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RESUMO

Polihidroxialcanoatos (PHAs) sdo poliésteres de hidroxiacidos estereoregulares
encontrados em uma ampla variedade de bactérias, constituindo reserva de carbono e
poder redutor para estes microorganismos. As suas caracteristicas de
biodegradabilidade e biocompatibilidade os tornam materiais promissores para o
desenvolvimento de sistemas de liberacao controlada de farmacos. Ibuprofeno (IBF) é
um antiinflamatério ndo esteroidal (AINES) utilizado para o tratamento da osteoartrite e
artrite reumatéide aguda e crbnica. Este farmaco apresenta baixa meia vida biolégica,
necessitando de varias administragcbes e, portanto, € um bom candidato para a
microencapsulagdo. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver
microesferas de IBF de liberagdo prolongada para a administragdo parenteral a partir
dos PHAs, como o poli(3-hidroxibutirato) (P(3HB)) e seu copolimero poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (P(3HB-co-3HV)). O perfil de liberacao do IBF a
partir das microesferas de P(3HB) e P(3HB-co-3HV) e de degradacao das particulas
foram avaliados e comparados com aqueles obtidos com as formulagbes de
microesferas preparadas a partir do poli(acido latico-co-glicélico) (PLAGA). A técnica
de emulsao/evaporagao do solvente foi utilizada para a preparacado de microesferas,
empregando-se o diclorometano e 4gua como fase interna e externa, respectivamente.
A proporgao farmaco para polimero foi de 1:4 e 1:2. A eficiéncia de encapsulagéo e
teor do IBF nas microesferas foi estimada apds determinagdo da concentragdo do
farmaco por espectrofotometria de absorcao no ultravioleta a 265 nm. As microesferas
foram caracterizadas quanto a morfologia das particulas, tamanho e distribuicao
granulométrica, porosidade, area superficial, tamanho e volume de poros. Particulas
esféricas foram obtidas para todas as formulagdes testadas. Em contraste a superficie
lisa das microesferas de PLAGA, as microesferas de PHAs apresentaram-se porosas.
Igualmente, maiores valores de eficiéncia de encapsulagdo foram obtidos para as
microesferas de PHAs, quando comparado com aqueles das microesferas de PLAGA.
Os resultados obtidos por DSC e raio-x indicaram que o IBF encontra-se parcialmente
disperso na forma molecular na matriz polimérica, quando a proporcdo de
farmaco:polimero 1:4 foi empregada. Entretanto, as microesferas de PLAGA
demonstraram ser amorfas, enquanto a natureza semicristalina foi verificada na matriz
de PHAs. A liberacéo do IBF a partir das microesferas de P(3HB) e P(3HB-co-3HV) foi
cerca de 69 e 58%, respectivamente, nas primeiras horas. O maior controle de
liberacdo foi obtido com o uso do PLAGA. A porosidade e a localizagdo do farmaco
nas particulas pareceram ser os fatores responsaveis pela rapida liberacao do IBF, a
partir das microesferas de PHAs. Finalmente, a degradagao in vitro das microesferas
foi realizada em condicdes fisiolégicas (pH 7,4) por 90 dias. O conjunto dos resultados
obtidos no estudo de degradacgao indicou, sobretudo a partir da analise morfolégica,
DSC e medidas de pH do meio apds incubagdo, que as microesferas de PLAGA
sofreram maior degradagao hidrolitica, sendo que a mesma foi acelerada pela
presenca do IBF. Apesar da CLAE ter indicado a formacéao de produtos de degradacao
do P(3HB) e P(3HB-co-3HV) em temperatura elevada, estes produtos n&o foram
identificados apds 90 dias de incubacao das microesferas em tampéao fosfato pH 7,4 a
37 °C, mesmo na presenca do farmaco. Por outro lado, estudos de MEV sugeriram
que regides amorfas das microesferas de P(3HB) sofreram degradagédo, uma vez que
grandes poros foram visualizados nas particulas. A incorporagdo de 5% de HV no
copolimero nao pareceu alterar o perfil de degradacao das microesferas.

Palavras-chave: microesferas, ibuprofeno, polihidroxialcanoatos
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ABSTRACT

Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are stereoregular hydroxyacid polyesters produced by
many bacterias, useful as a storage form of carbon and energy. These polymers are
biodegradable and biocompatible and they have been considered promising materials
for controlled delivery of therapeutic drugs. Ibuprofen (IBF) is a nonsteroidal
antiinflammatory drug (NSAID) that can be used for the treatment of acute and chronic
rheumatoid arthritis and osteoarthrits. This drug displays a short half-life, requiring
several daily administrations. Therefore, the aim of this work was to prepare prolonged
release ibuprofen-loaded microspheres for parenteral administration from poly (3-
hydroxybutyrate) (P(BHB)) and its copolymer poly(3-hydroxybutyrate-co-3-
hydroxyvalerate) (P(3HB-co-3HV)). IBF release profile as well as particle degradation
were evaluated and compared with those obtained for PLAGA microspheres
formulations. The water in oil solvent/evaporation method was used to prepare the
microspheres, employing methylene chloride and water as internal and external phase,
respectively. The initial ratio of drug to polymer was 1:4 and 1:2. The encapsulation
efficiency and IBF content were determined spectrophotometrically at 265 nm. The
microspheres were characterized in respect of its morphology, mean diameter and size
distribution, and porosity. Spherical particles were obtained for all formulations tested.
In contrast to the smooth surface of the PLAGA, the PHAs microspheres presented a
porous surface. Also, higher encapsulation efficiency values were obtained when PHAs
were used as polymeric materials. The results obtained by DSC and X-ray indicated
that the drug is partially dispersed in the molecular form in the matrix. However, the
PLAGA microspheres demonstrated to be amorphous, while the semi crystalline
property was verified for PHAs microspheres. The IBF release from P(3HB) and
P(3HB-co-3HV) microspheres was around 69 and 58%, respectively, in the first hour.
The control of the drug released was obtained using PLAGA to prepare the
microspheres. Finally, in vitro degradation study of particles was realized in
physiological conditions (pH 7,4) during 90 days. The results taken together indicated
that PLAGA microspheres are degraded faster as evidenced by SEM, DSC. In this
case, the presence of IBF accelerated the particle degradation. In spite of the
degradation products of P(3HB) e P(3HB-co-3HV) have been identified by HPLC after
exposition of microspheres at high temperatures, these products were not verified after
90 days of incubation in buffer phosphate pH 7.4 at 37 °C, even in the presence of the
drug. On other hand, SEM suggested that amorphous regions of the P(3HB)
microspheres underwent degradation, as large pores are visualized in the particles.
The incorporation of 5% valerate to form the copolymer not appeared to change the
degradation profile of microspheres.

Keywords: microspheres, ibuprofen, polyhydroxyalkanoates
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1. INTRODUGCAO E OBJETIVOS



1.1 INTRODUCAO

O continuo crescimento da area de medicamentos tem levado ao
desenvolvimento de novos sistemas de liberagdo de farmacos, principalmente
os sistemas de liberacao prolongada. Estes novos sistemas oferecem inimeras
vantagens de emprego, quando comparados com as formas farmacéuticas
convencionais, as quais inclui, a melhoria na eficacia, reducao da toxicidade,
melhoria do conforto e adesdo do paciente ao tratamento. Entre as varias
estratégias empregadas para prolongar a liberacdo de farmacos, destaca-se a
microencapsulacdo. Esta estratégia tem por objetivo encapsular sélidos ou
liquidos dentro de matrizes ou sistemas reservatérios poliméricos (WATTS et
al., 1990).

Varios polimeros tém sido empregados na preparacdao de microesferas.
Pode-se citar entre eles os poliésteres alifaticos, os copolimeros do acido
metacrilico e dos ésteres acrilatos, além de diferentes polissacarideos, tais
como a celulose e seus derivados, os alginatos e as quitosanas (LINHARD,
1988). Para a administragdo parenteral de microparticulas, polimeros
biodegradaveis sao claramente os materiais de escolha. Além disso, os
requisitos de seguranca, biocompatibilidade e baixa toxicidade do polimero e
de seus produtos de degradacao devem ser considerados no desenvolvimento
destas formulagdées (WATHELEY, 1993). Enquanto a biodegradacdao é um
processo natural pelo qual compostos organicos sao convertidos a moléculas
mais simples no ambiente biologico, o termo biocompatibilidade refere-se a
aceitabilidade mutua entre o polimero e o ambiente fisiologico. Assim, a
biocompatibilidade envolve tanto a influéncia do meio biol6gico sobre a
degradacao do polimero, quanto a resposta tecidual provocada pela presenca
do mesmo (POUTON & AKHTAR, 1996; CHANDRA & RUSTGI, 1998).

Poliésteres alifaticos biodegradaveis, tais como poli(acido latico) (PLA) e
seu copolimero poli(acido latico-co-glicélico) (PLAGA), sao freqientemente
usados na preparagdo de sistemas de liberacdo microparticulados. Estes
polimeros sofrem hidrélise quimica ou enzimatica de suas ligagdes ésteres no

meio aquoso dos fluidos bioldgicos, formando produtos de degradagdo nos
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quais sdo metabolizados a diéxido de carbono e agua, via ciclo de Krebs, ou
que sao excretados pelos rins. Fatores como configuragdo da cadeia
polimérica, teor de acido glicélico no copolimero e massa molar podem ser
alterados com o objetivo de modular a velocidade de biodegradagdo desses
polimeros e, consequentemente, a velocidade de liberagcdo do farmaco. Além
disso, o tamanho da particula da microesfera afeta a velocidade de
degradacao. Particulas menores que 5 um, quando administradas podem
sofrer fagocitose por macroéfagos e células gigantes sendo rapidamente
biodegradadas (GRANDFILS et al., 1996; ANDERSON & SHIVE, 1997).

Uma outra classe de polimeros genericamente conhecida como
polihidroxialcanoatos (PHAs) tem representado imenso potencial para
aplicagéo farmacéutica, uma vez que oferecem uma alternativa como matéria
prima para a obtencdo de formas farmacéuticas de libera¢do controlada para a
via parenteral. Estes polimeros sdo poliésteres de hidroxiacidos
estereoregulares opticamente ativos, ndo sendo produzidos por sintese
quimica, mas biossinteticamente por bactérias a partir de matérias primas
naturais, podendo ser prontamente degradados por microorganismos em
diferentes condicdes. O mais comum dos PHAs, é o homopolimero poli (3-
hidroxibutirato) (P(3HB)) e seu copolimero com hidroxivalerato (P(3HB-co-
3HV)) (LEE, 1996; POUTON & AKHTAR, 1996; ZINN et al., 2001).

O P(3HB) foi descoberto primeiramente em Bacillus megaterium por
Lemoigne em meados de 1920, tendo sido subseqientemente encontrado em
varios microorganismos incluindo bactérias do solo, microflora estuaria e algas
verdes-azuis. A maior fungdo do P(3HB) nos microorganismos € para servir
como uma fonte de energia intracelular e forma de armazenamento de
carbono. O polimero é acumulado em granulos na membrana celular da
bactéria, da qual pode ser extraido diretamente com solventes organicos como
o cloroférmio, ou por técnicas de ruptura mecanica, quimica e enzimatica da
parede celular. A percentagem de P(3HB) na célula bacteriana é baixa, cerca
de 1 a 30%, mas sob condicbes de fermentacdo controlada de excesso de

carbono e limitagdo de nitrogénio, ha uma super producdo do polimero,
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podendo alcangar cerca de 80% de massa de célula seca (POUTON &
AKHTAR, 1996).

A degradacao hidrolitica do P(3HB) leva a formag¢ao do monémero acido
D-(-)-3-hidroxibutirico. Este acido € um constituinte normal do sangue e, em
comum com acetoacetato e acetona, é uma das trés cetonas corporais
produzidas endogenamente por um processo conhecido como cetogénese. A
degradacao in vitro do P(3HB) tem demonstrado ser relativamente lenta
quando comparada a degradacao do PLAGA, mas os copolimeros P(3HB-co-
3HV)s demonstraram ser mais rapidamente degradados do que o0
homopolimero. Além disso, estudos evidenciaram que a composicdo do
copolimero, massa molar, técnica de fabricacdo, pH, temperatura, além, da
presenca dos constituintes do plasma afetam a velocidade de degradacao
(ZINN et al., 2001). Desta maneira é possivel esperar que a velocidade de
degradagdo das microesferas preparadas a partir desses polimeros, assim
como, a velocidade de liberacdo de farmacos encapsulados seja passivel de
ser modulada. Além disso, a obtencédo a nivel nacional, destes produtos, os
tornam mais acessiveis e econémicos no desenvolvimento de novos sistemas

de liberagéo.

O ibuprofeno € um antiinflamatério nao esteroidal (AINES) utilizado para
o tratamento da osteoartrite e artrite reumatoide aguda e crbnica. Este farmaco
possui efeitos adversos, em comum com outros AINES, tais como diarréia,
nauseas, vomitos e irritacao gastrica (CLARKE, 2004). Devido a sua meia vida
bioldgica relativamente curta, de cerca de 1 a 3 horas, e devido a seus efeitos
colaterais, o ibuprofeno € um potencial candidato para a obtencao de formas
farmacéuticas de liberacdo prolongada, principalmente para a administracao
intramuscular, na forma de depésitos que liberariam o farmaco numa
velocidade constante. Por outro lado, especial interesse tem sido dado a
administracdo intra-articular de AINES, como alternativa ao uso de
corticosterdides. Entretanto, seu curto tempo de meia vida no liquido sinovial
faz com que eles sejam administrados vérias vezes, para a manutengédo dos

niveis intra-articulares terapéuticos. Neste sentido, a obtengcdo de microesferas
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de liberagdo prolongada, com vistas a administragcdo intra-articular deste

farmaco, também parece ser um objetivo interessante a ser alcang¢ado.

Diante das considerag¢oes descritas acima, este trabalho visa preparar e
caracterizar microesferas de ibuprofeno, com vistas a administracéo parenteral,
empregando-se uma nova classe de biopolimeros biocompativeis e
biodegradaveis, denominada de polihidroxialcanoatos, para a obtencdo da
matriz polimérica. A possibilidade de prolongamento da liberagdo do farmaco
sera avaliada e relacionada as caracteristicas fisico-quimicas das microesferas,
e ao tipo de polimero empregado. Os resultados de degradacao in vitro e
liberacdo do farmaco serdo comparados com aqueles obtidos para as

microesferas fabricadas a partir do PLAGA.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVO GERAL

Preparar microesferas de ibuprofeno, com vistas a administracao
parenteral, usando polihidroxialcanoatos P(3HB) e P(3HB-co-3HV), assim
como o PLAGA para a obtencdo da matriz polimérica, e avaliar as

caracteristicas de liberacao e de degradacgao das particulas.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar microesferas de ibuprofeno utilizando a técnica de
emulsado/evaporacao do solvente a partir dos polimeros PLAGA e dos
polihidroxialcanoatos, P(3HB) e P(3HB-co-3HV).

e Caracterizar e comparar as diferentes formulagcbes de microesferas
quanto ao tamanho, morfologia, eficiéncia de encapsulacdo e teor do
farmaco.
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Avaliar e comparar as caracteristicas de cristalinidade das diferentes

formulacdes de microesferas.

Avaliar os perfis de liberacdo do ibuprofeno in vitro a partir das

microesferas preparadas com diferentes poliésteres alifaticos.

Comparar os resultados obtidos com as diferentes formulagdes no que
se refere ao prolongamento da liberagao do farmaco.

Avaliar a degradagédo in vitro das microesferas brancas e contendo

ibuprofeno em pH fisiolégico.

Comparar os perfis de liberagao do ibuprofeno a partir das microesferas
correlacionando com as suas caracteristicas de degradagao in vitro.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA



2.1 MICROENCAPSULACAO
2.1.1 Definicoes, interesses e técnicas

As limitagdes das formas farmacéuticas convencionais para a liberagéo
de farmaco sdo bem conhecidas. Quando uma dose é administrada, a
concentracdo plasmatica do farmaco aumenta até obtencdo de um pico,
decrescendo rapidamente apdés sua metabolizacdo e excregcdo. A
administracdo de uma nova dose produz um segundo pico plasmatico e um
modelo ciclico pode ser assim estabelecido, conduzindo a flutuagbes na
concentracdo do farmaco e ao aparecimento de possiveis efeitos toxicos
(SWARBRICK & BOYLAN, 1990). Dessa forma, a utilizacdo de sistemas de
liberagdo prolongada tem como proposito manter os niveis plasmaticos
constantes na faixa de concentragdo terapéutica, por meio da continua
liberagéo do farmaco, reduzindo o numero de doses e os efeitos adversos, e
melhorando a adesdo do paciente ao tratamento. Neste intuito, a adesédo do
paciente, relaciona-se nao somente a simplificagdo do regime de
administragdo, como também, a aceitagdo do medicamento em termos de um
perfil favoravel de tolerabilidade (WATTS et al., 1990).

Neste contexto, a microencapsulacdo de farmacos, empregando
polimeros naturais ou sintéticos, tem sido considerada uma boa estratégia para
a obtencdao de formas farmacéuticas de liberagdo prolongada, melhoria da
estabilidade de farmacos ou ainda, para a vetorizacdo de substancias ativas
em sitios especificos; as microparticulas resultantes podem ser administradas
por via tépica, oral ou parenteral. Estas particulas possuem formato esférico,
apresentando diametro médio entre 1 um a algumas centenas de micrémetros,
podendo ser classificadas segundo a sua estrutura em microesferas ou
microcapsulas. Sdo denominadas microesferas, as particulas compactas
constituidas por uma matriz polimérica na qual a substancia ativa encontra-se
distribuida no seu estado solido ou molecular e, microcapsulas sao particulas
constituidas por um nucleo interno contendo o farmaco, recoberto por uma

camada de polimero de espessura variavel (LI et al., 1995; LINHARDT, 1998).
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Varias técnicas sdo descritas na literatura para a preparacdo de
microesferas. A aspersdao em torre de secagem, também chamada de
nebulizagdo ou spray drying, € um procedimento que se baseia na pulverizagao
de uma solucao polimérica contendo o farmaco em uma camara de secagem.
Sob o termo de coacervacdo ou separacdo de fases estdo agrupadas outra
série de técnicas de microencapsulacdo envolvendo a desolvatacdo do
polimero, induzida por algum procedimento que conduza a alteracao das
caracteristicas do meio, tais como pela mudanca de temperatura, pH ou adicao

de um nao solvente, sal ou outro polimero incompativel (VILA JATO, 1997).

Entre as técnicas de microencapsulacdo de farmacos, o método de
emulsificagdo/evaporacdo do solvente tem sido freqlientemente empregado
face a simplicidade dos procedimentos envolvidos na obtencao das particulas e
a possibilidade de modulagédo das caracteristicas fisicas e fisico-quimicas das
mesmas. A versatilidade desta técnica permite uma ampla adequabilidade no
que se refere a classes de medicamentos e estrutura do sistema, uma vez que
h& fatores passiveis de otimizagao, tais como as caracteristicas fisico-quimicas
das substancias empregadas, que determinam as propriedades do produto
final. Esta técnica consiste em emulsificar uma solu¢ao orgéanica do polimero e
farmaco (fase interna) em uma solucado aquosa contendo agente emulsificante
(fase externa). O solvente é removido pela aplicacao de calor, vacuo ou ainda
pela evaporagdo em temperatura ambiente, com auxilio de agitagéo, levando a
formacao de particulas esféricas. Estas, por sua vez, sdo separadas por
filtracdo ou centrifugacdo, lavadas com solvente apropriado e liofilizadas
(WATTS et al., 1990).

A estrutura final e composicao das microesferas sao resultantes de uma
complexa contribuicao das caracteristicas fisicas e fisico-quimicas do polimero,
farmaco, solvente e agente emulsificante, bem como os parametros envolvidos
na preparagdo, como agitacdo, temperatura, volume e concentracdo das
substancias empregadas (WATTS et al., 1990).
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A liberagdo do farmaco a partir de uma matriz polimérica consiste na
combinacdo de varias etapas de transferéncia do mesmo entre os diferentes
sitios da particula. Por outro lado, a liberacdo de farmacos pode estar
associada a erosdo da matriz, tornando-se mais complexo o mecanismo de
liberacdo, quando a degradacdo da microesfera ocorre concomitante com o
fendbmeno de difuséo (LI et al., 1995; LINHARDT, 1998; FREIBERG & ZHU,
2004). A relagdao farmaco/polimero, as caracteristicas de solubilidade,
cristanilidade e distribuicao do farmaco, bem como o tamanho, a distribuicao
granulométrica e a porosidade das particulas sdo parédmetros a serem
correlacionados com o perfil de liberacdo. Além disso, fatores como
configuracdo da cadeia polimérica, peso molecular, pH, presenca e
composicao do copolimero, podem ser avaliados com o objetivo de modular a
velocidade de biodegradacédo dos polimeros e, conseqlentemente o perfil de
liberacao do farmaco (ANDERSON & SHIVE, 1997).

2.1.2 Ibuprofeno

O ibuprofeno ou o acido 2-(4-isobutilfenil) propidnico (Figura 1) é um
farmaco pertencente a classe dos antiinflamatérios nao esteroidais (AINES),
apresentando propriedades antipiréticas, analgésicas e antiinflamatorias.
Encontra-se comercialmente disponivel como uma mistura racémica de dois
isbmeros o6pticos, sendo que somente L-isbmero do ibuprofeno apresenta
atividade terapéutica. Entretanto, o D-isdmero considerado clinicamente inativo
€ lentamente e incompletamente (cerca de 60%) convertido ao L-isdmero in
vivo, sugerindo que esta forma inativa atue como um reservatoério circulante do
farmaco (Mc EVOY, 2000). Este farmaco ocorre como um p6 branco e
cristalino, apresentando um leve odor caracteristico. Suas principais

propriedades fisico-quimicas encontram-se listadas na Tabela 1.
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FIGURA 1. Estrutura quimica do ibuprofeno

TABELA 1. Propriedades fisico-quimicas do ibuprofeno (CLARKE, 2004).

