o objetivo de aprofundar os estudos in vivo e de melhor analisar o efeito
prolongado das microparticulas de PLGA na liberagdo do ciprofloxacino, foram
determinados os parametros farmacocinéticos a partir dos dados obtidos das curvas de
concentracdo de farmaco atingida no humor aquoso em funcdo do tempo apos a

administracdo das McCp e dos respectivos tratamentos controle utilizados.
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A Tabela 17 apresenta o resumo dos parametros farmacocinéticos calculados para o

humor vitreo.

Tabela 17. Resumo dos parémetros farmacocinéticos calculados para os diferentes tratamentos

investigados.

Parametros ciprofloxacino em ciprofloxacino em ciprofloxacino em
Farmacocinéticos McCP solucéo aquosa Colirio 0,3%
Cmax (ug.mL™) 7,09 +1,31 2,92 +0,67* 2,82 +1,35*
tmax (h) 15+1 2+1,15 5,0+ 0,0*
AUCo - ( ng.h.mL™) 479,26 + 16,51 35,22 + 7,52* 13,55 + 1,39*

AUMCo - (Hg.d2.mL™?)
Ke (h™)

t1/2 (h)

Clap (h.mL™)

TMP (d)

59172,6+ 3641,5
0,0030 + 0,0001
229,65 + 11,67
4,18 + 0,14
123,44 + 5,54*

* Estatisticamente diferente das McCp.

2730,4 +588,9*
0,0082 + 0,0007*
85,17 + 7,63*
58,78 + 12,54*
79,18 + 18,82*

237,68 + 69,20*
0,0507 + 0,0079*
13,94 +2,34*
1,11 +0,11*
17,28 +3,40*

Apoés realizar a andlise dos parametros farmacocinéticos para os diferentes
tratamentos investigados pode-se confirmar o indicado na andlise dos perfis de
liberacéo in vivo obtidos.

As microparticulas de PLGA proporcionaram niveis de concentracdo
significativamente superiores (p<0,05), aqueles proporcionados pelos diferentes
tratamentos-controle utilizados, o que pode ser evidenciado observando os valores de
Cmax.

A quantidade de farmaco (ASCO,.) que atingiu o humor aquoso foi
consideravelmente maior quando foram administradas as microparticulas de PLGA
carregadas com ciprofloxacino.

E interessante ressaltar que este efeito ocorreu devido as microparticulas,
guando administradas na cépsula sub-tenoniana, formarem um aglomerado in situ,
ocasionado principalmente devido & matriz hidrofébica do PLGA que quando na

presenca de fluidos tende a aglomerar alguns minutos logo apés a administracdo. A
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ocorréncia deste processo proporciona assim o0 contato intimo do sistema com a
superficie da esclera e consequentemente o aumento do fluxo do farmaco através da
mesma para o interior do globo ocular. O mesmo ndo ocorre quando o farmaco é
administrado na forma de solucao, pois a perfusdo para os tecidos adjacente é mais
rapida e a eliminacao do local de administragéo.

Este efeito “depot” do sistema pode ser claramente demonstrado apés analisar o
tempo médio de permanéncia (TMP) que foi consideravelmente maior quando as McCP
foram administradas, efeito que ocorreu em funcédo da menor velocidade de eliminacéo
do farmaco dos tecidos evidenciada pela constante de eliminagéo (Ke).

A realizagcdo do presente estudo permitiu comprovar o sucesso das McCP, além
de ndo proporcionar qualquer reacdo adversa nos animais conseguiu proporcionar

niveis terapéuticos do farmaco por periodo de tempo prolongado.
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4.2. Estudos in vivo e farmacocinética ocular das microparticulas de PL  GA

carregadas com triancinolona

O estudo de biodisponibilidade das McTr foi realizado apés esterilizagdo das
microparticulas por radiacdo gama utilizando a carga de 25 kGy.

4.2.1. Eficacia das microparticulas de PLGA carreg  adas com triancinolona.

A triancinolona tem sido utilizada h& muito tempo em oftalmologia no tratamento
de doencas do segmento posterior do olho através da via de administragcéo intravitreal.
No entanto, sucessivas injecfes sdo necessarias para manter o efeito terapéutico do
farmaco no seguimento posterior do olho.

O presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a eficacia das
microparticulas de PLGA em fornecer, de forma segura e eficaz, um perfil in vivo de
liberacdo prolongada para a triancinolona no posterior do olho.