Solubilidade

Agua Praticamente insoluvel
Etanol Solavel 1:5
Cloroférmio Solavel 1:1
Eter Solavel 1:2

Peso molecular 206,3

Constante de dissociacao (pKa) 44,52

Ponto de fuséo (°C) 75 =77 °C

O Ibuprofeno é utilizado especialmente nos casos de dor e inflamacao
em processos articulares ou musculoesqueléticos, cefaléias, dismenorréia, dor
e febre associada ao resfriado comum. Em doses mais elevadas tem sido
utilizado no tratamento de doengas reumaticas. Como em outros AINES, o
mecanismo de acao do ibuprofeno parece estar relacionado a inibicdo de
prostaglandinas. Como analgésico, pode bloquear o impulso doloroso mediante
acao periférica com reducdo da atividade da prostaglandina e de outras
substancias que sensibilizam os receptores da dor. Como antiinflamatorio,
pode atuar perifericamente no tecido inflamado, reduzindo a agé&o das
prostaglandinas e de outros mediadores da resposta inflamatoéria. Atua como
antitérmico por acado no centro hipotalamico, regulador da temperatura,
produzindo vasodilatagéo periférica, aumento da sudorese e perda de calor. O

ibuprofeno age na dismenorréia, diminuindo a contragdo uterina, aumentando a
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perfusdo do Utero e aliviando a dor por inibicdo da sintese de prostaglandinas
intra-uterinas (GILMAN, 1996).

O ibuprofeno é rapidamente absorvido no trato gastrintestinal, atingindo
a concentracao plasmatica maxima de 23-45 ug/mL e 56-66 ug/mL com doses
de 400 mg e 800 mg, respectivamente. Possui meia-vida plasmatica de curta
duracao, de cerca de 1-3 horas. Este farmaco liga-se extensivamente (cerca de
99%) as proteinas plasmaticas e passa lentamente para os espacos sinoviais,
podendo permanecer em concentracdes mais elevadas nestes locais, a medida
que os niveis plasmaticos diminuem. Sofre biotransformagcédo hepatica e sua
excrecao € rapida e completa, mais de 90% da dose ingerida sdo excretados
pela urina, sendo menos de 1% na forma inalterada e aproximadamente 99%
como metabolitos, principalmente um composto hidroxilado e outro carboxilado
(GILMAN, 1996; CLARKE, 2004).

O ibuprofeno tem sido utilizado em pacientes com Uulcera péptica
reconhecida ou histéria de intolerancia gastrintestinal aos outros AINES. No
entanto, o tratamento precisa ser interrompido em 10 a 15% dos pacientes,
devido a intolerancia ao farmaco. Os efeitos colaterais gastrintestinais ocorrem
em 5 a 15% dos pacientes que usam ibuprofeno; dor epigastrica, nausea,
vémito, diarréia, azia, cefaléia e pirose sado as dificuldades habituais. Outros
efeitos colaterais tém sido relatados com menos freqiiéncia, entre eles estao
incluidos trombocitopenia, exantemas cuténeos, vertigem e visdo embacada
(GILMAN, 1996).

Diante das consideragdes descritas acima, o ibuprofeno € um farmaco
que apresenta caracteristicas adequadas para o desenvolvimento de formas
farmacéuticas de liberacdo prolongada. Varios estudos tém demonstrado o
interesse da microencapsulacdo como estratégia para prolongar a liberagao do
ibuprofeno ap6s administracdo oral e reduzir os danos provocados pelo
farmaco a mucosa gastrintestinal. Entre os materiais testados para a obtencao
das microparticulas encontram-se as resinas acrilicas da série Eudragit
(KAWASHIMA et al., 1991, 1993; PERUMAL, 2001; BOLOURTCHIAN et al.,
2005), derivados de celulose (DALAL & NARURKAR, 1991; DUBERNET et al.,
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1991), alcoois e ésteres de acidos graxos (ADEYEYE & PRICE, 1994; AL-
KASSAS et al, 1993; KAMBLE et al., 2004) e derivados de metacrilatos
(ORIENTI et al., 1995).

Por outro lado, a administracdo parenteral, em particular a via
intramuscular, produz um efeito geralmente mais rapido que a administracao
oral, sendo uma via promissora para utilizacdo de sistemas microparticulados.
Por esta via é possivel formar depdsitos do medicamento que permitem a
manutencao da concentracdo plasmatica em niveis mais constantes, reduzindo
nuamero de administracdes diarias e, conseqlientemente, melhorando a adesao
do paciente ao tratamento. Em adicdo, especial interesse tem sido dado a
administragdo intra-articular de AINES, como alternativa ao uso de
corticosteréides, que quando injetados podem provocar sérios efeitos adversos
como a degeneracao da cartilagem, riscos de reacao anafilatica e sindrome de
Cushing. Entretanto, o curto tempo de meia-vida dos AINES no liquido sinovial
requer administragdes freqlentes para a manutengdo dos niveis intra-
articulares terapéuticos. Neste caso, sistemas de liberagdo prolongada,
preparados a partir de polimeros biodegradaveis e biocompativeis, parece ser
uma estratégia interessante para a administracdo intra-articular de

medicamentos.

Neste sentido, microesferas de ibuprofeno foram preparadas a partir do
poli(acido latico-co-glidlico) PLAGA (50:50) apresentando varios pesos
moleculares, pela técnica de emulsao evaporagao do solvente. O Labrafil, um
derivado de polietilenoglicol (PEG), foi adicionado a formulagdo com o intuito
de modular a velocidade de liberacao do farmaco e reduzir o efeito de liberacao
inicial ou efeito burst. Perfis de liberagdo aceitaveis, resultando em
concentragbes terapéuticas in vitro (8 ug/mL), foram conseguidos com a
utilizacdo de PLAGA de peso molecular de 34.000 daltons na presenca de
Labrafil (FERNANDEZ-CABALLIDO et al, 2004).

ZHU e colaboradores (2005) prepararam microesferas de ibuprofeno
pelo método de emulsificagcao/evaporacao do solvente empregando o poli(acido

latico) (PLA), poli-caprolactona (PCL) e seu copolimero em bloco P(LA-CL)
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para a obtencédo da matriz polimérica. Estudos de liberagcdo mostraram que as
microesferas de PCL conduziam a obtengdo de um extenso efeito burst (80%),
em comparacao as microesferas de P(LA-CL) (50%) e PLA (18%). A obtencéao
de diferentes perfis de liberagcdo do ibuprofeno, a partir das diferentes
formulacoes, foi atribuida a diferenca na cristalinidade dos polimeros estudados

e ao estado fisico do farmaco disperso na matriz polimérica.

2.2 POLIHIDROXIALCANOATOS

2.2.1 Revisao histérica

Polihidroxialcanoatos (PHAs) sdo estocados na forma de granulos por
bactérias. A observagdo microscopica destes granulos, como corpos refratarios
em bactérias, remonta a Beijerinck em 1888. Entretanto, a primeira
determinacdo da composi¢do de um PHA aconteceu somente em meados de
1927, com o trabalho de Lemoigne. Em bacilo Bacillus megaterium, a
degradagdo anaerdbica de um material ndo conhecido levou a excregao de
acido 3-hidroxibutirico. Lemoigne identificou este material como sendo o
homopoliéster do 3-hidroxibutirato, ou poli-3-hidroxibutirato (P(3HB)), e
descreveu-o como um provavel material de reserva. Durante os trinta anos
seguintes, o interesse no P(3HB) ficou restrito a descricdo de métodos de
deteccao e determinacao do teor nas células e das condi¢des de cultura que

levasse a sua sintese e degradacéao pelo bacilo.

Uma convincente hipétese sobre a funcionalidade do P(3HB) foi
primeiramente descrita por Macrae & Wilkinson em 1958. Estes pesquisadores
observaram que B. megaterim estocava o homopolimero especialmente
quando as reservas de glicose e nitrogénio no meio de cultivo eram altas, e que
a subsequente degradacdo pelo Bacillus areus e B. megaterium ocorria
rapidamente na auséncia de carbono exdégeno e de fonte de energia.
Concluiram, entédo, que P(3HB) era um material de reserva para a obtencao de
carbono e energia e sua sintese ocorria com o envolvimento dos complexos
acetato e coenzima A. A partir destes resultados, o interesse no estudo do
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P(3HB) aumentou drasticamente, ocorrendo importantes avangos no
conhecimento sobre a ocorréncia disseminada deste polimero em outros
microorganismos, caracteristicas fisico-quimicas, métodos de extracao,
detecgdo ou quantificagdo, metabolismo e regulacdo, e degradagao
(BRAUNEGG et al., 1998).

O campo dos PHAs estava, entdo, bem desenvolvido, mas o interesse
nos biopolimeros permaneceu direcionado somente a sua significAncia
fisiolégica, como substancia de origem microbioldgica. O interesse na utilizacao
do P(3HB) como um tipo alternativo de material plastico surgiu somente na
década de 70, em decorréncia do aumento do preco e da escassez do
petréleo, ndo somente porque poderia ser sintetizado a partir de fontes
renovaveis, mas também devido a semelhanga das suas propriedades com o
polipropileno. Outras caracteristicas, particularmente de biodegradabilidade e
biocompatibilidade, sustentaram o interesse da utilizagdo do P(3HB), mesmo
apos a crise do petréleo ter passado (LEE, 1996; BRAUNEGG et al., 1998).

Em 1974, Wallen e Rodwedder relataram o isolamento de um poliéster
contendo unidades de acido 3-hidroxivalérico (3HV) e 3-hidroxibutirico (3HB)
como principais componentes, além de unidades de &cido 3-hidroxihexandico e
3-hidroxiheptanbéico em menor quantidade. O interesse nestes polimeros, em
particular nos copolimeros do 3HB e 3HV, formando o poli(3-hidroxibutirato-co-
3-hidroxivalerato) (P(3HB-co-3HV)), deve-se ao fato de apresentarem ponto de
fusdo mais baixo e serem menos cristalinos. Isto torna-os menos densos e
mais maleaveis quando comparados ao P(3HB), tornando-os materiais mais
promissores para sua aplicacdo em diversas areas (BRAUNEGG et al., 1998).
Atualmente, uma variedade de P(3HB-co-3HV)s com diferentes teores de 3HV,
produzidos pela bactéria Ralstonia eutropha, € fabricada com marca registrada
BIOPOL® (Monsanto).

No Brasil, o desenvolvimento da tecnologia para a producdo de PHAs
como plasticos biodegradaveis e biocompativeis teve inicio em meados da
década de 90, através de um projeto cooperativo desenvolvido pelo Instituto de
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Pesquisa e Tecnologia (IPT), Copersucar e Universidade de Sao Paulo, e
usando carboidratos como material de partida, em especial derivados da cana-
de-agucar. Duas estratégias de busca do microorganismo ideal, em solo
brasileiro, foram adotadas. A primeira visava a utilizagdo de uma linhagem de
colecao de culturas capazes de produzir o P(3HB) a partir de glicose e frutose,
mas nao a partir de sacarose. O Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo desenvolveu um trabalho de melhoramento
genético da bactéria de modo a torna-la capaz de acumular o polimero
utilizando a sacarose. Simultaneamente, o IPT partiu para um programa de
isolamento e selecao de bactérias de solo capazes de utilizar a sacarose e
produzir o P(3HB) com alta eficiéncia. Finalmente, o Laboratério de
Fermentagado Industrial desenvolveu uma estratégia de cultivo e acumulo de
PHA em biorreatores e, junto com a Copersucar, um processo de separag¢ao do
polimero e ampliagao de escala (IPT, 2006).

Em 1996, uma unidade piloto de produgdo foi instalada nas
dependéncias da Usina da Pedra, interior do Estado de Sao Paulo, utilizando a
tecnologia desenvolvida no pais. A producao € realizada em tanques agitados
e aerados, em condicdes controladas de pH, temperatura, oxigénio e aporte de
matérias-primas. O copolimero P(3HB-co-3HV) é produzido pela adicao
concomitante de acido propibnico e acucar. O processo de separacao e
purificacdo do produto garante a obtencao de polimeros de alta pureza e peso
molecular adequados. Dando prosseguimento ao projeto, um melhoramento
genético foi realizado em Burkholderia sacchari IPT 101, obtendo-se um
mutante IPT 189 que tem maior capacidade de acumulo do copolimero P(3HB-

co-3HV), quando alimentado com sacarose e acido propidnico (IPT, 2006).

Outros inumeros estudos vém sendo desenvolvidos por diferentes
grupos de pesquisa brasileiros. DINIZ e colaboradores (2004) obtiveram PHAs
a partir de Pseudomonas putida IPT 046, utilizando como substrato
carboidratos da cana-de-agucar. PHAs de cadeia pequena foram obtidos a
partir da Ralstonia pickettii por BONATTO e colaboradores, no Centro de
Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (2004). A
producdo concomitante de P(3HB) e de alcool, por fermentacado bacteriana,
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vem sendo pesquisada pelo Centro de Tecnologia Copersucar de Piracicaba,
usando o agUcar de cana invertido, sendo a energia necessaria para a
producéo gerada pelo emprego de bagaco de cana (ROSSEL et al., 2002).

Além de propriedades termoplésticas, que I|hes permitem serem
moldados ou transformados em filmes para aplicagdes diversas, os PHAs séo
também biocompativeis. Em meados de 1990, estes polimeros tornaram-se
importantes materiais para a aplicacao médica e farmacéutica, principalmente
para a utilizacdo como suturas, proteses, suportes de culturas de tecido para
implantes, e obtencao de formas farmacéuticas de liberagdo prolongada. O
P(3HB) foi o polimero inicialmente estudado, bem como seu copolimero
P(3HB-co-3HV). A utilizacado destes polimeros representa um custo muito
menor, quando comparado aos polimeros sintéticos biodegradaveis
convencionais, como o PLAGA, sem ressaltar a necessidade do
desenvolvimento de novos materiais para aplicagdo médica, visto que muitos
dos atualmente empregados podem causar efeitos malignos e céncer (IPT,
2006).

Entre as diferentes aplica¢cdes dos PHAs na area da saude, destaca-se a
obtencdo de formas farmacéuticas de liberacdo prolongada, como as
microesferas. O potencial de aplicacdo destes polimeros para a obtengao de
matrizes poliméricas vem sendo extensivamente estudado pelo fato de
representar uma alternativa para o desenvolvimento de novos medicamentos.
Este interesse vem ao encontro da producdo de novas formas farmacéuticas
utilizando farmacos conhecidos, levando a novas perspectivas de utilizacao,
com a reducao do custo do seu desenvolvimento, particularmente em nivel

nacional.
2.2.2 Biossintese dos polihidroxialcanoatos

A principal funcdo dos PHAs nos microorganismos é armazenar, dentro
da célula, materiais que possam servir de reserva, como fonte de carbono e

energia. Os polimeros sdo sintetizados e acumulados na forma de gréanulos

intracelulares, geralmente com limitagdo de um componente essencial ao
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crescimento, como nitrogénio, fosfato, enxofre, oxigénio ou magnésio, na
presenca de um excesso de uma fonte de carbono (SALEHIZADEH &
LOOSDRECHT, 2004). Os granulos sédo esféricos; o numero por célula e o
tamanho podem variar conforme as diferentes espécies. Geralmente, sé@o
formados 8 a 13 granulos por célula apresentando diametro médio de 100-800
nm, 0s quais encontram-se envolvidos por um tipo de micela monolamelar de
aproximadamente 2-4 nm de espessura. Estes granulos sdo solidos e
constituidos de 98% de polimero e 2% de proteina. A percentagem de PHAs na
bactéria é baixa, cerca de 1 a 30%, mas sob condicbes de fermentacao
controlada, ha uma super producédo do polimero, podendo alcancar cerca de
80% de massa celular seca (POUTON & AKHTAR, 1996; KHANNA &
SRIVASTANA, 2005).

Uma ampla variedade de microorganismos produzem PHAs (Tabela 2),
incluindo bactérias do solo, microflora estuaria e algas verdes-azuis (POUTON
& AKHTAR, 1996; REDDY et al., 2003). Dependendo do numero de atomos de
carbono da cadeia, dois tipos de PHAs podem ser obtidos: (i) cadeia curta (3-5
atomos de carbono) e (i) cadeia média (6—14 atomos de carbono). Esta
diferenga ocorre principalmente devido a especificidade frente ao substrato, na
sintese do polimero. Por exemplo, na sintese de PHAs, o Alcaligenes eutophus
pode polimerisar 3HAs apresentando de 3 a 5 atomos de carbono, enquanto o
Pseudomonas oleovorans podem somente aceitar 3HAs de 6 a 14 atomos de
carbono (LEE, 1996; KHANNA & SRIVASTANA, 2005).
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TABELA 2. Producéo de PHAs por varias bactérias (REDDY, 2003).

Microorganismos

Fonte de carbono

PHA Teor de PHA

(%, p/V)
Alcaligenes eutrophus Gluconato P(3HB) 46-85
Propionato P(3HB) 26-36
Octanoato P(3HB) 38-45
Bacillus megaterium Glucose P(3HB) 20
Klebsiella aerogenes recom Molasse P(3HB) 65
Methilobacterium rhodesianum Frutose/metanol P(3HB) 30
M. extorquens Metanol P(3HB) 40-46
Pseudomonas aeruginosa Oleo de ricino PHA 20-30
P. denitrificans Metanol P(3HV) 0.02
Pentanol P(3HV) 55
P. oleovorans Gluconato P(3HB) 1.1-5.0
Octanoato P(3HB) 50-68
P. putida GPp104 Octanoato P(3HB) 14-22
P. putida Oleo de améndoa PHA 37
Acido laurico PHA 25
Acido miristico PHA 28
Acido oléico PHA 19
Sphaerotilus natans Glucose P(3HB) 40

A rota biossintética de produgédo de P(3HB), o principal representante da
classe dos PHAs, consiste de trés reacdes enzimaticas catalisadas por trés
enzimas diferentes (Figura 2). A primeira reacdo consiste na condensacao de
duas moléculas de acetilcoenzima A (acetil-CoA) a acetoacetil-CoA pela B-
cetoacil-CoA tiolase (codificada pelo gene phbA). A segunda reacao consiste
na reducao da acetoacetil-CoA a (R)-3-hidroxibutiril-CoA por uma acetoacetil-
CoA desidrogenase NADPH-dependente (codificada pelo gene phbB).
Finalmente, os mondmeros (R)-3-hidroxibutiril-CoA s&o polimerizados a
P(3HB), pela P(3HB) polimerase, codificada pelo gene phbC (REDDY et al.,

20083).
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B-ketothiolase Acetoacetyl CoA Reductase PHB Polymerase

Acetyl CoA ——p Acetoacetyl ——» Poly 3-OH butyryl ———» Poly 3-OH butyrate
CoA CoA

FIGURA 2. Rota biossintética da producao de P(3HB) (REDDY, 2003).

As bactérias empregadas na sua producao podem ser divididas em dois
grupos, baseados nas condigdes de cultura requeridas para sintese desses
polimeros. O primeiro grupo de bactérias requer a limitagdo de um nutriente
essencial, como nitrogénio, fésforo, magnésio ou enxofre com um excesso de
fonte de carbono. As bactérias incluidas neste grupo s&o Alcaligenes
eutrophus, Protomonas extorquens e Protomonas oleovarans. O segundo
grupo de bactérias, das quais incluem Alcaligenes latus e uma cepa mutante da
Azobacter vinelandii e a Escherichia coli recombinante, ndo requerem limitagao
de nutriente e podem acumular polimero durante o crescimento (KHANNA &
SRIVASTAVA, 2005). Com os atuais avangos nas pesquisas nesta area,
concentragées superiores a 80 g.L ~' e uma produtividade acima de 2 g.L" tém
sido obtidas em laboratério. Similarmente, métodos de recuperacao permitem a
obtengcdo de PHAs com vérios graus de pureza (SALEHIZADEH &
LOOSDRECHT, 2004).

A alta produtividade de PHAs pode ser obtida através da fermentacao
semi-continua (fed-batch) ou fermentacado continua. Para cultura de bactérias
pertencente ao primeiro grupo, o método de cultivo mais empregado ocorre em
duas etapas. Inicialmente, uma concentracdo desejada de biomassa € obtida

com limitacao de nutriente (primeira etapa) e apds isso, um nutriente essencial
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€ mantido em uma concentragao limitada para permitir uma sintese eficiente do
PHA. Durante a etapa de limitagdo de nutrientes, a concentragdo residual
celular, definida como a concentragéo celular menos a concentragcdo de PHA,
permanece quase constante, e a concentragdo celular aumenta somente por
causa do acumulo intracelular de polimero (KHANNA & SRIVASTAVA, 2005).

A selecao de microorganismos para a producdo de PHA é baseada em
varios fatores, incluindo a capacidade celular para utilizar fontes de carbono de
custo reduzido, proporcdo de crescimento, sintese polimérica, e acumulo de
polimero. A recuperagao do PHA deve ser considerada, uma vez que, do ponto
de vista econbémico, afeta significativamente a produgdo (KHANNA &
SRIVASTAVA, 2005). No Brasil, entre as bactérias produtoras de PHAs, a
Ralstonia eutropha, e o Chromobacterium violaceum tem sido extensivamente
estudados. A Ralstonia eutropha, recentemente renomeada a A. eutrophus, é
capaz de acumular grande quantidade de P(3HB), usando uma fonte de
carbono simples, como por exemplo, glicose, frutose e &cido acético. O P(3HB)
tem sido produzido em grande escala a partir de glicose, e P(3HB-co-3HV) a
partir de uma mistura de glicose e acido propidnico. O terpolimero poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato-co-4-hidroxibutirato) (P(3HB-co-3HV-co-
4HB)) também estd sendo produzido nas culturas de A. eutrophus, usando
glicose, acido propidnico e acido 4-hidroxibutirico ou butirolactona como fontes
de carbono (MADDEN er al., 2000). Por outro lado, se somente o acido
propiénico for usado como fonte de carbono, a proporcdo do monémero 3HV

no copolimero alcanca 90%.