A Figura 57 apresenta a curva de concentracdo atingida no humor vitreo em
funcdo do tempo, apdés a administracdo intravitreal da dose de 1mg/0,1mL de
triancinolona em microparticulas de PLGA obtidas por “spray drying”.
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Figure 57. Nivel de concentragdo de triancinolona atingida no humor vitreo apés a administracao

intravitreal da dose de 1mg de triancinolona em microparticulas.
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A injecdo intravitreal Unica da dose 1mg/0,ImL de triancinolona em
microparticulas foi bem tolerada pelos animais. Nao foi identificada qualquer reacao
adversa. Depois de 24horas, o nivel de concentracdo de farmaco atingido no humor
vitreo foi de 45,43 + 9,59 pg.mL™, caracterizando o mesmo efeito “burst” identificado
nos estudos de liberacdo in vitro. Assim como explicado antes, esta liberacdo de uma
dose maior de farmaco em tempos iniciais € caracteristica dos sistemas matriciais,
devido a liberacdo da porgcédo de farmaco estruturalmente menos ordenada, localizada
na parte mais externa das particulas.

Assim como nas microparticulas de PLGA carregadas com ciprofloxacino, este
efeito “burst” é interessante, devido a possibilidade de proporcionar niveis terapéuticos
do farmaco logo apés a administracdo das microparticulas de PLGA, ndo necessitando
assim da associacdo de uma dose de liberacdo imediata para consegui-los.

Depois de 3 dias apdés a administracdo das McTr, o nivel de concentracdo
identificado foi de 12,29 + 8,17ug.mL™, o qual diminuiu lentamente para 6,02
+1,87pg.mL™* apés 7 dias. Este nivel de concentracdo manteve-se constate por cerca
de 30 dias, e depois de 60 dias diminuiu para 1,45 + 0,85ug.mL™. Depois de 90 dias, 0
nivel de concentracdo de fArmaco proporcionado pelas McTr foi de 0,85 + 0,28 pg.mL™.

Para confirmar o efeito prolongado proporcionado pelas McTr, foi administrada a
mesma dose farmaco (1mg/0,1mL) em suspensdo aquosa utilizando a mesma via de
administracdo. A curva de concentracdo atingida no humor vitreo em funcdo do tempo

estéd apresentada na Figura 58.

Arnébio Anténio da Silva Jinior



Y. Estudos in vivo e Farmacocinética Ocular 155

60
50
40
30

20 A

101 } . .

0 5 10 15 20 25 30 35

triancinolona ( pg/mL)

.

Tempo (dias)
Figura 58. Nivel de concentragdo de triancinolona atingida no humor vitreo apés a administragcdo

intravitreal da dose de 1mg de triancinolona em suspensao.

Assim como ocorreu com as microparticulas, a injecdo intravitreal da dose
1mg/0,1mL do farmaco em suspensdo foi bem tolerada pelos animais, ndo foi
identificada qualquer reag&o adversa durante o periodo de estudo.

Logo apos 24horas, a concentracdo de farmaco atingida no humor vitreo foi de
51,11 + 2,73 pg.mL™. Decorridos apenas 3 dias, o nivel de concentracéo identificado foi
de 8,27 + 4,89 pg.mL™, que diminuiu rapidamente para 2,48 + 0,93 ug.mL™ apés 7 dias.
Este nivel de concentracdo continuou diminuindo e depois de 14 dias, a concentracéo
de farmaco identificada foi de 0,55 + 0,25 pg.mL™, o qual continuou constante até 30
dias, depois disso, ndo foi identificada qualquer concentracdo de farmaco no humor
vitreo. Estes resultados comprovam a eficdcia das microparticulas de PLGA como
sistema de liberac&o prolongada intraocular para a triancinolona.

A répida eliminacdo do farmaco do humor vitreo observado (Fig. 59) justifica a
necessidade do uso de altas doses de triancinolona comumente administradas no
tratamento das doencas do seguimento posterior do olho. Associada a isto, esta a
necessidade de repeticdes freqiientes da injecdo de farmaco em intervalos de tempo
relativamente curtos, o que leva ao desenvolvimento de efeitos adversos como o

aumento da pressao intraocular, desenvolvimento de endoftalmites entre outros.
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A analise comparativa entre o nivel de concentragcdo de farmaco atingido no
humor vitreo apds a administracdo das McTr em relacao a suspensao aquosa pode ser
observada na Figura 59.
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Figura 59. Nivel de concentragéo de triancinolona atingido no humor vitreo ap6s a administracdo da dose

de 1mg/0,1mL de farmaco (o) em suspensao e (e) em microparticulas.

Apoés submeter os dados a uma a analise estatistica (ANOVA) foi observada
diferenca estatistica (p<0,05) entre os niveis concentracdo de farmaco proporcionado
pelas McTr daqueles identificados ap6s a administracdo da suspenséo. Apoés o teste
post hoc de Student-Newman-Kews para confronto dos pares, foi observado que ja nos
trés primeiros dias, o nivel de concentracdo de farmaco atingido no humor vitreo apés a
administracdo das McTr foi estatisticamente similar aquele identificado apods a
administracdo do farmaco em suspensdo. Este resultado demonstra o beneficio do
efeito “burst” do sistema. No entanto, apdés este periodo de tempo, o nivel de
concentracdo proporcionado pelas McTr foi estatisticamente superior aquele
identificado apds a administragdo do farmaco em suspenséao.