O C. violaceum é uma bactéria gram-negativa presente na aguas e leitos
de rios brasileiros, conhecido por produzir um pigmento caracteristico chamado
violaceina, o qual tem sido estudado, por suas propriedades antibiotica,
antitumoral e tripanocida (DURAN et al., 1994). C. violaceum & conhecido por
acumular polimero constituido primariamente de 3HB e 3HV, mas pode
produzir um homopolimero de 3HV quando o crescimento com &cido propiénico
€ realizado. Por causa da sua capacidade de acumular altos niveis do
monémero 3HV, é possivel que sua PHA sintetase possa também aumentar a
incorporagcdo de mondmeros 3-hidroxihexanoato (3HH), formando o poli(3-
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hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato), outro PHA com propriedades atrativas.
Portanto, estudos genéticos com C. violaceum estdo sendo realizados
objetivando a clonagem e analise molecular do gene acido polihidroxialcandico
sintetase (phaCg,), bem como a tentativa de expressao do clone do gene em E.
coli, Pseudomonas putida e A. eutrophus (KOLIBACHUK et al., 1999).

2.2.3 Caracteristicas quimicas e fisico-quimicas

A maioria dos PHAs sdo poliésteres alifaticos do carbono, oxigénio e
hidrogénio. Sua férmula geral € mostrada na Figura 3. A composicao da cadeia
lateral ou atomo R e valor de x identificam conjuntamente uma unidade
monomérica. Para P(B3HB) o mais comum dos PHAs, x = 1. O P(3HB) é
composto de monébmeros com um grupamento metila na cadeia lateral, e as
unidades 3HV contém um grupamento etila no carbono 3 (BRAUNEGG et al.,
1998). A composigao e a massa molar desses polimeros variam entre 2 x 10° a
3 x 10° daltons, dependendo do microorganismo, das condicées de producédo
tais como, tempo de fermentagéo, velocidade de crescimento e concentragao
da fonte de carbono, e do método de extragdo. Entretanto, alguns PHAs, como
o homopolimero poli(3-hidroxivalerato) (P(3HV)), apresentam massas molares
de 60.000 daltons ou menos (LEE, 1996).
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FIGURA 3. Estrutura geral dos polihidroxialcanoatos

No estado sdélido, o P(3HB) apresenta-se na forma de uma hélice com
duas unidades monoméricas completando uma volta. As for¢cas envolvidas
nesta conformacéo sao principalmente interagbes do tipo Van der Waals entre
0s oxigénios dos grupamentos carbonilas e metilas. A estereoregularidade do
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P(3HB) torna-o um material altamente cristalino. E opticamente ativo, com o
carbono quiral apresentando-se sempre na configuragdo R, quando obtido
biologicamente (LEE, 1996).

O P(3HB) tem varias propriedades Uuteis tais como resisténcia a
umidade, pureza Optica e piesoeletricidade. Porém, apresenta duas grandes
limitacdes. Primeiro, o P(3HB) apresenta baixa estabilidade frente a fusao, pois
se decompbde em aproximadamente 200 °C, ou seja, numa temperatura
proxima a temperatura de fusdo. Segundo, P(3HB) torna-se quebradico em

alguns dias de armazenamento sob certas condicées ambientais (LEE, 1996).

O grau de cristanilidade € o parametro basico mais importante na
caracterizagdo de polimeros semicristalinos. A cristanilidade afeta varias
propriedades dos polimeros incluindo as mecanicas, fisicas, termodinamicas e
Opticas. Na perspectiva farmacéutica, a cristalinidade dos materiais poliméricos
afeta as propriedades de degradacdo e liberacdo do farmaco (LEE, 1996;
POUTON & AKHTAR, 1996).

A estrutura cristal do copolimero P(3HB-co-3HV) é semelhante a do
P(3HB). Entretanto, alguns autores constataram que a cristanilidade do
copolimero diminuiu com o aumento da fragdo molar das unidades 3HV. As
caracteristicas de menor cristalinidade e mais baixas temperaturas de transicao
vitrea conferem aos P(38HB-co-3HV) melhores propriedades mecéanicas, como
menor dureza, tornando-os termoplasticos mais interessantes que o P(3HB)

puro.

O homopolimero P(3HB) é soluvel em vérios solventes organicos. Como
esperado, a solubilidade € dependente da massa molar do polimero e da
temperatura. Cloroférmio e diclorometano sdo os solventes mais comumente
empregados para o P(3HB) e P(3HB-co-3HV). A solubilizagdo completa de
concentragbes modestas (como 2%, p/v) necessita de refluxo com o solvente a
aproximadamente 62 °C por 24 horas (POUTON & AKHTAR, 1996).

41



Estudos de calorimetria exploratéria diferencial tém demonstrado que a
faixa de fusdo do P(3HB) varia entre 160-180 °C, dependendo do peso
molecular e historia térmica da amostra. A temperatura de fusdo decresce com
o aumento da fragdo de 3HV, podendo alcangar até 80 °C, sem afetar a
temperatura de degradacao. A temperatura de transicao vitrea do P(3HB) e do
copolimero P(3HB-co-3HV) é de aproximadamente -5 a +20 °C. As
propriedades dos materiais podem ser controladas ajustando a fracao de 3HV
durante a fermentacao (LEE, 1996; POUTON & AKHTAR, 1996; SUDESH et
al., 2000).

2.2.4 Degradabilidade dos polihidroxialcanoatos

O planejamento e desenvolvimento de microesferas a partir de
polimeros biodegradaveis contento agentes bioativos para aplicacao
terapéutica requer um entendimento fundamental do fenémeno de
biodegradacéo, bem como uma apreciagao das respostas teciduais e celulares
dois quais determinam a biocompatibilidade das microesferas degradaveis. O
conhecimento fisico-quimico do processo de degradagao e erosao polimérica é
a chave para o melhor entendimento de possiveis problemas e talvez também
para suas solugcées (GOPFERICH, 1996).

No processo de degradacado ocorre a deterioracdo das propriedades do
polimero pela clivagem das cadeias poliméricas para formar oligbmeros e,
posteriormente, mondémeros. Existem diferentes tipos de degradacao
polimérica tais como foto, térmica, mecanica e quimica, sendo esta ultima a
mais importante (GOPFERICH, 1996).

Estudos de degradacdo quimica dos PHAs tem sido realizados,
utilizando filmes preparados a partir destes materiais. A degradacao in vitro de
P(BHB) tem demonstrado ser relativamente lenta quando comparada a
degradagdo do PLAGA. Estudos de degradagcdo sugerem que a perda de
massa de filmes finos (85 um) a 37 °C e pH 7,4 ocorre com uma meia vida de
aproximadamente 152 semanas. Entretanto, a degradacdo de filmes
constituidos do copolimero P(3HB-co-3HV) demonstrou ser mais rapida do que
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a do homopolimero. A penetracdo da agua dentro do polimero foi muito
pequena para ser analisada precisamente, o que levou aos autores concluirem
que o mecanismo de degradagéao in vitro do P(3HB-co-3HV) procedeu através
do processo de erosao superficial (POUTON & AKHTAR, 1996).

O desenvolvimento de materiais absorviveis a partir do P(3HB) (PM
~600.000 daltons), para o reparo de lesdes gastrintestinais, foi estudado por
FREIER e colaboradores (2002). Com o intuito de verificar o efeito da utilizagao
de blendas sobre o tempo de degradacédo, varios filmes foram preparados
contendo P(3HB)s de diferentes pesos moleculares ou plastificantes. Os filmes
preparados a partir do P(3HB) puro tiveram o peso molecular reduzido a
metade ap6s um ano, em tampéao fosfato pH 7,4 a 37 °C. A reducéo do peso
molecular foi maior quando blendas de P(3HB) com P(3HB) atatico foram
utilizadas, enquanto nenhuma influéncia foi verificada quando P(3HB) de baixo
peso molecular foi empregado na blenda. A velocidade de degradagédo do
P(3HB) foi acelerada ou reduzida com adicao de plastificantes. Neste caso, a
utilizagdo de compostos hidrossoluveis levou a um leve aumento da
degradabilidade, enquanto  compostos  hidrofobicos  conduziram a

desaceleracao da degradacao.

A biodegradabilidade de fibras de P(3HB) e seu copolimero P(3HB-co-
3HV) foi investigada por SHISHATSKAYA e colaboradores (2005), em solugao
tampao e em meio biolégico. As fibras de ambos polimeros demonstraram
resisténcia frente a degradacao em solucao tampao com pH variando entre 4,5
e 7,0, a 38 °C por 180 dias. A biodegradacéo das fibras in vitro, em sangue e
plasma, e in vivo foi acompanhada de perda de peso e de mudangas minimas
na microestrutura, com nenhuma perda significante na sua resisténcia, apds
180 dias. A velocidade de degradagéo do copolimero menos cristalino foi 1,4 a
2,0 vezes maior que a do homopolimero. Igualmente, a degradacéo das fibras
in vivo foi influenciada pelas enzimas do fluido tecidual e celulares. As fibras
sofreram erosdo somente na superficie sem nenhum efeito drastico na sua

performance mecanica.
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Estudos realizados com o P(3HB-co-3HV) evidenciaram que a
composicdo do copolimero, massa molar, técnica de fabricagdo, pH,
temperatura, e a presencga de constituintes do plasma afetam a velocidade de
degradacao in vitro (ZINN et al., 2001). Desta maneira, € possivel esperar que
a velocidade de degradacdo das microesferas preparadas a partir desses
polimeros, assim como, a velocidade de liberagdo de farmacos encapsulados,

seja passivel de ser modulada.

2.2.4.2 Degradacao enzimatica

Desde que os PHAs sao polimeros de elevada massa molar e incapazes
de serem transportados através da parede celular, varios microorganismos
excretam PHB-depolimerases extracelulares que os hidrolisam em monémeros
e oligbmeros soluveis em &agua, que sao posteriormente utilizados como
nutrientes (SUDESH et al., 2000). O efeito da estrutura quimica e das
caracteristicas do estado sélido sobre a degradabilidade enzimatica do P((R)-
3HB) e seus copolimeros foram investigadas por ABE & DOI (1999). Filmes de
diferentes poliésteres foram fabricados e colocados na presenga da PHB-
depolimerase de A. faecalis . Estes autores demonstraram que a velocidade de
hidrélise enzimatica foi fortemente dependente da estrutura quimica da
segunda e terceira unidade monomérica da cadeia do polimero, diminuindo a
medida em que o comprimento da cadeia lateral aumentava. A velocidade de
degradacao enzimatica também diminui com o aumento da cristanilidade do
filme. A PHB-depolimerase inicialmente hidrolisa cadeias de poliésteres
amorfas na superficie e subseqiientemente provoca a erosdo das cadeias

poliméricas no estado cristalino.

Estudos de degradacao enzimatica de copolimeros de 3HB e 3HV com
diferentes proporgcoes de 3HV (17 a 60 mol%) foram realizados por CHOI e
colaboradores (2004). Os filmes preparados a partir destes copolimeros foram
degradados pela agdo da depolimerase extracelular de Emericellopsis menina
w2. Entretanto, a velocidade de degradacao enzimatica foi mais dependente da
cristanilidade do que do grau de hidrofilicidade, sendo esta relacionada ao teor
de 3HV do copoliéster. A velocidade de degradacao enzimatica do P(3HB-co-
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3HV) também demonstrou ser dependente da concentragdo de enzima e PHA,
assim como da é&rea superficial e forma das amostras, as quais afetam a

adsorgdo e combinagao da enzima ao substrato (ZHENG et al., 2002).

A dependéncia da cristalinidade sobre a acdo de uma PHB-
depolimerase extracelular de Alcaligenes feacalis também foi demonstrada por
KUSAKA e colaboradores (1999), em estudos de degradacao de P(3HB) de
alto peso molecular. Neste estudo, a velocidade de erosdo dos filmes de

P(3HB) nao foi afetada pelo peso molecular do polimero.

O efeito da radiacdo gama sobre as propriedades mecéanicas e
biodegradabilidade de filmes de P(3HB) com diferentes peso molecular foi
avaliado por MIYASAKI e colaboradores (2003). Estes autores demonstraram
que a radiacao aumentou a fragilidade do filme das amostras com alto peso
molecular e a biodegradabilidade aumentou com o tempo e alcangou cerca de
95% apos 18 dias.

A degradacao térmica foi estudada por LI e colaboradores (2003). A
cinética de degradacao térmica do P(3HB) e P(3HB-co-3HV), sob atmosfera de
nitrogénio, foi determinada por termogravimetria. Os resultados demonstraram
que o P(3HB-co-3HV) foi termicamente mais estavel do que o P(3HB). O
mecanismo de degradacao térmica destes polimeros foi também investigado
por TG-FTIR e Py-GC/MS. Os resultados mostraram que os produtos de
degradacdao do P(3HB) foram, principalmente, propeno, acido 2-butendico,
propenil-2-butenoato e butirico-2-butenoato; enquanto, os do P(3HB-co-3HV)
foram principalmente propeno, acido 2-butendico, acido 2-pentendico, propenil-
2-butenoato, propenil-2-pentenoato,  butirico-2-butenoato,  pentandico-2-
pentenoato e gas carbdnico. A degradacgao foi iniciada provavelmente através

da cisao das cadeias das ligacdes ésteres.

2.2.5. Toxicidade e biocompatibilidade dos polihidroxialcanoatos

A biodegradagédo é um processo natural pelo qual composto organico €

convertido a moléculas mais simples em um ambiente biologico. O termo
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biocompatibilidade se refere a aceitabilidade mutua entre o polimero e seu
ambiente fisioldgico, envolvendo tanto a influéncia do meio biolégico sobre a
degradagao do polimero, quanto a resposta tecidual provocada pela presenca
do mesmo (POUTON & AKHTAR, 1996; CHANDRA & RUSTGI, 1998). Os
PHAs sao biopolimeros nao toxicos, biocompativeis e 100% biodegradaveis,
aplicaveis na elaboragdo de sistemas complexos de liberagdo controlada e
prolongada de farmacos, entre eles os sistemas nano e microparticulados
(REDDY et al., 2003).

A degradacao do P(3HB) in vitro leva a formagao do monémero acido D-
(-)-3-hidroxibutirico. Este acido é um constituinte normal do sangue e, em
comum com acetoacetato e acetona, € uma das trés cetonas corporais
produzidas endogenamente por um processo conhecido como cetogénese
(POUTON & AKHTAR, 1996; REUSCH, 2000; ZIN et al., 2001; CHEN & WU,
2005). Além disso, PHAs de baixo peso molecular complexados com outras
macromoléculas encontram-se amplamente distribuidos nas células biolégicas.
A complexagdo modifica as suas propriedades fisicas e quimicas, permitindo
que ele atravesse regides tanto aquosas quanto lipidicas, fazendo com que ele
seja encontrado no citoplasma e fluidos intracelulares, bem como nas
membranas e lipoproteinas (FREIER er al., 2002; CHEN & WU, 2005). Com
estas descobertas, tém-se admitido que o P(3HB), seus oligbmeros e

mondémeros ndo sejam toxicos as células.

Estudos demonstram que propriedades nutricionais ou terapéuticas sao
obtidas pelo aumento dos niveis das cetonas corporais, na forma de
oligbmeros lineares ou ciclicos e/ou derivados de 3-hidroxiacidos,
particularmente aqueles constituidos de 3-hidroxibutirato, 3-hidroxivalerato, 3-
hidroxihexanoato e 3-hidroxiheptanoato. Administrados oralmente, na forma de
suplementos alimentares ou por via parenteral, estes compostos sdo uteis no
controle dos ataques epiléticos, doencas metabdlicas, reducao do catabolismo
das proteinas, tratamento do diabetes, aumento da eficiéncia cardiaca e
desordens neurodegenerativas. Igualmente o uso de oligdmeros e monémeros

4-hidroxibutiricos € proposto para o tratamento de numerosas doencas.
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Portanto, além de ndo serem toxicos, os PHAs podem ainda fornecer alguns
beneficios nutricionais e terapéuticos (CHEN & WU, 2005).

A biocompatibilidade do P(3HB) e P(3HB-co-3HV) foi avaliada por meio
do monitoramento da resposta inflamatéria, apds a injecdo intramuscular de
microesferas poliméricas (20-40 um) em ratas. Neste estudo, a inflamacao
aguda e cronica foi monitorada empregando-se a fosfatase acida e alcalina,
respectivamente. Embora uma resposta inflamatéria aguda tenha sido
observada, ela poderia ser atribuida ao trauma inicial da injecdo. A inflamacéao
cronica nao foi detectada pelo método enzimatico (POUTON & AKHTAR,
1996).

A biocompatibilidade dos polimeros também foi avaliada em cultura de
células. O efeito do P(8HB-co-3HV) sobre o crescimento das células de ovario
de hamster chinés foi monitorado durante 60 horas. O polimero, na forma de
filme, ndo inibiu o crescimento das células neste periodo, sugerindo boas
caracteristicas de compatibilidade (POUTON e AKHTAR, 1996). Em um outro
estudo, CHOI e colaboradores (2005) avaliaram a biocompatibilidade do
P(3HB-co-3HV) contendo 17 a 60 mol% de 3HV por meio do crescimento de
células de ovario de hamster chinés, bem como pela adsorcédo de proteinas
sangiineas e plaquetas na superficie do filme. O numero de células que
aderiram e cresceram nestes filmes aumentou com o aumento do teor de 3HV
no copolimero. Em contrapartida, a tendéncia de proteinas sanguineas e
plaguetas se aderirem a superficie do copoliéster decresceu significativamente
com o aumento do teor de 3HV. A avaliagdo da morfologia dos filmes, usando
microscoépio de forca atdbmica, revelou que a rugosidade foi um fator importante
na determinacdo da biocompatibilidade deste copoliéster. Os resultados
obtidos neste estudo sugeriram que o P(3HB-co-3HV) com mais que 30 mol%
de 3HV, pode ser util para aplicacao biomédica.

2.2.6 Emprego dos polihidroxialcanoatos no desenvolvimento de
sistemas de liberacao de farmacos
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Os PHAs tém sido considerados potenciais candidatos para a
elaboragédo de sistemas de liberagcao controlada de farmacos, em decorréncia
de suas caracteristicas de biodegradabilidade e biocompatibilidade. O uso de
microparticulas de PHAs como forma de obter o prolongamento da liberagéo de
farmacos e consequientemente, reduzir o nimero de doses administradas e a
incidéncia de efeitos adversos, tem sido testado por diversos autores. O
controle da liberacdo é uma caracteristica desejavel e esperada, mas sao
muitos os fatores que a afetam, envolvendo a estrutura da matriz onde o
farmaco esta inserido e as propriedades fisicas e quimicas de ambos polimero
e farmaco. Como o objetivo de obter formas farmacéuticas de liberacao
prolongada, microesferas de P(3HB) e P(3HB-co-3HV) contendo progesterona
foram preparadas pela técnica de emulsao/evaporacao do solvente usando
gelatina como agente emulsificante. Estudos de liberacdo demonstraram a
reducao da velocidade de liberagcao quando o copolimero contendo 9% de 3HV
foi empregado (GANGRADE & PRICE, 1991). A velocidade de liberagéo
também foi afetada pelo grau de lipofilicidade do farmaco e pela massa molar
do polimero, conforme demonstrado por KAWAGUCHI e colaboradores (1992),
em estudos de encapsulagdo de pré-farmacos de 2'-3’-diacil-5-fluoro-2’-
deoxiuridina em microesferas de P(3HB) de diferentes massas molares (65,
135 e 450 kD). Por outro lado, a porosidade de matrizes esféricas compostas
de P(3HB-co-3HV) (330 kD; 10,8 mol% de 3HV) e 20% de PCL afetou a
duragédo da liberagdo in vitro da albumina sérica bovina (BSA) (ATKINS &
PEACOCK, 1997).

Com o intuito de obter uma forma farmacéutica de liberacao prolongada,
a encapsulacdo do 5-fluorouracila em microesferas de P(3HB-co-3HV) (15
mol% 3HV) foi testada, empregando-se as técnicas de emulsao/evaporacao do
solvente 6leo em agua (o/a) e 6leo em Oleo (0/0), e a técnica de dupla emulséao
a/o/a. A eficiéncia de encapsulacdo deste farmaco foi significativamente maior
quando a técnica o/o foi empregada, mas o perfil de liberacdo mais desejavel
foi obtido quando a técnica o/a foi usada, devido ao efeito co-solvente (KHANG
etal., 2001).
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EMBLENTOM & TIGHE (2002) desenvolveram microesferas de
hidrocortisona pela técnica de emulsdo/evaporacédo do solvente, empregando-
se o copolimero P(3HB-co-3HV) com diferentes massas molares e propor¢des
de 3HV. O teor de farmaco incorporado foi afetado pela massa molar do
copolimero, mas o efeito predominante observado com a encapsulacao da
hidrocortisona foi o aumento da porosidade das particulas. Os autores
concluem que particulas apresentando diferentes caracteristicas morfoldgicas e
com potencial para o controle da liberagdo de farmaco podem ser obtidas por
meio da selecao da composicado e da massa molar do copolimero, temperatura

do processo, e incorporacao de PCL na forma de blendas.

O tramadol é um analgésico que atua no sistema nervoso central que
apresenta curta duracdo de acdo, necessitando da administracdo de doses
repetidas ou infusdo continua para obtencdao de um efeito prolongado. Assim,
SALMAN e colaboradores (2003) propuseram a encapsulagéo do tramadol em
microesferas de P(3HB), obtido a partir do Hyphomicrobium zavarzinii, como
forma de controlar a sua liberagcdo pela via epidural. A liberagcao in vitro do
tramadol, em tampao fosfato pH 7,4 a 37 °C, foi observada por mais de 6 dias.
A atividade analgésica in vivo das microesferas foi avaliada usando ensaio de
analgesia em cauda de ratos, antes e até 30 horas apds a injecdo. O efeito
analgésico das microesferas de P(3HB) contendo tramadol foi observado por
21 horas, enquanto uma dose equivalente de tramadol livre foi efetiva por

menos de 5 horas.

Alguns dos estudos realizados com os PHAs enfocam a liberacdo de
antibidticos no local da infeccdo, uma vez que ainda ela é considerada um dos
problemas mais graves na cirurgia de implantes. A utilizacdo de sistemas
carreadores de antibiéticos em procedimentos cirdrgicos ofereceria, além dos
beneficios terapéuticos, a reducao da utilizacao da antibioticoterapia sistémica.
Neste contexto, estudos de encapsulagdo da tetraciclina em microcapsulas de
P(3HB-co-3HV) contendo diferentes teores de3HV (7, 14 e 22%, PM 400.000 —
750.000) foram realizados, visando seu implante em bolsas periodontais, para
o tratamento localizado da gengivite e periodontite. As microcapsulas foram
preparadas por meio da técnica da dupla emulsdo a/o/a e caracterizadas
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quanto a eficiéncia de encapsulacao, perfil de liberagdo e morfologia. Fatores,
como tipo de emulsificante e forma quimica do farmaco, afetaram a eficiéncia
de encapsulacdo. Os dados de liberagdo foram mais bem expressos pela
equacao de Higuchi, indicando que o farmaco é liberado por um mecanismo de
difusédo (SENDIL et al., 1999).

Com o objetivo de obter agentes para a quimioembolizacao,
microesferas de P(3HB) contendo rifampicina foram preparadas pela técnica de
emulsao/evaporacao do solvente. Neste caso, a rapida liberagdo do farmaco foi
observada, atingindo cerca de 90% nas primeiras 24 horas. Entretanto,
tamanho de particula e teor de farmaco demonstraram ser fatores passiveis de
otimizacdo, com vista no controle da velocidade de liberagcdo. Angiogramas
renais e andlises histopatoldgicas, obtidas apds administracdo em caes,
demonstraram a viabilidade de utilizacao destes sistemas como agentes de
quimioembolizacao (KASSAB et al., 1997, 1999).

Um sistema carreador de sulfabactama e cefoperazona preparado a
partir do P(3HB-co-3HV) (22 mol% de 3HV) foi testado para o tratamento da
osteomielite crénica e relacionada a implantes. O carreador contendo os
farmacos foi implantado no sitio da infeccdo, previamente induzida pela
inoculacdo de Staphylococcus aureus na tibia de coelhos. A efetividade do
sistema foi verificada por métodos macroscépicos, radiograficos,
bacterioldgicos e histolégicos. A infeccdo subsidiu no 15° dia, e a remissao foi
guase completa no 30° dia de tratamento, indicando que o sistema
biodegradavel desenvolvido pode ser usado com sucesso no tratamento de
infecgdes dsseas severas (YAGMURLU et al., 1999).

O implante de préteses osteopaticas em pacientes com articulagdes
comprometidas devido ao dano ou artrite tem se tornado cada vez mais
comum. Entretanto, tal procedimento envolve riscos de ocorréncia de artrite
séptica, infeccbes bacterianas profundas e bacteremia, fazendo com que os
pacientes tenham que receber antibiéticos por um periodo prolongado. Como
meio de prevenir a adesao de bactérias ao implante, discos ortopédicos foram

revestidos com um complexo de gentamicina e P(3HB-co-3HV) contendo 8 ou
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12% de 3HV. Neste caso, o aumento do teor de 3HV levou ao aumento da
velocidade de liberagcdo da gentamicina. A redugao significativa do numero de
S. aureus aderido aos discos ortopédicos, apés 48 horas de exposicdo em
cultura de células demonstrou a eficacia deste sistema. Além disso, a alteragéao
da hemodindmica de amostras de sangue nao foi observada, confirmando a
biocompatibilidade dos implantes (ROSSI et al., 2004).

Formulagdes de microesferas constituidas de compdésitos de P(3HB-co-
3HV) (3 mol% 3HV, PM 300,000) e volastonita foram propostas como sistemas
de liberacdo controlada de gentamicina, especialmente no reparo 6sseo, nao
somente para promover o crescimento tecidual, mas também para minimizar o
risco de infeccdes. As microesferas foram preparadas pela técnica da emulsao
sOlido em 6leo em &gua (s/o/a) seguida da evaporacdo do solvente, e a
gentamicina foi incorporada por imersdao das particulas numa solugcao do
farmaco em PBS pH 7,4. A analise morfologica das particulas e os estudos de
liberacdo em PBS e meio fisioldégico simulado revelaram a formagao de uma
camada microporosa de apatita na superficie das microesferas, na qual
permitiu o controle da liberagdo da gentamicina. Nestas condigdes, a completa
liberacdo do farmaco a partir das microesferas constituidas de compdsitos
ocorreu em 22 dias, um periodo cerca de trés vezes maior quando as
microesferas foram preparadas unicamente a partir do poliéster biodegradavel
(LI & CHANG, 2005).

Em um recente estudo, microesferas de progesterona foram preparadas
a partir do PLA, PLA-PEG e P(38HB-co-3HV), usando o método de
emulsao/evaporacdo do solvente. O efeito do tipo de polimero sobre a
eficiéncia de encapsulacdo, morfologia e perfil de liberagdo do farmaco foi
avaliado e comparado. Os resultados demonstraram que particulas de P(3HB-
co-3HV) apresentaram maior porosidade que aquelas preparadas a partir do
PLA e PLA-PEG, sem alterag&o significativa do didametro médio. Além disso,
estudos de liberagdo, em solugao hidroalcodlica a 37 °C, demonstram a rapida
liberacdo da progesterona a partir das microesferas de P(3HB-co-3HV),
alcancando 90% nas duas primeiras horas de ensaio (PENA et al., 2005).
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Recentes estudos tém demonstrado o interesse da utilizacdo de PHAs
na obtencdo de sistemas de liberagdo transdérmicos. Adesivos transdérmicos
preparados a partir de PHAs de cadeia média (8 mol% de 3HH e 92 mol% de
3-hidroxioctanoato), obtidos a partir da Pseudomonas putida KT2442, foram
testados in vitro usando a tamsulosina como farmaco modelo O cloridrato de
tamsulosina € uma sulfonamida apresentando atividade antagonista a-
adrenoceptora, atualmente usada na clinica para o alivio dos sinais e sintomas
da obstrugdo uretral causada pela hiperplasia prostatica benigna. Sua
caracteristica de apresentar carga impede sua permeacgao através do estrato
cérneo. Por esta razdo, o efeito promotor de absor¢cdo do farmaco pelo
tratamento prévio da pele com dendrimeros foi avaliado pelos autores. Por
meio da utilizacao de dendrimeros, a matriz de PHA proporcionou a permeacao
de quantidades clinicamente requeridas de tansulmosina em ensaio in vitro. Em
decorréncia destes resultados promissores, adesivos transdérmicos a base de
PHAs também foram testados na liberagdo de clonidina e cetoprofeno. O
conjunto dos resultados indicou que estes biopolimeros ainda sao aplicaveis
para a liberacao transdérmica de farmacos (WANG et al., 2003a, 2003b).

Com o intuito de preparar conjugados de nanoparticulas e farmacos,
como antitumorais, anti-infecciosos e analgésicos, e obter sistemas de
liberacao sitio-especificos, copolimeros do poli(3-hidroxioctanoato) contendo
grupamentos carboxilicos nas cadeias carbonadas laterais foram preparados
por modificagdo quimica de poliésteres bacterianos. Igualmente, copolimeros
de PHAs de cadeia média, ligados covalentemente com unidades de PEG e
PLA, tém sido preparados visando a obtencao de sistemas nanoparticulados.
Em ambos casos, as nanoparticulas foram obtidas pela técnica de
deslocamento do solvente, com e sem a adi¢cdo de estabilizantes. A presenga
dos grupamentos carboxilicos, assim como de unidades de PEG na superficie
das particulas proporcionou melhorias na estabilidade das mesmas frente a
agregacao (KURTH et al., 2002, RENARD et al., 2003).

Finalmente, um sistema de liberagdo controlada usando P(3HB), obtido
pela técnica de revestimento por compressdo, foi desenvolvido por
KORSATKO-WABNEGG (1990). Investigagbes demonstraram que o0
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revestimento de ndcleos contendo o farmaco com uma matriz de P(3HB) e um
agente de formacao de canais, tal como o cloreto de sédio, nitrato de potassio
ou lactose, conduz a obtencdo de cinéticas de liberacdo de ordem zero,
podendo ser aplicaveis tanto para a administragdo oral como parenteral.

Os estudos relatados acima demonstram o grande potencial de
utilizacdo de PHAs na elaboracgao de sistemas de liberacao de farmacos, tanto
para a via oral como parenteral. Entretanto, estudos relacionados a obtengao
de sistemas microparticulados sdo escassos e contraditérios, provavelmente
devido a grande variabilidade das caracteristicas fisico-quimicas dos polimeros
empregados. Todos estes estudos indicam a possibilidade da preparacao de
microesferas a partir dos PHAs, geralmente apresentando superficies muito
porosas, mas o efeito provocado sobre o perfil de liberacdo do farmaco e
degradacdo das particulas, ainda nado estd bem esclarecido. Embora a
liberagéo de farmacos das microesferas de PHAs tem demonstrado ser rapida,
em alguns estudos a velocidade pbéde ser controlada. Portanto, pesquisas
ainda sao necessérias para determinar a aplicabilidade destes polimeros como
matéria-prima na obtengdo de formas farmacéuticas de liberagdo prolongada.
Neste sentido, este trabalho visa contribuir para um melhor entendimento dos
fatores passiveis de modulacdo que estdo envolvidos na encapsulacdo e

liberacao de farmacos, assim como na degradacao das microesferas de PHAs.
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3. MATERIAS E METODOS



3.1 MATERIAIS

3.1.1 Matérias-primas

Alcool Polivinilico P.S. (Vetec, RJ);

Poli (D,L &cido latico-co-glicdlico) (PLAGA) 75:25, PM 75.000
(Boehringer Ingelheim, Alemanha);

Ibuprofeno (IBF), lote 63602203, origem india (Fraccionata Distribuidora
de Matérias-Primas LTDA, SP);

Poli (3-acido hidroxibutirico) (P(3HB)), origem natural, PM maior que
300.000, Tm 172 °C (DSC) (Sigma-Aldrich Chemical Company, EUA);
Poli (3-4cido hidroxibutirico-co-hidroxivalérico) (P(3HB-co-3HV)), origem
natural com 5% de hidroxivalerato, PM 680.000, Tm 165 °C (DSC)
(Sigma-Aldrich Chemical Company, EUA).

3.1.2 Reagentes e solventes

Todos os solventes, com excegédo daqueles utilizados na anélise por

CLAE, possuiam grau de pureza para analise (p.a).

DL-4cido latico 85% (w/w), d 1,209 (Sigma-Aldrich Chemical Company,
EUA);

N-&cido valérico, PM 102,1 (Sigma-Aldrich Chemical Company, EUA);
Acido butirico 99+%, d 0,964 (Sigma-Aldrich Chemical Company, EUA);
Acido crotdnico 98% (Sigma-Aldrich Chemical Company, EUA);

Acido glicélico, minimo 98% titration, PM 76,05 (Sigma-Aldrich Chemical
Company, EUA);

Acido ortofosférico (Vetec, RJ);

Brometo de potassio (Vetec, RJ);

Cloroférmio (Vetec, RJ);

Diclorometano (Vetec, RJ);

Fosfato monobdsico de potassio (Vetec, RJ);

Hidroxido de sédio (Vetec, RJ);

Imidazolidiniluréia (Viafarma LTDA, SP);
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- Metanol (Vetec, RJ);
- Nipagin (Viafarma LTDA, SP);
- Tween 80 (Importadora Quimica Delaware LTDA, RS).

3.1.3 Equipamentos

- Agitador magnético Fisatom, modelo 702 AC;

- Analisador Termogravimétrico, detector tipo TGA-50 (Shimadzu);

- Balanga analitica Ohaus Corporation AS200S;

- Banho de Ultrasom Ultrassoniccleaner USC700;

- Banho Maria Dubnoff CT 232 (Cientec);

- Calorimetro diferencial de varredura, detector tipo DSC-50 (Shimadzu);

- Centrifuga Sigma 4K 15;

- Cromatografo liquido de alta eficiéncia, equipado com duas bombas LC-
10AD VP, detector UV/VIS SPD-10AV VP, workstation Class-VP
(Shimadzu);

- Difratébmetro de raio-X Rigaku Miniflex;

- Espectrofotdmetro Infravermelho Perkin Elmer 16PC FT-IR;

- Espectrofotémetro UV/VIS Perkin Elmer Lambda 10;

- Freezer Nuaire Ultralow;

- Granulébmetro a laser Cilas, modelo 1060;

- Liofilizador Micromodulyo E-C (Shimadzu);

- Microscépio eletrénico de varredura Philips XL 30;

- Quantachrome AUTOSORB-1C, equipado com software AUTOSORB;

- Viscosimetro Cannon Fenske AS 350 (Schott);

- Vortex Mixer, modelo VS-1300V.
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3.2. METODOLOGIA
3.2.1 Preparacao das microesferas
3.2.1.1 Preparagao de microesferas brancas e contendo ibuprofeno

O método de emulsdo/evaporacdo do solvente foi empregado na
preparacdo das microesferas, segundo descrito na literatura (WATTS et al,,
1990). Esta técnica consistiu na emulsificacdo de 20 mL de uma solugao
contendo 200 mg de polimero em diclorometano (fase interna) em 100 mL de
uma solucao aquosa de alcool polivinilico 1% (p/V) acidificada a pH 5,0 (fase
externa). A emulsédo formada foi mantida sob agitacdo na velocidade de 300
rpm, em temperatura ambiente, durante quatro horas para a evaporacao do
solvente organico e, em seguida, as microesferas foram centrifugadas a 3000
rom por trés minutos, lavadas trés vezes com cerca de 10 mL de agua
destilada e liofilizadas (Figura 4).

Os polimeros empregados para a obtencdo das microesferas foram o
poli (D,L &cido latico-co-glicélico) (PLAGA 75:25, PM 75.000), poli (3-acido
hidroxibutirico) (P(3HB), PM maior que 300.000), poli (3-acido hidroxibutirico-
co-hidroxivalérico) (P(3HB-co-3HV), 5% de hidroxivalerato, PM 680.000).
Ambos, P(3HB) e P(3HB-co-3HV) sofreram tratamento térmico para permitir
sua solubilizacdo em diclorometano. O P(3HB) foi aquecido em estufa a 200 °C
e imediatamente resfriado a -2 °C. O P(3HB-co-3HV) foi aquecido a 60 °C sob
refluxo com diclorometano por duas horas. Para a preparacao de microesferas
contendo ibuprofeno, 50 ou 100 mg deste farmaco foram adicionados a fase
organica da formulacao, correspondentes a proporcao farmaco:polimero de 1:4
(p/p) e 1:2 (p/p), respectivamente. Todas as formulacdes foram preparadas em

triplicata.
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Fase interna Fase externa

IBF 50 ou 100 mg PVA 1% (p/v)

Polimero 200 mg Agua 100 mL
Diclorometano 20 mL PH 5,0

=10

Dissolvido

Agitacao
; emulsao

AAAA

SCTLECREEICTECRETRETECREYRETERRE] 2

. B Microesferas
(1) Centrifugagao
. (2) Lavagem com agua trés vezes
Evaporagao (3) Liofilizagdo
do solvente
(temperatura ambiente)

FIGURA 4. Esquema de preparagdo das microesferas de PLAGA, P(3HB) e

P(3HB-co-3HV) brancas e contendo ibuprofeno.

3.2.2 Determinacao do teor e da eficiéncia de encapsulacao de ibuprofeno
nas microesferas utilizando espectrofotometria de absorcao no

ultravioleta

3.2.2.1 Preparagao da curva de calibragao do ibuprofeno

Cerca de 500 mg de ibuprofeno, exatamente pesados, foram dissolvidos
em metanol e o volume completado até 50,0 mL em baldo volumétrico. Esta
solugcdo foi diluida para obter solugbes de ibuprofeno em metanol, nas
concentragcbes de 350, 450, 500, 550, 600, 650 pg/mL. As solugbes foram
preparadas em triplicata e analisadas por espectrofotometria de absor¢céo no
ultravioleta no comprimento de onda de 265 nm contra 0 mesmo solvente. As
médias das absorbancias referentes a cada concentracao foram utilizadas para
a construcado de uma curva de calibracdo. A equacao da reta e o coeficiente de

correlacao foram calculados pela analise de regresséo linear.
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3.2.2.2 Determinacdo do tempo de extragcdo do ibuprofeno a partir das

microesferas

Cerca de 50 mg de microesferas brancas e contendo o ibuprofeno,
foram exatamente pesados em baldo volumétrico de 25,0 mL e o volume final
completado com metanol. As amostras foram mantidas sob agitagcdo magnética
em temperatura ambiente e nos tempos 0, 1, 2 e 4 horas, aliquotas foram
retiradas e analisadas por espectrofotometria de absorcao no ultravioleta a 265

nm. As andlises foram realizadas em triplicata.

3.2.2.3 Determinacao da eficiéncia de encapsulacao e do teor de ibuprofeno

nas microesferas

Cerca de 50 mg de microesferas contendo ibuprofeno, foram
exatamente pesados para o interior de baldo volumétrico e o volume
completado até 50,0 mL com metanol. As amostras foram mantidas sob
agitacdo magnética durante duas horas em temperatura ambiente. Apos este
periodo, 0S sobrenadantes foram coletados e analisados
espectrofotometricamente a 265 nm, contra metanol. A concentragcao de
ibuprofeno foi determinada com auxilio de uma solugdo padrdo, de
concentragdo conhecida, analisada nas mesmas condicoes. A eficiéncia de
encapsulacao (%) foi estimada correlacionando-se a quantidade de farmaco
inicialmente adicionada nas formulacbes e aquela encontrada na solucéo
obtida apds a extracdo. O teor de ibuprofeno foi estimado como sendo o peso

percentual (%;p/p) de farmaco encontrado nas microesferas.

3.2.2.4 Andlise estatistica

A influéncia dos parametros de formulagdo sobre a eficiéncia de
encapsulacao e teor de farmaco das microesferas foi avaliada empregando-se
um delineamento fatorial 3 x 2. Os dois fatores selecionados foram o tipo de
polimero (fator A) e a proporgéo farmaco:polimero (fator B) empregado nas
formulagdes. O tipo de polimero empregado (fator A) foi avaliado em trés
niveis, PLAGA, P(BHB) e P(3HB-co-3HV), enquanto a proporcao
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farmaco:polimero (fator B) foi avaliada em dois niveis, 1:4 e 1:2. Os
experimentos foram realizados em triplicata e o valor F foi interpretado ao nivel
de significancia de 5%.

3.2.3. Caracterizacao fisico-quimica das microesferas
3.2.3.1 Avaliacao da morfologia das particulas

A avaliagdo morfolégica das microesferas foi realizada por microscopia
eletrébnica de varredura em microscopio Philips XL30. As amostras foram
fixadas com fita dupla-face em suportes de aluminio, e recobertas com uma
fina camada de ouro de 350 A de espessura em um aparelho a vacuo Polaron
E 500. As micrografias foram obtidas em aumentos de 100 a 1500 vezes.

3.2.3.2 Determinacado do didmetro médio e distribuicdo granulométrica das
particulas

O diametro médio e a distribuicdo granulométrica das particulas foram
determinados por granulometria a laser em equipamento Cilas modelo 1060.

3.2.3.3 Determinacao da porosidade das particulas

Para a determinacdo das caracteristicas de porosidade das
microesferas, cerca de 500 mg de amostra, exatamente pesadas, foram
colocados no interior de uma célula na qual foi purgada com gas hélio a 40 °C
por 4 horas, sob vacuo. Em seguida, procedeu-se a introducdo de gas
nitrogénio sob pressédo atmosférica (-196 °C). Isotermas de adsor¢do foram
entdo construidas e a area superficial, assim como o volume de poros e
tamanho médio de poros, foram determinados pelo método proposto por
Brunauer, Emmett e Teller (BET) e por Barret, Joyner e Halenda (BJH),
respectivamente, utilizando software AUTOSORRB (TEIXEIRA et al., 2001).
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3.2.3.4 Analise Térmica

Microesferas brancas e contendo ibuprofeno, assim como os polimeros
e o farmaco puros foram analisados por calorimetria exploratéria diferencial e

termogravimetria.
3.2.3.4.1 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Cerca de 5 mg de cada amostra, exatamente pesadas em capsula de
aluminio selada, foram resfriadas a =30 °C e entdo aquecidas até 250 °C na
velocidade de 10 °C/min, sob atmosfera de nitrogénio, em um aparelho DSC-50
(Shimadzu), calibrado com indio metélico (Tm 156,6 °C) e zinco (Tm 419,5 °C).
A temperatura de transicéo vitrea (Tg) foi obtida a partir do ponto médio entre
as linhas de base antes e apos a transicao, e a temperatura de fusdo (Tm) foi

obtida a partir do pico do sinal endotérmico.
3.2.3.4.2 Termogravimetria (TG)

Cerca de 3 a 8 mg de amostra, exatamente pesadas, foram aquecidas
em capsula de platina na faixa de temperatura de 10 a 600 °C, na velocidade
de 10 °C/min, utilizando termobalanca TGA-50 (Shimadzu), sob atmosfera de

nitrogénio, calibrado com padrao de oxalato de célcio.
3.2.3.5 Difracao de Raio-X

O estado fisico do ibuprofeno nas microesferas, bem como a
cristanilidade dos polimeros e farmaco foram avaliadas utilizando difratbmetro
de raio-X da marca Rigaku, modelo Miniflex, equipado com tubo de cobre (A =
1,56418 A). A faixa angular investigada foi de 10° < 2 8 < 100° com passo de
0,05° e tempo de 1 segundo.
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3.2.3.6 Espectrofotometria de absorgéo no infravermellho com transformada de
Fourier (FT-IR)

Cerca de 0,5-1,0 mg de ibuprofeno, polimeros puros ou microesferas,
exatamente pesados, foram misturados com 100 mg de brometo de potassio
seco pulverizado. A mistura foi prensada a 700 a 1.050 kg/cm™ até formagao de
disco transparente. Os espectros de absorcdo no infravermelho com
transformada de Fourier foram obtidos empregando-se um equipamento Perkin
Elmer 16PC FT-IR, os dados foram coletados na regiao de 4000-400 cm™.