Estes resultados demonstram a eficacia das microparticulas como sistema de
liberacdo prolongada intraocular para a triancinolona. Os estudos realizados permitem
verificar a rapida eliminacéo dos farmacos do interior do globo ocular quando utilizado

as formas convencionais de administracdo, isto se deve a dinamica de renovagao do
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liquido intra-ocular, a qual o farmaco é rapidamente removido do interior do globo ocular
logo apés a dissolucdo. Estes resultados indicam ainda mais a necessidade do
desenho e prospeccdo de sistemas de liberacdo capazes de proporcionar niveis
terapéuticos dos farmacos administrados por periodo de tempo adequado para o
tratamento pretendido.

No caso da triancinolona, seu uso na clinica oftalmoldgica esta relacionado com
patogenias crbnicas que requisitam a manutencao de niveis terapéuticos do farmaco
por periodo prolongado, tornando-se necessaria a administracdo de altas doses
repetidamente em um curto periodo de tempo. Isto traz potenciais problemas para o
paciente levando a altas taxas de ndo adesdo ao tratamento (YOUNG et al., 1998;
SUCKLING; MASLIN, 1998; JAFFE et al, 2000; DANNIS et al., 2000; PAGNELLI et al.,
2004;).

Os estudos realizados com o ciprofloxacino e com a triancinolona demonstram a
rapida eliminacdo dos farmacos dos liquidos intraoculares. As microparticulas de PLGA
contendo triancinolona apresentaram um efeito reservatorio para o farmaco, através do
qgual foi possivel manter concentracbes estatisticamente superiores aquelas
proporcionadas pela suspensdo convencional, e por periodo de tempo prolongado,
caracteristica buscada ha tempos para dispositivos de liberacdo intra-ocular de
farmacos (MORITERA et al., 1991,1992; VELOSO et al., 1997 KIMURA et al., 1994;
HASHIZOE et al., 1994; YASUKAWA et al 2000; OGURA, 2001; OKABE, J. et al 2003;
OKABE, K. et al 2003).

O perfil de liberacdo do farmaco apresentado pelas microparticulas de acido poli
latico-co-glicolico, faz deste sistema de liberagdo uma 6tima opcéao para o tratamento de
uma diversidade de doencgas do segmento posterior do olho comumente tratadas com o
uso intravitreal da triancinolona.

Os estudos in vivo realizados, tanto para as McCP como para as McTr, além de
um procedimento simples e rapido de administracdo quando comparados a outros
sistemas de liberacdo, o uso das microparticulas de PLGA permite a diminuicdo da
frequéncia de injecdes utilizadas durante o tratamento. O uso da triancinolona em
microparticulas proporciona a liberacdo de doses efetivas e seguras do farmaco de

forma regular por periodo de tempo prolongado.
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O uso da suspensdo de microparticulas carregadas com farmaco, esféricas e
uniformes quanto a distribuicdo do tamanho de particulas proporcionam caracteristicas
adequadas para esta via de administracdo e ainda permite flexibilidade na
administracdo de diferentes doses, possibilitando a possibilidade de diferentes

esquemas terapéuticos quanto a dose de farmaco escolhida.

4.2.2. Estudos farmacocinéticos.

Os estudos farmacocinéticos foram realizados com o objetivo de melhor analisar
os dados obtidos nos estudos in vivo com as microparticulas de PLGA carregadas com
triancinolona. A Tabela 18 apresenta o resumo dos parametros farmacocinéticos
calculados para o humor vitreo apdés a administracdo das McTr e do respectivo

tratamento controle utilizado

Tabela 18. Resumo dos parémetros farmacocinéticos calculados para os diferentes tratamentos

investigados.

Parametros triancinolona em triancinolona em
Farmacocinéticos McTr suspensao aquosa
Cmax (ug.mL™) 45,44 + 9,59 51,11 + 1,93
tmax (h) 1,0+0,0 1,0+0,0
AUCo - ( ng.h.mL™) 412,3 + 84,4 134,03 + 15,65*

AUMCo - (Hg.d?.mL™Y)
Ke (h™)

t1/2 (h)

Clap (h.mL™)

TMP (d)

13715,1 + 3146,8
0,0155 + 0,0014
44,92 + 3,95
2,50+ 0,51
33,63 +6,44

* Estatisticamente diferente das McTr (p<0,05)

704,91+ 76,31*
0,0622 + 0,0033*
11,23 + 0,63*
7,56 + 0,82
5,29 + 0,52
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A analise dos parametros farmacocinéticos (Tab. 18) determinados apos
administracdo das McTr permite confirmar o indicado na analise do perfil de liberacdo in
vivo obtido. As microparticulas de PLGA apresentaram um perfil de liberacéo
prolongada para a triancinolona em relagéo a suspensao convencional de farmaco.