3.2.4 Avaliacao do perfil de liberacao do ibuprofeno a partir das

microesferas

3.2.4.1 Determinagao do ibuprofeno por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE)

3.2.4.1.1 Condi¢des cromatogréficas

As andlises foram realizadas em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia
SLCA VP, equipado com duas bombas LC-10AD VP, detector UV/VIS APD-
10AV VC e workstation Class-VP (Shimadzu), utilizando sistema de fase
reversa e modo isocratico. As condicoes cromatograficas foram as seguintes:
coluna Metasil C8 (250 cm x 4,6 mm ID, 5 ym); fase mével, metanol:agua
(65:35 v/v) ajustado a pH 3,0 com acido ortofosférico; fluxo, 1,0 mL/min; volume

de injecao, 20 pL e deteccao no ultravioleta, 222 nm.
3.2.4.1.2 Preparacgao da curva de calibragdo

Para a construcdo da curva de calibragcdo, solugdes metandlicas de
ibuprofeno foram preparadas nas concentragdes de 1,0 mg/mL e 10,0 mg/mL.
Estas solugbes foram diluidas para obter solugbes de ibuprofeno nas
concentragdes de 10, 20, 30, 40, 50, 100, 200, 300 e 500 pg/mL em tampao
fosfato (0,02 M) pH 7,4.
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As solugbes foram analisadas por CLAE conforme em 3.2.4.1.1. As
solugdes foram injetadas em triplicata e as médias das areas referentes a cada
concentragdo foram plotadas em grafico de concentragdo versus area. A
equacao da reta e o coeficiente de correlacao, foram calculados pela andlise da
regressao linear.

3.2.4.2 Determinacao da solubilidade do ibuprofeno em solugao tampao fosfato
(0,02 M) pH 7,4

Cerca de 5 mg de ibuprofeno, foram colocados em 20 mL de tampao
fosfato (0,02 M) pH 7,4 e mantido em banho de ultrasom durante seis horas.
Apoés este periodo, a mistura foi centrifugada por 10 minutos a 3000 rpm. Uma
aliguota de 0,500 mL do sobrenadante foi transferida para um baldo
volumétrico e o volume completado até 5,0 mL com solugdo tampao fosfato
(0,02 M) pH 7,4. Esta amostra foi analisada por CLAE conforme descrito em
3.2.4.1.1. A andlise foi realizada em triplicata e a concentragdo das solugdes foi
determinada por meio da comparacdo da é&rea dos picos referente ao
ibuprofeno obtida no cromatograma, com aquela obtida apés a injecdo de uma
solugcdo padrao de ibuprofeno de concentracdo conhecida, analisada nas

mesmas condicoes.

3.2.4.3 Avaliacao do perfil de liberacao do ibuprofeno a partir das microesferas

Cerca de 75 mg de microesferas de PLAGA, P(3HB) ou P(3HB-co-3HV)
contendo ibuprofeno, exatamente pesadas, foram colocadas em 20 mL de
tampao fosfato (0,02 M) pH 7,4 contendo Tween 80 0,05% (p/p) e
imidazolinidiluréia 0,1% (p/p). As amostras foram mantidas sob agitacéo
mecanica a 37 °C e nos tempos 0, 1, 2, 4, 6, 12, 24, 48, 72, 168 horas,
aliquotas de 1,0 mL foram coletadas e analisadas por CLAE conforme descrito
em 3.2.4.1.1.

Ap6s cada coleta, o volume removido foi reposto para o meio de
liberagcdo. Os ensaios foram realizados em quadriplicata e a concentracéo de
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ibuprofeno nas das solugdes foi determinada por meio da comparacao da area
do pico referente ao ibuprofeno obtida no cromatograma, com aquela obtida
apds a injecdo de uma solugdo padrdao de ibuprofeno de concentragéao
conhecida, analisada nas mesmas condi¢oes. A partir destes resultados,
curvas de liberacao do ibuprofeno, expressas em porcentagem (%) de farmaco
liberado versus tempo (horas), foram construidas.

3.2.5 Estudo de degradacao in vitro das microesferas de PLAGA, P(3HB) e
P(3HB-co-3HV)

3.2.5.1 Ensaio de degradacao térmica in vitro das microesferas

Cerca de 100 mg de microesferas brancas de PLAGA, P(3HB) ou
P(3HB-co-3HV), exatamente pesadas, foram transferidas para baldo de fundo
redondo na qual foram adicionados 25 mL de tampdao fosfato (0,02 M) pH 7,4.
As amostras foram submetidas ao refluxo por 24 horas a 100 °C. Apds o
refluxo, o liquido sobrenadante foi coletado e analisado por CLAE nas

condicoes cromatograficas descritas em 3.2.5.3.2.1 € 3.2.5.3.2.2.

3.2.5.2 Ensaio de degradacéao in vitro das microesferas em tampéo fosfato pH
7.4a37 °C

Cerca de 75 mg de microesferas de PLAGA, P(3HB) ou P(3HB-co-3HV)
brancas e contendo ibuprofeno, exatamente pesadas, foram adicionadas em 20
mL de tampéao fosfato (0,02 M) pH 7,4, contendo tween 80 0,05% (p/p) e
imidazolinidiluréia 0,1% (p/p). As amostras foram mantidas sob agitacao
mecanica em banho de agua a 37 °C. Nos tempos 0, 1, 2, 4, 6, 12, 24, 48, 72,
168 horas e 14, 30, 60, 90 dias, aliquotas de 1,0 mL foram retiradas do meio, e,
analisadas por CLAE conforme descrito em 3.2.5.3.2.1 e 3.2.5.3.2.2. Apds cada
coleta, o volume removido foi reposto para o meio de degradagdo. Apés 90
dias de ensaio, as microesferas resultantes foram lavadas trés vezes com agua
destilada, centrifugadas e liofilizadas. As particulas foram entdo analisadas por
MEV, DSC e FT-IR.
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3.2.5.8. Caracterizagao dos produtos de degradagéao

3.2.5.3.1 Determinagao do pH

O pH da solugdo tampéao fosfato foi determinado ao longo do ensaio
degradacao, utilizando potencidmetro Labmeter modelo PH2, calibrado com

solucbes pH a 6,8 e 4,01.

3.2.5.3.2 Andlise dos mon6meros no meio de degradacao

3.2.5.3.2.1 Analise do acido glicélico e acido latico por CLAE

3.2.5.3.2.1.1 Condigbes cromatograficas

As andlises foram realizadas em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia
SLCA VP, equipado com duas bombas LC-10AD VP, detector UV/VIS APD-
10AV VC e workstation Class-VP (Shimadzu), utilizando sistema de fase
reversa e modo isocratico. As condicoes cromatograficas foram as seguintes:
coluna Metasil C8 (250 cm x 4,6 mm ID, 5 um); fase movel, metanol:tampao
fosfato 0,02 M (10:90 v/v) ajustado a pH 3,0 com &cido ortofosférico; fluxo, 1,0

mL/min; volume de injegcéo, 20 uL e detecgéo no ultravioleta, 210 nm.

3.2.5.3.2.1.2 Preparacao da solugéo padrao de acido glicélico e acido latico

Para a analise da solugdo padrao do acido glicélico e acido latico,
solucdo em tampao fosfato (0,02 M) pH 3,0 foi preparada na concentracao de
10,0 mg/mL. Esta solucéo foi diluida para obter solugdo de &cido glicélico e
acido latico na concentragao de 500 pg/mL em tampao fosfato (0,02 M) pH 3,0.

A solucao foi analisada por CLAE como descrito no item 3.2.5.3.2.1.1.
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3.2.5.3.2.2 Analise do acido butirico, acido crotonico e 4cido valérico por CLAE

3.2.5.3.2.2.1 Condigbes cromatograficas

As andlises foram realizadas em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia
SLCA VP, equipado com duas bombas LC-10AD VP, detector UV/VIS APD-
10AV VC e workstation Class-VP (Shimadzu), utilizando sistema de fase
reversa e modo isocratico. As condicoes cromatograficas foram as seguintes:
coluna Metasil C8 (250 cm x 4,6 mm ID, 5 um); fase movel, metanol:tampéao
fosfato 0,02M (20:80 v/v) ajustado a pH 3,0 com &cido ortofosférico; fluxo, 1,0

mL/min; volume de injegcéo, 20 uL e detecgéo no ultravioleta, 210 nm.

3.2.5.3.2.2.2 Preparagéo da solugéo padrao de acido butirico, &cido crotonico e

acido valérico

Para a andlise da solugdo padrao do &cido butirico e acido valérico,
solucdo em tampao fosfato (0,02 M) pH 3,0 foi preparada na concentracao de
10,0 mg/mL. Esta solug&o foi diluida para obter solugdo de acido butirico e
acido valérico na concentracao de 500 pug/mL em tampéo fosfato (0,02 M) pH
3,0. Da mesma forma foi preparada a solugdo padrdo de acido crotdnico. As
solugdes foram analisadas por CLAE como descrito no item 3.2.5.3.2.2.1.
3.2.5.4 Caracterizagéo das microesferas apds ensaio de degradagao

3.2.5.4.1 Avaliacéo da morfologia

A morfologia das microesferas apds degradacao foi realizada conforme
método descrito em 3.2.3.1.

3.2.5.4.2 Andlise por calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A avaliacdo das microesferas obtidos ap6s degradagao por calorimetria

exploratéria diferencial foi realizada conforme método descrito em 3.2.3.4.1.
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3.2.5.4.3 Difracao de Raio-X

As andlises das microesferas obtidas apds degradagéo por difracéo de

raio-x foi realizada conforme método descrito em 3.2.3.5.

3.2.5.4.4 Analise por espectroscopia de absorcdo no infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR)

A andlise das microesferas obtidas ap6s degradacdo por FT-IR foi
realizada conforme método descrito em 3.2.3.6.
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO



4.1 Preparacao das microesferas

4.1.1 Preparagao das microesferas

Diversas técnicas sado descritas na literatura para a preparacdo de
microesferas, entre elas, a técnica de emulsificacdo seguida da evaporagao do
solvente tem sido amplamente empregada face a simplicidade dos
procedimentos envolvidos na obtencdo das particulas e as possibilidades de
modulacdo das caracteristicas fisicas e fisico-quimicas das mesmas. Além
disso, trata-se de um procedimento versati uma vez que permite a
encapsulacdo de substancias de natureza hidrofébica ou hidrofilica, pela

escolha dos solventes da fase externa (WATTS et al., 1990).

O desenvolvimento de microesferas tem sido considerado uma boa
estratégia para a obtencédo de formas farmacéuticas de liberacao prolongada
para via intramuscular. Esta via produz um efeito geralmente mais rapido que a
administracao oral, uma vez que é possivel formar depésitos do farmaco que
permitam a possibilidade de manutencdo da concentracdo plasmatica em
niveis mais constantes, reduzindo o numero de administragbes diarias e
consequentemente melhorando a adeséo do paciente ao tratamento. Por outro
lado, a utilizacdo da via intramuscular necessita impreterivelmente do emprego
de polimeros biodegradaveis e biocompativeis que gerem produtos de
degradacao assimilaveis pelo organismo. PHAs aparecem como uma classe de
polimeros em alternativa a utilizacao de poliésteres alifaticos, como o PLAGA,
freqlentemente usado na preparagao de sistemas microparticulados, como por
exemplo de bromocriptina, disponivel comercialmente com o nome de
Parlodel®, entre outros. Surgem, também, a partir da necessidade de pesquisa
de novos materiais para substituicdo ou otimizacdo de matérias primas

tradicionalmente utilizadas.

Neste estudo o0s polimeros empregados para a formagdo das
microesferas foram poli (D,L acido latico-co-glicolico) (PLAGA, PM cerca de
75.000 daltons, 75% de acido latico e 25% de &acido glicdlico), poli (3-acido

69



hidroxibutirico) (P(3HB), PM maior que 300.000 daltons) e seu copolimero com
5% de hidroxivalerato (P(3HB-co-3HV), PM 680.000 daltons) sendo utilizada a
quantidade de 200 mg dos polimeros para preparagdo de todas as
formulagcdes. Com o intuito de avaliar a capacidade para o desenvolvimento de
microesferas de liberacdo prolongada a partir dos PHAs, os resultados obtidos
serdo comparados com as microesferas preparadas com PLAGA.

Os PHAs sao polimeros com grau de cristanilidade alto, em especial o
P(3HB) e, por terem esta caracteristica, existe dificuldade em sua solubilizacao.
Para solucionar este problema foi necessario fazer um tratamento térmico no
P(3HB). Este tratamento consistiu no aquecimento do P(3HB) por cerca de trés
minutos a 190-200 °C em estufa seguido de um rapido resfriamento a—2 °C e
entdo solubilizado com facilidade em diclorometano. Para o seu copolimero
P(3HB-co-3HV), o aquecimento a 60 °C sob refuxo com diclorometano por
duas horas foi suficiente, uma vez que possui unidades de 3HV em sua
estrutura tornando-o menos cristalino quando comparado ao P(3HB) (BIOMER,
2006).

Varios fatores afetam as caracteristicas finais das microesferas, quando
a técnica de emulsao/evaporacao do solvente é empregada. A adicdo de PVA
na fase externa conduz ao aumento da viscosidade, evitando a coalescéncia
das goticulas da fase interna e estabilizando a emulsdo. A sua concentracao
pode afetar o tamanho das particulas, geralmente reduzindo-o a medida que
esta aumenta (LEO et al., 2000; YANG et al., 2001). O didmetro médio das
particulas também depende da concentracdo do polimero da fase interna,
estando diretamente relacionada a viscosidade da mesma, geralmente quanto
maior é a concentracao de polimero, maior é a viscosidade da solu¢do e menor
a tendéncia a fragmentagdo, conduzindo, assim, a obtencdo de particulas
maiores. A velocidade de agitagdo também afeta o di@metro médio e a
distribuicdo granulométrica das particulas (DONNEL & McGINITY, 1997). Com
o objetivo de avaliar o efeito do tipo de polimero empregado na preparag¢ao das
microesferas sobre as caracteristicas fisico-quimicas das particulas e sobre a
encapsulagcdo do ibuprofeno, os diversos parametros de formulacdo que

poderiam ser variados, como tipo e concentragdo de estabilizante, volume da
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fase orgénica e velocidade de agitacdo, entre outros, foram mantidos

constantes.

O ibuprofeno € um antiinflamatério ndo esteroidal, lipofilico, cuja
solubilidade é dependente do pH. A solubilidade aquosa do ibuprofeno a 37 °C
em pH 4,0 é de 0,35 g/L ndo sendo significativamente aumentada com o
aumento do pH até 5,5. Um aumento acentuado na solubilidade ocorre entre
pH 6,0 e 7,0, alcangcando a concentracdo maxima de 5,6 g/L (GOSH et
al.,1998). Assim, com o objetivo de maximizar a eficiéncia de encapsulagao do
ibuprofeno e assegurar a obtencdo de elevados teores de farmaco nas
microesferas, a fase externa da formulacao foi ajustada a pH 5,0. Com o intuito
de avaliar o efeito da quantidade de ibuprofeno inicialmente adicionada sobre a
eficiéncia de encapsulacao e teor de farmaco, foram preparadas microesferas
com 50 ou 100 mg de farmaco, perfazendo a proporcao farmaco:polimero de

1:4 (p/p) e 1:2 (p/p), respectivamente.

4.2 Determinacao da eficiéncia de encapsulacao e do teor de farmaco nas

microesferas de ibuprofeno

Varias metodologias tém sido descritas na literatura para determinagao
do ibuprofeno, entre elas encontra-se a espectrofotometria de absorcdo no
ultravioleta, utilizando o comprimento de onda de 265 nm (CLARKE, 2004).
Para tal, uma curva de calibracdo do farmaco foi construida utilizando solucées
metandlicas de ibuprofeno nas concentragdes variando entre 350 a 650 pg/mL,
conforme descrito no item 3.2.2.1. Na Tabela 3. encontra-se demonstrado as
absorbancias obtidas para o ibuprofeno nas diferentes concentracdes. A curva
de concentracao do ibuprofeno versus as absorbancias, assim como a equagao

da reta e coeficiente de correlagdao encontra-se demonstrado na Figura 5.
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TABELA 3. Absorbancias obtidas ap6s andlise das solugbées de ibuprofeno
padrao obtidas por espectrofotometria de absorgao no ultravioleta

Concentracao de

ibuprofeno (ug/mL) Absorbéancia t o CV (%)
350 0,4690 * 0,0029 0,62
450 0,6027 + 0,0033 0,56
500 0,6590 * 0,0042 0,64
550 0,7270 £ 0,0014 0,19
600 0,7903 £ 0,0012 0,15
650 0,8603 + 0,0030 0,35
1,0000 +
0,9000 -
y =0,0013x + 0,0162
0,8000 - R? = 0,9995
o 0,7000 -
o
O 0,6000 -
[=
“_3 0,5000 -
o
®» 0,4000 -
Q
< 0,3000 -
0,2000 -
0,1000 -
0,0000 T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700
Concentracao pg/mL

FIGURA 5. Curva de calibracao de ibuprofeno obtida por espectrofotometria

de absorgao no ultravioleta

A avaliacdo do coeficiente de regressdo calculado evidenciou a
existéncia de um comportamento linear significativo. A andlise do ponto de
interseccéo e a determinagao dos limites de confianga demonstram a auséncia
de erro sistematico constante, onde o fator de variacdo é independente da
concentragado dos componentes analisados (FUNCK et al., 1992). Uma vez que

os limites de confianga incluem o valor zero, este tipo de erro ndo foi verificado
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com a metodologia de espectrofotometria de absor¢do no ultravioleta
empregada (Tabela 4).

TABELA 4. Analise dos dados de regressao obtidos a partir da curva de

calibracao do ibuprofeno por espectrofotometria de absor¢ao no ultravioleta

Parametros de regressao Valores
Intercepto (intervalo de confianga) 0,0162 (—0,76036 a 0,09385)
Inclinacao (intervalo de confianca) 0,0013 (0,00123 a 1,36027)

R 0,9995

Para a determinacao do teor de ibuprofeno nas microesferas, o farmaco
foi previamente extraido com metanol, conforme descrito em 3.2.2.2. Este
procedimento foi previamente validado, determinando-se a concentragdao de

ibuprofeno no liquido extrator em fungao do tempo de agitagao.

Nas microesferas, a eficiéncia de encapsulagédo e o teor do farmaco
foram estimados com a determinacdo da concentragdo do ibuprofeno nas
solugcdes obtidas apds extracdo das particulas com metanol por
espectrofotometria de absor¢do no ultravioleta a 265 nm, empregando-se uma
solucdo do farmaco na concentragcdo de 500 pg/mL como padrdo externo,
analisado sob as mesmas condi¢des. Os valores de eficiéncia de encapsulagao
e teor do ibuprofeno variaram entre 42,10 a 86,04% e 8,45 a 26,68 mg/100mg,

respectivamente e estdo demonstrados na Tabela 6.
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TABELA 6. Valores de eficiéncia de encapsulacdo e teor de farmaco nas
microesferas

Tipos de microesferas Eficiéncia de Teor do farmaco

encapsulacao (%) t o (mg/100mg) + o
IBF: PLAGA (1:2) 58,68 + 3,30 19,53 + 1,08
IBF: PLAGA (1:4) 42,10 £ 5,17 8,45+ 0,99
IBF: P(3HB) (1:2) 86,04 + 2,39 26,68 + 0,79
IBF: P(3HB) (1:4) 65,75 + 6,15 13,15+ 1,22
IBF: P(3HB-co-3HV) (1:2) 76,15 + 2,89 25,35 + 0,93
IBF: P(3HB-co-3HV) (1:4) 60,03 + 5,90 12,01 +1,17

Varios fatores podem interferir na eficiéncia de encapsulacao do farmaco
tais como, a natureza do solvente da fase interna e externa, a relagdo farmaco:
polimero e o tipo e concentragdo do estabilizante. De modo geral, elevados
niveis de encapsulagédo sao observados quando o coeficiente de particdo do
farmaco encontra-se em favor da fase interna da emulséo, sendo a fragdo nao
encapsulada frequentemente eliminada nos processos de lavagem e
centrifugagdo (WATTS et al., 1990; DONNEL & MCGINITY, 1997; FREIBERG
& ZHU, 2004).

Neste trabalho, a influéncia dos parametros de formulagcdo sobre a
eficiéncia de encapsulacao e conseqiientemente sobre o teor de farmaco das
microesferas foi avaliada estatisticamente empregando-se um delineamento
fatorial 3 X 2. Os dois fatores selecionados foram o tipo de polimero e a
proporcao farmaco:polimero empregado nas formulacdes. O tipo de polimero
empregado (fator A) foi avaliado em trés niveis, PLAGA, P(3HB) ou P(3HB-co-
3HV), enquanto a proporg¢ao farmaco:polimero (fator B) foi avaliado em dois
niveis, 1:4 ou 1:2. Os tratamentos das respostas obtidas e a analise de

varianga podem ser visualizados nas Tabelas 7 e 8, respectivamente.
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TABELA 7. Tratamento das respostas obtidas na analise fatorial da eficiéncia
de encapsulagao (%)

Fator A (tipo de polimero) Total
PLAGA P(3HB) P(3HB-co-3HV)

38,00 66,66 68,35

1:4 |38,90 126,30 |72,80 197,26 |56,56 180,11 | 503,67
Fator B 49,40 57,80 55,20
(farmaco: 62,81 82,90 80,00

polimero) 1:2 (54,73 176,04 |86,50 258,12 |75,47 228,47 | 662,63
58,50 88,72 73,00

Total 302,34 455,38 408,58 1166,30

TABELA 8. Analise de variancia realizada no estudo da influéncia dos fatores
de formulagdo sobre os valores de eficiéncia de encapsulacao das

microesferas.