A quantidade de farmaco (ASCO_.) que permaneceu no humor aquoso foi
consideravelmente maior quando foram administradas as microparticulas de PLGA
carregadas com triancinolona. Enquanto o tempo médio de permanéncia (TMP) foi
consideravelmente maior quando as McTr foram administradas, efeito que ocorreu em
funcdo da menor velocidade de eliminacdo do farmaco dos tecidos evidenciada pela
constante de eliminagao (Ke).

A realizacdo do presente estudo permitiu comprovar 0 sucesso das mcTr na
liberacdo prolongada da triancinolona. Os estudos farmacocinéticos demonstraram que
as microparticulas foram capazes de reduzir significativamente (p<0,05) a velocidade
de eliminacéo do farmaco do humor vitreo e conseqiientemente aumentar o seu tempo
de permanéncia (TMP) no local alvo.

E interessante ressaltar que as doses de farmaco administradas no presente
trabalho foram definidas como dose de estudo. No entanto, como as microparticulas
sao administradas na forma de suspensao, 0 sistema apresenta a capacidade de
aumento ou diminuicdo da dose a ser administrada em funcéo da carga de suspensao
administrada. Isto se torna uma caracteristica bastante interessante para estes
sistemas, visto que apresenta assim uma maior flexibilidade na hora da administracao

em funcéo do possivel quadro clinico apresentado pelo paciente.
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v’ Os estudos in vivo realizados confirmaram a capacidade das microparticulas de
PLGA em proporcionar, de forma segura e eficaz, um perfil de liberacdo
prolongada para o ciprofloxacino. Durante sete dias, O nivel de concentragéo
identificado foi superior ao MICgy para a maioria dos patdgenos oculares mais
comuns.

v' A administracdo sub-tenoniana da dose de 2mg de ciprofloxacino em
microparticulas de PLGA foi mais eficaz que a mesma dose quando administrada
em solucdo aquosa.

v A administracdo sub-tenoniana da dose de 2mg de ciprofloxacino em
microparticulas de PLGA foi mais eficaz que a administracdo do colirio de
ciprofloxacino 0,3% (1gota a cada 4horas) durante as primeiras oito horas de
estudo. Além disso, os niveis de concentragdo proporcionados durante o periodo
de estudo foram superiores ao MICq para a maioria dos patogenos oculares
mais comuns.

v Os estudos in vivo realizados confirmaram a capacidade das microparticulas de
PLGA em proporcionar, de forma segura e eficaz, um perfil de liberacdo
prolongada para a triancinolona.

v A administracdo intravitreal da dose de 1mg/0,1mL de triancinolona em
microparticulas biodegradaveis proporcionou niveis de concentracdo de farmaco

superiores e por periodo de tempo prolongado em relacdo a mesma dose

administrada em suspensao.
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v' Os parametros operacionais selecionados para o equipamento de “spray dryer”
conduziram com sucesso a producdo de microparticulas de PLGA carregadas
com triancinolona e ciprofloxacino.

» As microparticulas produzidas apresentaram alta eficiéncia de
encapsulacdo, com particulas predominantemente esféricas e de tamanho
médio reduzido.

v' As técnicas selecionadas foram capazes de caracterizar o efeito da radiacao
gama nas propriedades fisico-quimicas das microparticulas de PLGA obtidas por
secagem por atomizagao.

v O efeito das cargas de radiagdo gama investigadas ndo comprometeram a
qgualidade das microparticulas de PLGA carregadas com farmaco.

» A carga de radiagdo gama escolhida para esterilizagdo das
microparticulas antes da realizacdo do estudo “in vivo” foi de 25kGy.

v Os estudos “in vivo” realizados em coelho comprovaram o sucesso das
microparticulas de PLGA obtidas pela técnica “spray drying” para liberacédo
prolongada intra-ocular do ciprofloxacino e da triancinolona pelas vias de
administragcéo sub-tenoniana e intravitreal respectivamente.

v' Os estudos realizados na presente tese atingiram os objetivos pretendidos e
fornecem o suporte necesséario para realizacdo dos estudos clinicos em
humanos, vindo a disponibilizar dois produtos farmacéuticos para uso em
oftalmologia. Além disso, estabelece um roteiro claro e objetivo a ser seguido no

desenvolvimento de sistemas de liberacdo prolongada para uso em oftalmologia.
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