Causas de Soma dos Média dos
variacao GL Quadrados Quadrados F

A 2 2049,91 1024,55 32,89*
B 1 1403,79 1403,79 45,06*
AxB 2 15,65 7,83 0,251
Tratamento 5 3469,35 693,87
Residuo 12 373,81 31,15
Total 17 3843,16

A = tipo de polimeros (PLAGA, PHB ou PHBV); B = proporcao farmaco:polimero (1:4 ou 1:2); A
x B = interagao entre os fatores; GL = graus de liberdade; Fiapeado (graus de liberdade = 5,12; a
= 0,05) = 3,11; *Significativo

Como pode ser observado, o valor de F calculado € maior que o valor de
F tabelado (Fs12 = 3,11) para ambos fatores estudados, indicando que eles
afetam a eficiéncia de encapsulacdo do ibuprofeno. Entretanto, nao foi
observada interagéo entre os dois fatores.
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Com o intuito de verificar quais valores de eficiéncia de encapsulagao
sdo estatisticamente diferentes entre si, a diferenca minima significativa entre
as médias foi calculada usando o teste de Tukey. Neste teste, o valor da
diferengca minima significativa (d.m.s.) é calculado pela seguinte equacgao:

d.m.s.=gxVQMR/n

onde:
QMR é o quadrado médio do residuo da anadlise de variancia;
n é o numero de repeticdes de cada um dos tratamentos

g é o valor dado na tabela ao nivel de significancia estabelecida.

De acordo com este teste, duas médias séo estatisticamente diferentes
toda vez que o valor absoluto da diferenca entre elas for igual ou maior que a
d.m.s.. Neste caso, o valor de d.m.s. apés aplicacao do teste de Tukey foi igual
a 15,30, para um valor de q igual a 4,75. As diferengas entre as médias de
eficiéncia de encapsulagdo para cada um dos tratamentos podem ser
visualizadas na Tabela 9.

TABELA 9. Valores médios de eficiéncia de encapsulacdo e diferencas

absolutas entre as médias obtidas em cada um dos tratamentos.

Fator B Diferenca
1:4 1:2 (1:4) - (1:2)
PLAGA 42,10 58,68 16,58*
Fator A P(3HB) 65,75 86,04 20,29*
P(3HB-co-3HV) 60,03 76,15 16,20*
PLAGA-P(3HB) 23,65* 27,36*
DiferencasPLAGA-P(3HB-co-3HV) 18,20* 17,47* -
P(3HB)-P(3HB-co- 5,72 9,89
3HV)
*d.m.s. =15,30
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De acordo com os resultados demonstrados na Tabela 9, pode-se
concluir que a mudanga da proporcdo farmaco polimero de 1:4 para 1:2
conduziu ao aumento da eficiéncia de encapsulacado e consequientemente do
teor de farmaco nas microesferas. Um aumento significativo nos valores de
eficiéncia de encapsulacdo foi observado quando os dois PHAs foram
empregados na preparagdo das microesferas, em relagdo aos valores obtidos
com o PLAGA. Entretanto, nao foi verificada diferenca significativa nos valores
de eficiéncia de encapsulacdo quando P(3HB) e P(3HB-co-3HV) foram

comparados.

Podemos observar que os valores de eficiéncia de encapsulacao e teor
de farmaco aumentaram com o aumento da quantidade inicial de farmaco
adicionado para todas as formulagées. Entretanto, a eficiéncia de
encapsulacao e o teor do farmaco foram maiores quando o P(3HB) e P(3HB-
co-3HV) foi empregado. Ja para as microesferas de PLAGA foram obtidos os
menores valores de eficiéncia de encapsulagéo e teor de farmaco para ambas

propor¢des de farmaco para polimero.

4.3 Caracterizacao fisico-quimica das microesferas

A caracterizacao fisico-quimica das microesferas tem como objetivo
avaliar a morfologia, tamanho, distribuicdo granulométrica, porosidade e grau
de cristanilidade das particulas, bem como verificar a presenca de interacoes
entre farmaco e matriz polimérica, uma vez que estas caracteristicas estao
correlacionadas com a velocidade de liberacao do farmaco, podendo elucidar o

mecanismo pelo qual é liberado da particula.
4.3.1 Avaliacao da morfologia
A morfologia das microesferas foi analisada por microscopia eletrénica

de varredura (MEV), conforme descrito no item 3.2.2.2. As micrografias obtidas
a partir das microesferas brancas e preparadas usando a proporgcao
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farmaco:polimero de 1:4 e 1:2, podem ser observadas nas Figuras 6, 7 e 8,

respectivamente.

Como pode ser observado nas figuras, a técnica de emulsificagao/
evaporagcdo do solvente empregada conduziu a obtencdo de particulas
esféricas independente do polimero empregado. Além disso, particulas
apresentando tamanho médio em torno de 30 a 50 ym foram obtidas. A
utilizacdo do PLAGA conduziu a obtencdo de particulas de superficie lisa,
enquanto aquelas preparadas a partr do P(8HB) e P(3HB-co-3HV)
demonstraram uma superficie mais rugosa e porosa. Segundo alguns autores,
microparticulas preparadas com polimeros amorfos como o PLAGA,
poliestireno e resinas acrilicas tem levado a formacao de particulas com
superficie lisa em comparacao com o P(3HB) e P(3HB-co-3HV). Isto sugere
que as porcdes cristalinas do P(8HB) e P(3HB-co-3HV) determinam o
comportamento, apesar da mobilidade das cadeias de sua por¢do amorfa
devido as suas baixas temperaturas de transi¢ao vitrea (MARTIN et al., 2000).

Através das micrografias ndo foi possivel verificar diferenga visivel na
superficie das microesferas com a utilizagcdo de farmaco:polimero na proporgao
de 1:4 em relagdo as microesferas brancas. Por outro lado, é possivel verificar
a presenca de cristais de farmaco nao encapsulados nas micrografias obtidas a
partir da formulacdo contendo a proporcdo de farmaco:polimero de 1:2,
indicando que ocorreu a saturagdo do carreador para esta proporcao (Figura
8). A presenca destes cristais pode justificar a maior eficiéncia de
encapsulacao e teor de farmaco, quando esta proporcao foi empregada. Uma
vez sendo um farmaco pouco soluvel em agua, os procedimentos empregados
para a lavagem das microesferas nao foram suficientes para a remogao destes.
Visto que a presencga de cristais de farmaco ndo encapsulado ndo é desejavel,
somente as microesferas preparadas com a proporcao farmaco:polimero (1:4)
foram posteriormente empregadas nos ensaios de liberagdo e degradagéo in

vitro.
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FIGURA 6. Micrografias obtidas por MEV das microesferas brancas de (a)
PLAGA, (b) P(3HB) e (c) P(3HB-co-3HV).
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FIGURA 7. Micrografias obtidas por MEV por microesferas contendo IBF,
preparadas com proporgcdo de 1:2, a partir do (a) PLAGA, (b) P(3HB) e (c)
P(3HB-co-3HV).
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FIGURA 8. Micrografias obtidas por MEV por microesferas contendo IBF,
preparadas com proporcado de 1:4, a partir do (a) PLAGA, (b) P(3HB) e (c)
P(3HB-co-3HV).
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4.3.2 Determinagdo do didmetro médio e distribuicdo granulométrica das
particulas

Quando a técnica de emulsédo/evaporagao do solvente é empregada, o
didmetro médio das microesferas resultantes é afetado por diversos fatores,
incluindo concentracao de polimero e viscosidade da fase interna, temperatura,
velocidade de agitacao e tipo e concentracdo de estabilizante da fase externa
(FREIBERG & ZHU, 2004). Trata-se de um parametro importante para a
caracterizagao destes sistemas, uma vez que esta diretamente correlacionado
com a velocidade de liberagdo do farmaco, além de condicionar o modo de
administracdo. A obtencdo de particulas com tamanho de até 100 um é
requerida para a injegcéo intramuscular de suspensdes de microesferas, devido
as suas propriedades de seringabilidade, evitando o entupimento da agulha e
os inconvenientes ao paciente durante a administragdo (VILA JATO, 1997).

Os valores de didametro médio e a representagéo grafica da distribuicao
granulométrica das particulas encontram-se demonstrados na Tabela 10 e
Figura 9, respectivamente. Conforme pode ser observado, o diametro médio
das microesferas brancas de PLAGA foi 27,10 um, menor do que aqueles
obtidos para as microesferas de P(3HB) e P(3HB-co-3HV) que apresentaram
didametro médio em torno de 40 um. Do ponto de vista da aplicabilidade para a
administracao parenteral, o tamanho obtido para as microesferas de PLAGA,
P(3HB) e P(3HB-co-3HV) foi considerado satisfatério. A diferengca encontrada
nos valores de didmetro médio esta provavelmente relacionada as
caracteristicas fisicas e quimicas dos polimeros, particularmente seu peso
molecular, visto que todas as outras condi¢des de preparacdo foram mantidas
constantes. A adicdo de ibuprofeno nas formulagbes, na propor¢do de
farmaco:polimero (1:4), ndo pareceu afetar o diametro meédio das microesferas.
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TABELA 10. Valores obtidos na determinacao do didametro médio e distribuigao

granulométrica das microesferas por volume pelo granuldmetro a laser

Microesfera Diametro | Diametro | Diametro | Diametro
10% (um) | 50% (um) | 90% (um) | médio (um)

PLAGA branca 3,39 29,34 41,08 27,10
IBF: PLAGA (1:4) - - - -

P(3HB) branca 23,55 38,08 61,74 40,14
IBF: P(3HB) (1:4) 26,91 38,82 60,12 41,30
P(3HB-co-3HV) branca 26,98 38,41 56,21 40,27
IBF: P(3HB-co-3HV) (1:4) 23,95 39,25 69,39 42,94

(-) = ndo detectado
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FIGURA 9. Representagdo grafica da distribuicdo granulométrica das
microesferas obtida pela técnica de difracao a laser.
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4.3.3. Andlise da porosidade das particulas por adsorgéao de gas

PAYNAN e colaboradores (2003) relataram a importancia da andlise da
area superficial das microparticulas, correlacionando ao seu tamanho. Quando
o tamanho da particula é reduzido, a area de superficie por volume de sélido
aumenta, facilitando o contato e/ou penetracdo de liquido no seu interior (meio
de liberagao/degradacao) e favorecendo a liberacdo de farmaco encapsulado
e/ou degradacao do material polimérico. A distribuicdo do tamanho dos poros é
um parametro importante para o estudo da estrutura porosa, uma vez que esta
intimamente relacionada com a area total do sélido. A area superficial da
particula, por sua vez, esta correlacionada a porosidade, pois quanto maior for
a porosidade da particula maior sera sua area superficial. Dessa maneira, a
porosidade da particula facilita a difusdo de farmacos e o acesso do meio
liquido as ligacdes hidrolisaveis do polimero, podendo influenciar na cinética de

liberacao do farmaco bem como na degradacao polimérica.

Os principais parametros utilizados na caracterizagdo da estrutura
porosa das particulas sdo a area especifica, tamanho e volume de poros e,
para determina-los quantitativamente varias técnicas foram desenvolvidas, em
especial a adsor¢ao de nitrogénio. Portanto, quando um sdélido é exposto a um
gas ou vapor em um sistema fechado a temperatura constante, o sélido passa
a adsorver o gas, ocorrendo assim um aumento da massa do sélido € um
decréscimo da pressdao do gas. A quantidade de gas adsorvida pode ser
calculada pela diminuigdo da pressao por meio da aplicacdo das leis dos gases
ou pela massa de gas adsorvida pelo sélido. Com o objetivo de se obter
informagdes sobre as caracteristicas porosas, varios métodos foram

desenvolvidos com base em modelos empiricos e teéricos.

O fendmeno de adsorcao é realizado para de se obter informacdes
sobre a 4rea especifica e a estrutura porosa de um solido e, para tal, a
construcdo de uma isoterma de adsor¢do é de fundamental importancia, pois
sua forma revela muitos detalhes sobre as caracteristicas do material. Assim, a
isoterma mostra a quantidade molar de gas adsorvida ou dessorvida por um

sOlido a uma temperatura constante, em fungdo da pressdo de gas. Por
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convengao, costuma-se expressar a quantidade de gas adsorvida pelo seu
volume em condi¢do padrdo de temperatura e pressao, enquanto a pressao é
expressa pela presséo relativa P/Po, ou seja, a relacdo entre a pressédo de
trabalho e a presséo de vapor na temperatura utilizada (TEIXEIRA et al., 2001).

Um dos métodos mais comuns para a determinagdo da area especifica
de um sélido se baseia na determinacdo da quantidade de adsorvato
necessaria para recobrir a superficie de um adsorvente. Na década de 30,
Brunauer, Emmett e Teller derivaram uma equacéo para a adsor¢cado de gases
em multicamadas na superficie de soélidos. A equacado, denominada BET, se
baseia na hip6tese de que as forcas responsaveis pela condensacao do gas
sdo também responsaveis pela atracdo de varias moléculas para a formacao
de multicamadas (TEIXEIRA et al., 2001).

A distribuicdo de tamanho e de volume de poros, em fungédo do diametro
de poro, pode ser calculada a partir da pressao relativa na qual os poros séao
preenchidos com o liquido proveniente da condensacao de um gas. O processo
inverso, ou seja, a evaporac¢ao do liquido contido no poro também pode ser
utiizada. Em 1951, Barret, Joyner e Halenda propuseram um método
matematico denominado BJH que é utilizado até hoje no calculo da distribuicao
do tamanho de poros. O método emprega a equacado de Kelvin e assume o
esvaziamento progressivo dos poros cheios de liquido com o decréscimo da
pressdo. Pode ser aplicado tanto no ramo da adsor¢cdo como no da dessor¢cao
da isoterma, desde que o decréscimo da pressao se inicie do ponto onde os
poros sejam considerados totalmente preenchidos, normalmente para pressao
relativa P/Po igual a 0,95 ou numa pressédo igual a 95% da pressao de
saturacdo. A quantidade de adsorvato evaporada a cada decréscimo de
pressdao, apos a conversdao de volume de gas para volume de liquido
representa o volume de poro sem considerar o filme de adsorvente nas
paredes de sélido (TEIXEIRA, et al., 2001).
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Desta maneira, a porosidade das microesferas foi avaliada por meio da
determinacdo da quantidade de gas nitrogénio adsorvido ou dessorvido da
superficie das particulas, com pressdo de vapor no equilibrio pelo método
volumétrico estatico. Os dados foram obtidos apds adicdo ou remogao de uma
quantidade conhecida de gas dentro e fora de uma célula contendo uma
amostra do sélido, mantida numa temperatura constante abaixo da temperatura
critica do adsorvato. A quantidade de gas adsorvido ou dessorvido é a
diferenca entre a quantidade de gas adicionado ou removido e a quantidade
requerida para preencher o espaco ao redor do adsorvente. A determinacao da
area especifica foi analisada pelo método BET, enquanto o volume total de
poros e a distribuicdo do tamanho de poros foram analisados pelo método BJH.
Estes métodos consistem na aplicacao de equacdes e relagdes cujos célculos

foram realizados em um sistema computacional chamado Autosorb.

Na Tabela 11 encontram-se os valores referentes a area de superficie
das particulas, volume e tamanho médio de poro. Como pode ser observado
nesta tabela, maiores valores de area superficial e de volume de poros foram
obtidos para as microesferas preparadas a partir dos PHAs. Estes resultados
estdo de acordo com aqueles obtidos por MEV (item 4.3.1), onde particulas
mais porosas sao visualizadas nas micrografias obtidas a partir das
microesferas de PHAs, contrastando com a superficie lisa das microesferas de
PLAGA. Mesmo com a obtencao de particulas de maior tamanho (item 4.3.2),
as microesferas de P(3HB) e P(3HB-co-3HV) apresentaram maior area
superficial, em decorréncia de sua maior porosidade. FREIBERG & ZHU (2004)
relataram que a porosidade é uma importante caracteristica das microesferas,
podendo ser controlada por mudangas na técnica de preparacdo das
particulas. Neste estudo, entretanto, a variagdo observada na estrutura porosa
das particulas ocorreu devido as caracteristicas dos polimeros, uma vez que 0s

demais parametros de preparacao empregados foram mantidos constantes.
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TABELA 11, Valores obtidos ap6s determinacdo da porosidade das particulas
por adsor¢ao a géas, calculados pelo método BET e BJH adsorgéo.

Area superficial Volume de | Tamanho médio
Microesfera (m?/g) poros (cc/g) do poro (A)
(método BET) (método BJH) | (método BJH)
PLAGA branca 8,75x 10 3,52x 107 14,08
IBF: PLAGA (1:4) 4,59 x 102 3,95 x 10 14,08
P(3HB) branca 4,66 x 10 1,36 x 102 14,08
IBF: P(3HB) (1:4) 5,46 x 10 6,18 x 107 15,43
PHBV branca 7,16 x 10 6,44 x 107 15,43
IBF: PHBV (1:4) 2,25x 10 6,92 x10° 15,43

PHBV = P(3HB-co-3HV)

4.3.4 Analise Térmica

4.3.4.1 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A andlise térmica engloba um grupo de técnicas nas quais uma
propriedade da amostra é analisada em funcdo do tempo ou temperatura,
enquanto ela é aquecida ou resfriada, em uma atmosfera especifica, numa
proporcdo fixa de mudanca de temperatura ou temperatura constante. A
aplicacdo de métodos térmicos de analise, em especial a calorimetria
exploratoria diferencial (DSC) e a termogravimetria (TG) tem sido de
fundamental importancia no estudo de caracterizacdo das matérias-primas e

desenvolvimento de produtos farmacéuticos (GIRON, 2002).

Na area de microencapsulacéo, a andlise por DSC é empregada com o
intuito de avaliar o grau de cristanilidade dos materiais empregados, bem como
verificar a presenca de interagdes entre farmaco e matriz polimérica. As curvas
de DSC obtidas a partir das microesferas de PLAGA e PHAs encontram-se
demonstradas nas Figuras 10, 11 e 12 e os dados obtidos a partir destas

curvas encontram-se sumarizados nas Tabelas 12 e 13, respectivamente.
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A andlise térmica do PLAGA por DSC (Figura 10b, Tabela 12) revelou
uma temperatura de transigdo vitrea (Tg) de 56,09 °C, ndo apresentando
evento endotérmico referente a fuséo, caracterizando a sua natureza amorfa. O
valor de Tg do polimero nas microesferas brancas foi 50,59 °C e nas
microesferas contendo ibuprofeno preparadas com as proporcées de
farmaco:polimero de 1:4 e 1:2, os valores de Tg encontrados foram 26,86 °C e
41,1 °C, respectivamente. Portanto, o processo de formacao das microesferas
levou a reducdo da Tg do polimero, especialmente quando o farmaco foi
incorporado, podendo ser uma indicacao de que o ibuprofeno atuou como um
plastificante para o PLAGA (DUBERNET, 1995; FERNANDEZ-CARBALLIDO et
al., 2004). A agao plastificante pode ter ocorrido em decorréncia do alojamento
das moléculas do farmaco entre as cadeias poliméricas, afastando-as uma das
outras. Este afastamento reduz as forcas de atracdo intermoleculares
secundarias, levando a reducdo do nivel energético necessario para dar
mobilidade as cadeias e, conseqlentemente, conduzindo a diminuicdo da Tg
do polimero (LUCAS et al., 2001).

O ibuprofeno foi caracterizado termicamente e sua curva de DSC (Figura
10a e Tabela 12) apresentou um evento endotérmico correspondente a fusao
do farmaco na temperatura de 77,05 °C, estando de acordo com a literatura
(XU et al., 2004). As curvas de DSC das microesferas de PLAGA contendo o
farmaco demonstraram um evento endotérmico referente a fusao do ibuprofeno
a 7421 °C e 75,99 °C, quando as mesmas foram preparadas com uma
proporcao de farmaco:polimero de 1:4 e 1:2, respectivamente. Podemos
observar, contudo, que o evento endotérmico demonstrado apds andlise das
microesferas de IBF:PLAGA (1:4) foi largo e pouco expressivo em comparacao
aquele observado na curva de DSC obtida a partir das microesferas de
IBF:PLAGA (1:2), sugerindo que o farmaco esta parcialmente disperso na
forma molecular na matriz polimérica. FERNANDEZ-CARBALLIDO e
colaboradores (2004) obtiveram resultados semelhantes para microesferas de
PLAGA contendo ibuprofeno, pois neste estudo o termograma nao apresentou
0 pico caracteristico de farmaco, indicando, dessa forma, a mudanca no estado

fisico do mesmo.
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DSC pode ser empregada para avaliar o grau de cristalinidade do
farmaco nas microesferas, uma vez que a mudanga da mesma pode ser
caracterizada por uma diminuicdo do ponto de fusdo (WILLIANS et al., 2005).
Uma estimagdo da cristanilidade do ibuprofeno pode ser feita usando a
diferenca entre a entalpia de fusdo experimental e teérica através da equacao
adaptada de PIKAL e colaboradores (1978), assumindo que o farmaco puro &

100% cristalino. Esta estimativa é calculada pela seguinte equacao:
X% =100xAH /|AH" ]

onde:
X:% € o grau de cristanilidade relativa (%)
AHp, é a entalpia de fusdo do ibuprofeno na microesfera

AH,° é a entalpia de fusdo do ibuprofeno puro

Logo, para as microesferas de IBF:PLAGA (1:4) ocorreu uma acentuada
reducdo na cristanilidade do farmaco, quando estimado usando a equacgao
acima, sendo encontrado somente cerca de 0,43% na forma cristalina (Tabela
12). Contrariamente, para as microesferas preparadas com uma propor¢ao de
farmaco:polimero de 1:2, o ibuprofeno apresentou um evento endotérmico de
fusdo semelhante ao evento do farmaco puro, indicando a presenga de cristais.
Entretanto, o ibuprofeno encapsulado também se encontra parcialmente
disperso na forma molecular, uma vez que o grau de cristalinidade obtido foi de
24.77%.

Um farmaco que se encontra molecularmente disperso numa matriz
polimérica pode se apresentar na forma de uma dispersdo molecular
metaestavel ou de uma solugéo sélida estavel. Contudo, a presencga de solugcao
sOlida estavel é indicada pela agao plastificante do ibuprofeno nas cadeias
poliméricas macromoleculares, podendo, portanto, esta forma ser atribuida ao
farmaco contido nas microesferas de PLAGA (DUBERNET et al., 1991).
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FIGURA 10. Curvas de DSC obtidas a partir do (a) IBF, (b) PLAGA, (c)
microesferas de PLAGA brancas, (d) microesferas de IBF:PLAGA (1:4), (e)
microesferas de IBF: PLAGA (1:2).

TABELA 12. Resultados obtidos apds analise das microesferas de PLAGA
brancas e contendo IBF por DSC.

Tg(C) Tm(C) Tm(°C) AHexp(J/ig) Xc(%)

PLAGA PLAGA IBF IBF IBF
IBF - - 77,05 108,55 100,00
PLAGA 56,09 - - - -
PLAGA branca 50,59 - - - -
IBF:PLAGA (1:4) 26,86 - 74,21 0,462 0,426
IBF:PLAGA (1:2) 41,71 - 75,99 29,89 24,77

(-) = nao detectado, Tg = transigao vitrea; Tm = temperatura de fusdo; AH exp = entalpia de
fusdo encontrada no experimento; X; = grau de cristanilidade estimado

Os termogramas obtidos na analise por DSC das microesferas
preparadas a partir do P(3HB) e P(3HB-co-3HV) podem ser visualizados na

90



Figura 11 e 12 e os dados obtidos a partir das curvas de DSC encontram-se
sumarizados na Tabela 13. Similarmente aos resultados obtidos com as
microesferas de PLAGA, o baixo grau de cristalinidade do farmaco obtido para
as microesferas de P(3HB) (2,81%) e P(3HB-co-3HV) (8,77%), preparadas com
uma proporcao de farmaco:polimero de 1:4, indicou que 0 mesmo encontra-se
parcialmente disperso na forma molecular na matriz polimérica. Entretanto,
estes valores demonstraram ser maiores que aquele obtido nas microesferas
de PLAGA (0,43%) para uma mesma propor¢ao inicial de farmaco:polimero,
indicando que o polimero afeta 0 modo de associacdo do ibuprofeno. Os
valores de grau de cristalinidade igualmente aumentaram com o aumento da
quantidade inicial de farmaco, correspondente a presenca de cristais de
ibuprofeno ndo encapsulado, conforme demonstrado nas micrografias obtidas
por MEV.

A curva de DSC obtida a partir do P(3HB) puro (Figura 11b) demonstrou
uma Tg de 4,63 °C, conforme descrito na literatura. O valor de Tg do polimero
nas microesferas brancas foi de 6,67 °C, ndo ocorrendo mudangas
significativas com o processo de formagdo das microesferas. Entretanto, néo
foi possivel verificar a Tg do polimero nas curvas de DSC referentes as

microesferas contendo ibuprofeno.

As curvas de DSC do P(3HB) puro também demonstram um evento
exotérmico referente a recristalizagdo do polimero em 0 °C e um evento
endotérmico referente a sua fusdo a 175,48 °C, com um valor de AHexp de
101,50 J/g, evidenciando a sua cristalinidade, em comparagdo a natureza
amorfa do PLAGA. Da mesma forma que para o farmaco, o grau de
cristalinidade do polimero pode ser estimado usando o valor de AH de
referéncia igual a 146 J/g, correspondente a 100% de cristanilidade
(GUNARATNE & SHANKS, 2005). Os resultados obtidos nestes calculos
revelaram que o polimero puro apresenta 69,52% de cristalinidade. O grau de
cristalinidade demonstrou ser reduzido apds o processo de microencapsulagao,
alcangando o valor de 57,08% nas microesferas brancas, e 31,55% e 45,84%
para as microesferas preparadas com uma proporcao de farmaco:polimero de

1:4 e 1:2, respectivamente (Tabela 13). Adicionalmente, o evento endotérmico
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referente a fusdo do polimero nas microesferas brancas ocorreu numa
temperatura similar ao P(3HB) puro (175,97 °C). Entretanto, a presenga do
ibuprofeno nas microesferas deslocou a endoterma de fusdo do P(3HB) para
temperaturas mais baixas (160,09 °C e 153,98 °C), sugerindo a presenca de

interacao entre farmaco e o polimero.
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FIGURA 11. Curvas de DSC obtidas a partir do (a) IBF, (b) P(3HB), (c)
microesferas de P(3HB) brancas, (d) microesferas de IBF:P(3HB) (1:4), (e)
microesferas de IBF:P(3HB) (1:2).

A Figura 12b demonstra a curva de DSC obtida a partir do P(3HB-co-
3HV) puro, apresentando uma temperatura de transicdo vitrea de 8,50 °C,
diferente daquela relatada na literatura de aproximadamente 1 °C para o
copolimero apresentando 5 mol% de 3HV (SAVENKOVA et al., 2000). A Tg do
copolimero nas microesferas brancas pdde ser visualizada a 24,61 °C, ou seja,
numa temperatura superior quando comparada aquela obtida para o P(3HB-co-
3HV) puro. Nas microesferas contendo o ibuprofeno nédo foi possivel observar a

Tg do copolimero.
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FIGURA 12. Curvas de DSC obtidas a partir do (a) IBF, (b) P(3HB-co-3HV), (c)
microesferas de P(3HB-co-3HV) brancas, (d) microesferas de IBF:P(3HB-co-
3HV) (1:4), (e) microesferas de IBF:P(3HB-co-3HV) (1:2)

TABELA 13. Resultados obtidos ap6s andlise das microesferas de P(3HB) e
P(3HB-co-3HV) brancas e contendo IBF por DSC.

Polimero Ibuprofeno
Tg(C) Tm(C) AHep  Xc(%) | Tm(°C) AHeyp  Xe (%)
(J/9) (J/9)

IBF - 77,05 108,55 100,00
P(3HB) 463 17548 101,50 69,52 -
P(3HB) branca 6,57 175,97 83,34 57,08 -
IBF:P(3HB) (1:4) 160,09 46,06 31,55 | 75,92 3,05 2,81
IBF:P(3HB) (1:2) 153,98 66,93 4584 | 7541 2851 26,26
PHBV 8,50 163,30 76,52 52,41 -
PHBV branca 24,61 163,97 70,15 48,05 -
IBF:PHBV (1:4) 157,51 56,31 38,56 | 76,73 9,52 8,77
IBF:PHBV (1:2) 147,80 49,71 34,05 | 75,12 29,00 26,72

(-) = ndo detectado; Tg = transicao vitrea; Tm = temperatura de fusdo; AH exp = entalpia de

fusdo encontrada no experimento; X, = grau de cristanilidade estimado; PHBV = P(3HB-co-

3HV)
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Ilgualmente, as curvas de DSC evidenciaram um evento endotérmico
referente a fusdo do polimero a 163,30 °C e AHexp de 76,52 J/g. Portanto, é
possivel observar a diminuicdo na temperatura de fusdao do P(3HB-co-3HV)
contendo 5% de 3HV, quando comparado ao homopolimero P(3HB) (175,48
°C). Este resultado esta de acordo com os dados da literatura que demonstram
uma diminuicao na temperatura de fusdo do copolimero com o aumento do teor
de 3HV. O mais baixo valor de temperatura de fuséo relatado foi 75 °C para
aproximadamente 40 mol% de 3HV no copolimero. A entalpia de fusdo do
P(3HB-co-3HV) (76,52 J/g) também foi menor do que aquela observada para o
P(3HB) (101,50 J/g), podendo ser atribuida a formagédo de lamelas mais finas
devido a presengca de hidroxivalerato (SAVENSKOVA et al, 2000;
GUNARATNE & SHANKS, 2005).

O comportamento térmico do P(3HB-co-3HV) nas microesferas
demonstrou ser semelhante aquele observado pelo P(3HB). A obtencéo de
microesferas brancas pela técnica de emulsdo/evaporacdo do solvente nao
afetou a temperatura de fusdo do polimero (Figura 12c e Tabela 13). Nas
curvas de DSC obtidas a partir das microesferas contendo ibuprofeno,
preparadas em ambas proporcdes de farmaco:polimero, foram visualizados
dois eventos endotérmicos (Figura 12c e 12d). O primeiro evento é atribuido a
fusdo do ibuprofeno em temperaturas semelhantes a do farmaco puro,
conforme demonstrado na Tabela 13. O segundo evento é referente a fusdo do
polimero, o qual foi deslocado para temperaturas mais baixas, sugerindo a
presenca de interagbes entre o farmaco e P(3HB-co-3HV). Da mesma forma
que o resultado observado para o P(3HB), o grau de cristalinidade do P(3HB-
co-3HV), estimado através da equacéo acima descrita com valores de 100%
segundo GUNARATNE & SHANKS (2005), pareceu ser afetado pela técnica de

obtencao das microesferas e pela presenca de farmaco nas particulas.
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4.3.4.2 Termogravimetria (TG)

A termogravimetria € um método termoanalitico empregado para avaliar
mudancas de massa permitindo determinagdes especificas, bem como analisar
a decomposicdo térmica das amostras. Em muitos estudos, esta técnica
também tem sido utilizada para determinar a presenca ou auséncia de solvente
residual nas microesferas preparadas pela técnica de
emulsificagao/evaporacao do solvente (DUBERNET et al.,, 1991; DUBERNET,
1995; GIRON, 2002). A Tabela 14 apresenta os resultados obtidos nas anélises
termogravimétricas do farmaco e polimeros puros e das microesferas brancas

e contendo ibuprofeno.

A andlise termogravimétrica do PLAGA apresentou dois eventos
podendo ser indicativo da sua decomposigédo. O primeiro ocorreu em 323,98 °C
com perda de massa de 42,754% e o segundo evento ocorreu em 393,98 °C
com perda de massa de 54,238%. As curvas termogravimétricas do P(3HB) e
P(3HB-co-3HV) evidenciaram um unico evento em 307,08 °C e 303,98 °C,
respectivamente, atribuida a decomposicao destes polimeros, conforme
descrito na literatura (POUTON & AKHTAR, 1996).

A curva termogravimétrica do ibuprofeno apresentou um evento bem
definido na temperatura de 257,94 °C com perda de massa de 99.939%. De
acordo com XU e colaboradores (2004) este evento é decorrente da
degradacao do farmaco. Nas analises termogravimétricas das microesferas de
PLAGA, P(3HB) ou P(3HB-co-3HV) contendo ibuprofeno, podemos observar
dois eventos, sendo o primeiro atribuido a decomposicdo do farmaco em
temperaturas que variaram de 211 °C a 227 °C e o segundo referente a
decomposicao do polimero. As perdas de peso referentes ao ibuprofeno nas
microesferas variaram de 9,95% a 27,04%, correspondendo ao teor de farmaco
presente nas mesmas. E para as perdas de peso total nas microesferas
variaram de 96,57% a 99,9%, sugerindo que a quantidade de solvente residual
nas microesferas ndo ultrapassou 3,43%.
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TABELA 14. Valores de temperatura de maxima velocidade de perda de
massa (Tpico) e percentuais de perda de massa obtidos apds analise dos

materiais puros e das microesferas.

Tipos de material T (°C) T (°C) Perda de Perda de
IBF polimero massa (%) massa total
(%)
IBF 257,94 99,939 99,939
PLAGA - 323,98 42,754
393,81 54,238 96,992
PLAGA branca - 363,17 99,236 99,236
IBF:PLAGA (1:4) 227,13 - 9,953
- 394,04 88,183 98,136
IBF:PLAGA (1:2) 219,80 23,983
- 396,01 73,604 97,587
P(3HB) - 307,09 95,378 95,378
P(3HB) branca - 260,71 99,844 99,844
IBF:P(3HB) (1:4) 211,48 - 17,696
- 302,72 82,249 99,945
IBF:P(3HB) (1:2) 217,69 - 24,664
- 284,08 75,316 99,980
P(3HB-co-3HV) - 303,98 98,683 98,683
P(3HB-co-3HV) branca - 313,27 100,01 100,01
IBF: P(3HB-co-3HV) (1:4) 217,73 - 13,004
- 295,59 86,489 99,49
IBF: P(3HB-co-3HV) (1:2) 213,61 - 27,041
- 292,57 69,529 96,57

4.3.5 Difragéo de Raio-X

A analise por difracao de raio-x foi realizada com o objetivo de verificar
as propriedades de cristanilidade dos polimeros, ibuprofeno e microesferas que
podem afetar a cinética de liberacao do farmaco e a velocidade de degradacao

da matriz polimérica. Os difratogramas de raio-x obtidos encontram-se
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demonstrados nas Figuras 13, 14 e 15 e os valores de maximo de difragéo

encontram-se sumarizados na Tabela 15.

A analise do ibuprofeno revelou a presenca de picos de difracéo
caracteristicos de substancia cristalina em 2° 6 aproximadamente a 6°, 12°,
16°, 20° e 22° (NOVOA et al., 2005). Por outro lado, o PLAGA puro (Figura 13b)
apresenta um modelo de difracdo que corresponde a uma substancia amorfa,
ndo apresentando picos caracteristicos. A natureza amorfa do PLAGA também
€ observada nos difratogramas de raios-x obtidos para as microesferas
preparadas com uma proporcao de farmaco:polimero de 1:4 (Figura 13c).
Entretanto, o modelo de difragdo do ibuprofeno ndo é demonstrado neste
espectro indicando que o farmaco associado as particulas encontra-se
predominantemente na forma de dispersdo molecular. Este resultado confirma
aquele demonstrado pelas curvas de DSC, onde foi estimado que somente
0,43% do ibuprofeno presente nas microesferas encontra-se na forma
cristalina. FERNANDEZ-CARBALLIDO e colaboradores (2004) obtiveram
resultados semelhantes nas andlises de difracdo de raios-x das microesferas
de PLAGA 50:50 (PM 34.000 daltons) contendo ibuprofeno preparadas na
proporcao de farmaco:polimero de 20:100, sendo a interagcao do farmaco com

o polimero confirmada por DSC.

Intensidade

FIGURA 13. Difratogramas de difracdo do raio-x obtidos a partir do (a)
ibuprofeno, (b) PLAGA e (c) microesferas de IBF:PLAGA (1:4)
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Os difratogramas de raios-x dos PHAs encontram-se demonstrados nas
Figuras 14 e 15. Conforme descrito por GALEGO e colaboradores (2000),
estes poliésteres sdo caracterizados pela sua natureza semi-cristalina,
apresentando uma Unica fase cristalina, independentemente de sua
composicdo. Os picos de elevada difragdo do P(3HB) ocorreram em valores de
2° 6 aproximadamente a 13°, 16°, 21°, 21°, 22° e 25° estando de acordo com
os dados obtidos da literatura. O mesmo modelo de difragdo do P(3HB) foi
obtido quando o polimero foi submetido ao aquecimento a 200 °C seguido de
resfriamento a —2 °C, para permitir a sua solubilizacdo no solvente da fase
interna da emulsdo. Entretanto, a cristalinidade do P(3HB) pareceu ser
reduzida apos este tratamento térmico sendo novamente recuperada nas
microesferas contendo o farmaco, conforme pode ser visualizado na Figura 14
e Tabela 15. Além disso, dois picos correspondentes em 2° 8 aproximadamente
a 6° e 12° podem ser visualizados no difratograma obtido a partir das
microesferas contendo ibuprofeno, sendo provavelmente atribuidos a presenca

de cristais de f&rmaco nas particulas.

Intensidade
1 I 1
O

FIGURA 14. Difratogramas do raio-x obtidos a partir do (a) ibuprofeno, (b)
P(3HB) (c) P(3HB) tratado e (d) microesferas de IBF:P(3HB) (1:4)
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FIGURA 15. Difratogramas do raio-x obtidos a partir do (a) ibuprofeno, (b)
P(3HB-co3HV) e (c) microesferas de IBF:P(3HB-co-3HV) (1:4)

TABELA 15. Valores em porcentagem da intensidade dos picos de difracdo de

raios-x obtidos a partir dos difratogramas do farmaco, polimeros e microesferas

de P(3HB) e P(3HB-co-3HV).

2°9 Intensidade (%)
IBF P(BHB)  P(3HB)tr  Microesferas PHBV Microesferas
IBF:P(3HB) IBF:PHBV
6 100,00 - - 26,02 - 14,46
12 23,82 - - 15,20 - 13,94
13 - 100,00 83,42 100,00 100,00 100,00
16,7 31,49 - - - - -
16,9 - 87,26 100,00 85,30 84,28 86,58
20 21,44 - - - - -
21,6 - 52,32 57,02 48,70 48,32 48,69
21,7 - 51,45 57,86 49,64 47,28 51,90
22,4 37,24 - - - - -
22,6 - 54,81 49,72 47,59 49,78 57,40
25 - 39,48 43,84 37,55 38,04 39,80

(-) nao detectado, PHBIr: poli-(3-hidroxibutirato) apds tratamento térmico, PHBV = P(3HB-co-

3HV)
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A andlise de difracado de raio-x do copolimero P(3HB-co-3HV) revelou o
mesmo modelo de difragdo verificado para o homopolimero (Figura 15).
Entretanto, os picos de difracdo demonstraram ser mais largos e menos
definidos. A expansao de alguns dos picos de alta difracdo tem demonstrado
ocorrer em fungdo do aumento do teor de 3HV no copolimero sem alteragcéo da
estrutura do cristal (GALEGO et al., 2000). De fato, a obtengéo de copolimeros
de 3HB e com outros monémeros, como 3HV e 3HH, tem sido extensivamente
estudada como forma de reduzir a cristalinidade e melhorar as propriedades
fisicas dos PHAs, aumentando o seu espectro de aplicacdes (SATO et al.,
2006). As microesferas de P(3HB-co-3HV) contendo o farmaco apresentaram
0S mesmos picos caracteristicos do polimero e um pico em 2° 6
aproximadamente a 6,08 que pode ser atribuido a presenca de cristais do
farmaco. Uma vez que a quantidade de polimero € cerca de sete vezes maior
que a de ibuprofeno, a presenca de outros picos do farmaco pode ter sido
impedida pelo limite de deteccdo da andlise e pela sobreposicdo dos mesmos

com 0s picos do polimero.

4.3.6 Espectrofotometria de absorcdo no infravermellho com transformada de
Fourier (FT-IR)

Os espectros de FT-IR obtidos a partir do ibuprofeno, polimero puro e
das microesferas de PLAGA brancas e contendo farmaco encontram-se
demonstrados na Figura 16. Como pode ser observado, o ibuprofeno apresenta
picos caracteristicos situados a 1721 cm™ e 1185 cm™, representando o
grupamento C=0 e C-O do grupamento carboxila da molécula, além dos picos
situados a 1273, 1232, 870, 779 cm™' referentes & presencga de hidrocarboneto
aromatico, com deformagéo angular no plano C-H (CLARKE, 2004). O espectro
de FT-IR obtido a partir do PLAGA puro e das microesferas brancas mostra
picos a 1750 e 1130, 1090 cm™, referentes ao grupamento C=0 e C-O, da
ligacdo éster, e a 1450, 1360 e 750 cm™ referente aos grupamentos C-H na
molécula (KIREMITCI-GUMUSDERELIOGLU & DENIZ, 1999). Além desses,
mostra picos também a 3500 cm™ (O-H), 2850 e 2400 cm™ (C-H). O espectro

de FT-IR obtido a partir das microesferas contendo o farmaco revela a
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presenca dos picos caracteristicos do farmaco, sobrepostos aos do polimero,

sem alteracdo visivel nos seus comprimentos de onda.

a
b
C
d
W
2850 Vel / N
8500 2400 1750 14510360 430 1090 750
I T T T T T T T T T T T T T T T T
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Comprimento onda cm

FIGURA 16. Espectros de FT-IR obtidos a partir de (a) microesferas de
IBF:PLAGA (1:2), (b) IBF, (c) microesferas de PLAGA brancas, (d) PLAGA.

Os espectros de FT-IR obtidos a partir dos polimeros puros e das
microesferas brancas e contendo ibuprofeno, preparadas com o P(3HB) e
P(3HB-co-3HV), encontram-se demonstrados nas Figuras 17 e 18,
respectivamente. O P(3HB) e seu copolimero P(3HB-co-3HV) apresentam
espectros similares, demonstrando picos a 1720 e 1278 cm™ referentes aos
grupamentos C=0 e C-O da ligacao éster, respectivamente, assim como pico
correspondente ao estiramento C-H do grupamento metila a 1380 cm™. (CHEN
& YU, 2005). Os espectros das microesferas brancas (figura 17c e 18c) foram
similares aos polimeros puros. Igualmente, os espectros obtidos a partir das
microesferas contendo ibuprofeno evidenciaram a presenga dos picos
caracteristicos do farmaco sobrepostos aos do polimero, sem alteragéo visivel

nos comprimentos de onda.
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FIGURA 17. Espectros FT-IR obtidos a partir de (a) microesferas de
IBF:P(3HB) (1:2), (b) IBF, (c) microesferas de P(3HB) brancas, (d) P(3HB).
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FIGURA 18. Espectros FT-IR obtidos a partir de (a) microesferas de IBF:
P(3HB-co-3HV) (1:2), (b) IBF, (c) microesferas de P(3HB-co-3HV) brancas, (d)
P(3HB-co-3HV).
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4.4 Avaliacao do perfil de liberacao do ibuprofeno das microesferas

A determinagdo da velocidade de dissolugdo de farmacos apresenta
varias aplicagdes. Os resultados obtidos podem ser empregados com objetivo
de controlar a qualidade do produto assegurando a constancia do perfil de
liberacdo, elucidar a estrutura do sistema bem como 0s mecanismos

envolvidos na liberagdo, ou ainda predizer a conduta deste sistema in vivo.

Varios fatores podem afetar a liberacao de farmacos a partir de sistemas
particulados. Farmacos sao liberados por difusédo, eroséo, desintegracao, ou
degradacdo quimica e enzimatica do material que constitui a matriz. A
liberacao de um farmaco por difusdo, a partir de uma microesfera, consiste na
combinacao de varias etapas de transferéncia do mesmo entre os diferentes
sitios da particula. O farmaco se desloca através da microesfera por meio de
um fenébmeno de difusdo pelos poros ou por entre as cadeias poliméricas
alcancando a superficie até a camada interfacial e a fase continua. Se ele se
encontra disperso na matriz polimérica na forma de cristais, necessita ser
previamente dissolvido, sendo a capacidade de hidratacdo das particulas
importante nestas situagcées. Conseqlientemente, a velocidade determinada
experimentalmente € o resultado do conjunto destes processos, embora
apenas um seja considerado o limitante, dominando a cinética de liberagao
(WASHINGTON, 1996). As propriedades fisico-quimicas do farmaco, incluindo
peso molecular e solubilidade nos fluidos bioldgicos, podem influenciar
profundamente a cinética de liberacdo por difusado, pois afeta diretamente as
suas caracteristicas de difusdo (HOMBREIRO-PEREZ et al., 2003).

O mecanismo de liberacdo torna-se mais complexo quando ocorrem
fendbmenos de degradacao/erosao da matriz polimérica. A degradacao in vitro e
in vivo de homo- e copolimeros de o-hidroxiacidos depende de muitos fatores,
tais como estrutura e composicdo quimica, massa molar, presenca de
compostos de baixo peso molecular (mondémeros, oligbmeros), tamanho e
morfologia das particulas, grau de cristalinidade e mecanismo de hidrélise
(GOPFERICH, 1996; SIEPMANN & GOPFERICH, 2001; LEMAIRE et al.,
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2003). E evidente que a erosdo da matriz polimérica desempenha um
importante papel na liberagcdo de fa&rmacos. Entretanto, na maioria das vezes
ndo é o unico processo que contribui para o controle da liberacdo. Apds a
embebicao das particulas pela agua, a dissolugéo do farmaco e a clivagem das
ligagbes hidroliticamente instdveis geralmente ocorrem simultaneamente
(FAISANT et al., 2002).

Neste contexto, estudos de liberacao foram realizados com o objetivo de
compreender os mecanismos e os fatores responsaveis pela liberacdo do
ibuprofeno a partir das microesferas de PHAs, e compara-los com aqueles
verificados para as microesferas de PLAGA. Os resultados serao

demonstrados a seguir.
4.4.1 Determinagéo do ibuprofeno por CLAE

A cinética de liberacdo do ibuprofeno a partir das microesferas foi
avaliada ap6s determinagéo da concentragdo do farmaco no meio de liberagéao
por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Para isto, uma curva de calibragéo
foi construida ap6s analise por CLAE de solugdes de ibuprofeno em
concentrag6es variando entre 10 e 500 pg/mL, usando tampéo fosfato 0,02 M
pH 7,4 como diluente. As areas dos picos obtidas a partir dos cromatogramas,
apos injecao das solucdes padrdes, encontram-se demonstradas na Tabela 16.
A curva de concentracao de ibuprofeno versus area, bem como a equacgao da
reta e o coeficiente de correlagdo obtidos apds andlise da regressao linear,
podem ser visualizados na Figura 19. O tempo de retencado do ibuprofeno nas

condicdes empregadas foi de 8,51 minutos.
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TABELA 16. Areas de pico

padrao por CLAE

obtidas apds analise das solugdes do ibuprofeno

Concentracao de

ibuprofeno (ug/mL) Area do pico t o CV (%)
10 644994 + 10483,35 1,62
20 1164113 £+ 24275,23 2,08
30 1718985 + 6333,56 0,36
40 2218442 + 8716,25 0,39
50 2694868 * 990,00 0,03
100 4912123 + 16625,43 0,33
200 9301191 £ 327833,00 3,52
300 14577855 + 120615,70 0,83
500 24345169 + 242709,10 0,99
30000000
25000000 A
20000000 +
~§ 15000000 -
10000000 -
y = 47998x + 154304
5000000 - R® = 0,9994
0 \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ |

50
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Concentracao de IBF (ug/mL)

FIGURA 19. Curva de calibragao do ibuprofeno obtida por CLAE

105




TABELA 17. Analise dos dados de regressao obtidos a partir da curva de
calibracao do ibuprofeno por CLAE

Parametros de regressao Valores
Intercepto (intervalo de confianga) 154304 (-65036,0 a 373644,0)
Inclinacao (intervalo de confianca) 47998 (46472,4 a 49523,5)
R 0,9994

A avaliacdo do coeficiente de regressao calculado evidenciou a
existéncia de um comportamento linear significativo, na faixa de concentracao
empregada. A analise do ponto de interseccao da reta e a determinagdo dos
limites de confianga demonstram a auséncia de erro sistematico constante,
onde o fator de variacdo é independente da concentragdo dos componentes
analisados, uma vez que os valores incluiram o zero (Tabela 17) (FUNCK et
al., 1992).

4.4.2 Avaliacao do perfil de liberagao do ibuprofeno a partir das microesferas

O processo de transferéncia do farmaco, através das microesferas
alcancando a superficie em dire¢do a fase continua, pode também ser descrita
em sentido contrério, se a concentracao do farmaco no meio de liberacao for
suficientemente alta. Nestas condigdes, o equilibrio natural do fenédmeno de
difusdo sera atingido e, para evita-lo, o emprego das condigdes sink torna-se
desejavel, simplificando a interpretacdo dos dados experimentais. Para a
obtencédo das condicdes perfeitamente sink preconiza-se que a concentracao
maxima de farmaco dissolvida na fase continua ndo exceda 20% da sua
concentracao de saturacao (WASHINGTON, 1996).

O ensaio de liberacdo do ibuprofeno a partir das microesferas de
PLAGA, P(3HB) ou P(3HB-co-3HV) na proporgcdo 1:4 (farmaco:polimero) foi
realizado conforme descrito no item 3.2.4.3. O meio de liberagdo empregado foi
tampao fosfato (0,02 M) pH 7.4 contendo Tween 80 0,05% (p/p) e
imidazolinidiluréia 0,01% (p/p) como conservante. O Tween 80 foi adicionado
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ao meio de liberacdo por suas propriedades tensoativas, com o objetivo de
melhorar as caracteristicas de dispersdo das particulas, evitando a agregacao
das mesmas. A quantidade de microesferas adicionadas ao meio de liberagéo
foi calculada em fungc&o do teor de IBF nas particulas. A solubilidade deste
farmaco no meio de liberacdo, determinada por CLAE, foi 2,535 + 0,006
mg/mL. Uma vez que a concentragdo maxima de IBF, correspondente a 100%
de liberacdo, ndo excedeu 0,506 mg/mL, pode-se afirmar que o ensaio foi

realizado em condigdes sink.

Os resultados obtidos no ensaio de liberagdo, expressos em
porcentagem de farmaco liberado versus tempo (horas), podem ser
visualizados na Figura 20. Como pode ser observado nesta figura, a
porcentagem de ibuprofeno liberado a partir das microesferas de P(3HB) e
P(3HB-co-3HV) foi cerca de 69,52% e 58,81%, respectivamente, na primeira
hora de ensaio, contrastando com os resultados observados para as
microesferas de PLAGA, onde somente cerca de 25,34% do farmaco foi
liberado no mesmo periodo. Apbés 24 horas, a porcentagem de ibuprofeno
liberada a partir das microesferas de P(3HB) e P(3HB-co-3HV) ndo pareceu
alterar significativamente, enquanto que as microesferas de PLAGA
proporcionaram um maior controle da liberagdo do fadrmaco. Entretanto, apds 7
dias de ensaio, um novo aumento na quantidade de ibuprofeno liberada a partir
das microesferas de P(3HB-co-3HV) foi verificado, alcancando 85%, sendo
comparavel ao valor obtido para as microesferas de PLAGA, que
proporcionaram uma liberacdo de cerca de 92% do farmaco no mesmo
periodo. Em contrapartida, este aumento ndo foi observado para as

microesferas de P(3HB).
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FIGURA 20. Perfis de liberagdo do ibuprofeno a partir das microesferas de (m)
PLAGA, (o) P(BHB) e (A) P(8HB-co-3HV). O grafico menor se refere as

primeiras 24 horas de ensaio.

Varios fatores podem estar implicados nos perfis de liberagdo
observados. Diversos autores tém atribuido o efeito de liberagéo inicial de
farmacos a partir das microesferas, a presenca de poros na superficie das
particulas. Microesferas porosas apresentam elevada area superficial,
permitindo o maior contato com o meio e levando ao aumento consideravel na
velocidade de liberagéo (YANG et al., 2000). Portanto, a maior porosidade das
microesferas obtidas a partir dos PHAs pode ter favorecido a liberagdo do
ibuprofeno. Contudo, a maneira pela qual o farmaco encontra-se distribuido
nas microesferas pode, também, afetar o perfil de liberacdo. O farmaco
liberado nas primeiras horas pode estar localizado na superficie ou nas

camadas mais externas da particula e, desse modo, a pequena distancia
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difusional existente entre a sua localizagdo e o meio pode ter conduzido a
liberagao mais rapida (FREIBERG & ZHU, 2004).

O tamanho da particula € um parametro a ser considerado na cinética de
liberacao do farmaco, uma vez que particulas menores podem facilitar a
difusdo do farmaco, enquanto que para as particulas maiores, o farmaco tem
uma distancia difusional maior para percorrer até a superficie da particula
(DUNNE et al., 2000; PAYNAN et al., 2003). Apesar das microesferas de
PLAGA terem didametro médio menor quando comparadas as microesferas de
PHAs, a sua cinética de liberacao do farmaco foi mais controlada. Da mesma
forma, ocorre quando é considerado o peso molecular do polimero, pois
particulas preparadas com polimeros de alto peso molecular, como é o caso
dos PHAs, tendem a diminuir a cinética de liberacdo do farmaco, o que nao
ocorreu neste estudo. Estes fatos podem estar relacionados a maior influéncia
da porosidade das microesferas dos PHAs, fazendo com que estas particulas
figuem mais expostas ao meio, facilitando a liberagcao do farmaco.

Por outro lado, o grau de cristanilidade do polimero e do farmaco e a
interagdo farmaco-polimero também podem ter afetado o perfil de liberagdo do
ibuprofeno. Estudos sugerem que as particulas mais amorfas liberam o
farmaco mais lentamente do que particulas cristalinas. A baixa cristanilidade
polimérica proporciona melhor dispersdo do f&rmaco e aumento da interagao
farmaco-polimero, proporcionando, portanto, a reducdo da velocidade de
liberacao (FREIBERG & ZHU, 2004). Isto pode explicar, em parte, a mais lenta

velocidade de liberacao do ibuprofeno a partir das microesferas de PLAGA.

Em adicdo, conforme foi relatado anteriormente, a introdugdo de
unidades 3HV para formagéao do copolimero P(3HB-co-3HV) leva a redugao da
cristalinidade da molécula, em comparacdo ao homopolimero, diminuindo,
igualmente, a cristanilidade das particulas. Desta forma, € possivel que o
ibuprofeno esteja localizado nas regides amorfas da matriz polimérica de
P(3HB-co-3HV), sendo liberado mais lentamente, e explicando, portanto, a
diferenca encontrada no percentual de farmaco liberado nas duas primeiras
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horas, para as microesferas preparadas a partir dos dois PHAs (GRANGADE &
PRICE, 1991; SENDIL et al.,1999; LI & CHANG, 2005).

A interpretacdo quantitativa de valores obtidos nos métodos de
dissolugcdo é facilitada pelo uso de uma equacdo genérica que traduz
matematicamente a curva de dissolugdo, em funcdo de alguns parametros
relacionados com as microesferas. Varios modelos matematicos podem ser
empregados na tentativa de melhor caracterizar o perfil de liberagcdo do
farmaco a partir de um sistema de liberacdo. O modelo mais simples assume
que o farmaco é liberado através de uma matriz homogénea com um
coeficiente de difusdo constante. Neste caso, a velocidade de liberacao inicial é
inversamente independente do tamanho da particula, e proporcional a raiz
quadrada do tempo. Esta relagéo, primeiramente proposta por Higuchi (1963),
pode ser aplicada para varias formulagdes farmacéuticas. De modo geral é

possivel resumir o modelo de Higuchi com a expresséo:

F=K.t 2

onde F é a fracdo de farmaco liberada no tempo t, e Ky é a constante de
liberagéo de Higuchi. Assim, este modelo descreve a liberagdo de um farmaco
como um processo de difusdo baseado na lei de Fick, dependente da raiz
quadrada do tempo (COSTA & LOBO, 2001).

Os coeficientes de correlacao obtidos apds linearizagdo dos perfis de

liberacao das formulacdes estudadas, pelo modelo matematico descrito acima,

sao demonstrados na Tabela 18.

110



TABELA 18. Dados de regressao obtidos ap6s aplicagdo do modelo de Higushi
nos perfis de liberagc&o do ibuprofeno a partir das microesferas.

Tempo Microesferas Coeficiente de Inclinagdo da Intercepto
correlacdo (R?) reta
24 horas  PLAGA 0,9955 0,0104 0,1419
24 horas  P(3HB) 0,7044 0,0101 0,7001
24 horas  P(3HB-co-3HV) 0,0004 0,0001 0,599
168 horas PLAGA 0,7761 0,0548 0,368
168 horas P(3HB) 0,3016 0,0081 0,7539
168 horas P(3HB-co-3HV) 0,5640 0,0274 0,5227

Conforme a Tabela 18, um coeficiente de correlagao (R?) préximo de 1,0
(0,9955) foi obtido somente apds a linearizagcdo da curva de liberacao do
ibuprofeno obtida nas primeiras 24 horas, a partir das microesferas de PLAGA,
indicando que, neste caso, a difusdo é o principal fenébmeno que governa a
cinética de liberagcao. ApoGs este periodo e em todos os resultados obtidos para
as microesferas de P(3HB) e P(3HB-co-3HV), baixos valores de coeficiente de
correlacdao foram obtidos indicando que outros mecanismos e/ou fatores

estejam envolvidos na libera¢do do farmaco.

4.5. Estudo de degradacao in vitro das microesferas de PLAGA, P(3HB) e
P(3HB-co-3HV)

Os processo de degradacdo e erosdao sdo de fundamental importancia
na area de materiais poliméricos. Enquanto o primeiro processo descreve a
cisdo das cadeias levando a formacdo de oligbmeros e posteriormente de
monémeros, o segundo se refere a perda de massa do polimero. A degradacao
polimérica €, portanto, o processo chave para a erosdo (GOPFERICH, 1996).

Dois caminhos principais pelos quais as cadeias poliméricas podem ser
clivadas sao descritos: por hidrolise passiva ou por reagdo enzimatica. Para a
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maioria dos polimeros biodegradaveis, a hidrélise quimica é o mecanismo mais
importante de degradagdo. A degradacdo por hidrélise € uma reacao
bimolecular na qual a agua e o grupo funcional hidrolisavel do polimero estao
envolvidos. Existem varios fatores que influenciam a velocidade desta reacéo.
Entre eles destacam-se o tipo de ligacdo quimica, pH, composicdo do

copolimero e a captura pela agua.

O processo envolvendo a erosao de matrizes poliméricas degradaveis é
mais complexo, pois depende de outros processos, como intumescimento,
dissolucao, difusdo de oligbmeros e monémeros e alteracbes morfolégicas. A
agua penetra no polimero, podendo ocorrer o intumescimento da matriz. A
penetracdo da agua leva a degradacdo quimica do polimero, levando a
formacgao de oligbmeros e monémeros. Mudangas progressivas na degradagao
levam a formagado de poros na microestrutura polimérica, via pela qual estes
oligbmeros e monémeros sdo liberados, conduzindo a perda de massa do
polimero (GOPFERICH, 1996).

De uma forma geral, dois tipos de erosdo podem ser distinguidos nas
matrizes poliméricas: (i) superficial ou heterogénea e (ii) em toda sua massa
(bulk) ou homogénea. No processo de erosdo superficial, a degradacao
polimérica € muito mais rapida que a penetracao de agua na matriz. Entao, a
degradacdao ocorre predominantemente nas camadas mais externas.
Conseqglientemente, a erosao afeta somente a superficie da matriz, e ndo sua
porcao interna. Do contrario, em matrizes cuja erosdo ocorre em toda a massa
polimérica, ou erosao bulk, a velocidade de degradacao do polimero é menor
que a velocidade de penetracdo de agua. Entdo, o sistema inteiro é
rapidamente hidratado e as cadeias poliméricas sdo clivadas de forma
homogénea. Como regra basica, polimeros constituidos de grupos funcionais
muito reativos tendem a ser rapidamente degradados e sofrer eroséo
superficial, enquanto aqueles contendo grupos funcionais menos reativos
tendem a sofrer erosdo homogénea. Entretanto, a classificacdo quanto ao tipo
de erosdo sofrido pelas matrizes poliméricas é arbitraria, pois os polimeros
degradaveis podem sofrer erosdo por ambos processos, quando as condi¢coes
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ou a geometria do sistema sao apropriadas (SIEPMANN & GOPFERICH,
2001).

Estudos da cinética de degradagcdo de polimeros tém sido
extensivamente realizados. Entretanto, desde que varias caracteristicas fisicas
do sistema de liberacdo, como tamanho, é&rea superficial, porosidade e
cristalinidade, podem afetar a velocidade de degradacdo, € importante que
processo de degradacdo seja avaliado no produto final (GIUNCHEDI et al.,
1998). O conhecimento do tipo e quantidade, bem como da evolugdo dos
produtos de degradacgao hidrossollveis em funcao do tempo, € essencial nao
somente para a melhor compreensao dos mecanismos envolvidos, mas
também pelo fato de que a natureza e concentracao destes produtos afetam a
degradagao no ambiente fisiologico (MARCATO et al., 1996).

Varios trabalhos tém mostrado que a escolha das condi¢ées nas quais 0
estudo de liberacdo é realizado pode também afetar a degradagédo. Desta
maneira, para elucidar os mecanismos que determinam a liberagdo do farmaco,
parece ser essencial a avaliagdo do perfil de degradagéo das particulas. Assim,
estudos de degradacdao das microesferas de P(3HB) e P(3HB-co-3HV),
brancas e contendo ibuprofeno, foram realizados usando as mesmas
condicdes utilizadas no estudo de liberagdo, ou seja, em tampao fosfato pH 7,4
a 37 °C. Com o intuito de verificar os produtos de degradagédo destes
polimeros, um ensaio de degradacao acelerada foi realizado usando 0 mesmo
meio, mas na temperatura de 100 °C. Estudos de degradacéo das microesferas
de PLAGA foram também realizados, visando comparar as caracteristicas de
degradacao deste polimero com aquelas verificadas para as microesferas
obtidas a partir dos PHAs. A determinacao do pH, andlise dos produtos de
degradagdo por CLAE e técnicas como MEV, DSC, raio-x e FT-IR foram
utilizadas para caracterizar os fendbmenos transcorridos durante o ensaio de

degradacgéao. Os resultados obtidos serdo demonstrados a seguir.
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4.5.1 Caracterizacao dos produtos de degradacao

4.5.1.1 Determinacéo do pH

Para muitos polimeros cujo emprego em farmécia é relevante, a cinética
de degradacdo é fortemente afetada pelo pH do microambiente. Assim,
deslocamentos nos valores de pH durante a degradacdo podem conduzir a
alteracdo da velocidade de reacdo. A hidrélise de polimeros como o PLA e
PLAGA conduz a formacdo de monbémeros apresentando grupamentos
funcionais carboxilicos, os quais podem acelerar a degradagdo do polimero
pela reducao do pH. Além disso, a presenga de substancias ativas e/ou outros
excipientes podem alterar a velocidade de hidrolise das cadeias poliméricas
(SIEPMANN & GOPEFERICH, 2001).

Em nosso estudo, a determinagao do pH do meio durante a degradagao
das microesferas de PLAGA, P(3HB) ou P(3HB-co-3HV) brancas ou contendo
ibuprofeno, em tampao fosfato pH 7,4 a 37 °C, foi realizada no inicio e ap6s 30
e 90 dias de ensaio. Os valores de pH obtidos para todas as formulacées, no
inicio do experimento e apds 30 dias, foram proximas a 7,4. Porém, apds 90
dias de degradacao das microesferas de PLAGA contendo ibuprofeno, o pH do
meio caiu para 3,7, enquanto para as microesferas brancas, o pH do meio

manteve-se inalterado (Tabela 19).

TABELA 19. Valores de pH do meio de degradacao no inicio e 30 e 90 dias de

ensaio

tempo PLAGA P(3HB) P(3HB-co-HV)
(dias) brancas IBF brancas IBF brancas IBF

0 7,40+0,02 7,40+0,02 | 7,40+0,01 7,40%+0,07|7,40+0,04 7,40+0,04
30 7,47+0,02 7,39+0,02 | 7,48+0,01 7,53+0,07 | 7,57%0,07 7,60+0,06
90 7,3610,04 3,72+0,50 | 7,51+0,04 7,55+0,07|7,57+0,06 7,60+0,03
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Os monémeros gerados pela degradacado do PLAGA sao o acido latico e
o acido glicdlico, sendo caracterizados como &cidos fortes. Sua alta
solubilidade aquosa em combinagdo com seus baixos valores de pKas podem
levar a mudancas no pH do microambiente dentro dos poros da matriz
polimérica durante a erosdo. Dessa maneira, podem causar efeito
autocatalitico, levando a uma aceleragdo da degradacao do polimero dentro do
sistema, em comparacdo com a sua superficie. Porém, a difusdo de ions
hidréxido do meio de degradacdao externo (tampao fosfato pH 7,4) para o
interior do sistema é relativamente baixa. Entretanto, a proporcdo na qual os
ions hidroxido difundem pode ser suficientemente alta para neutralizar ions
hidrogénio livres dos produtos de degradacéao, resultando em uma supressao
da autocatalise (SIEPMAN & GOPFERICH, 2001). Este efeito parece ter sido
observado para as microesferas brancas de PLAGA. Entretanto, a introducao
de ibuprofeno, um farmaco que apresenta um grupamento carboxilico, pode ter
induzido a cisdo das cadeias poliméricas, acelerando, dessa forma, a
degradacgao do PLAGA.

As formulacOes preparadas a partir dos PHAs, brancas ou contendo
ibuprofeno, ndo conduziram a mudangas significativas do pH do meio de
degradacdo, podendo indicar a baixa concentracdo de oligbmeros e

monémeros formados, nas condicdes empregadas.

4.5.1.2. Determinacao dos produtos de degradacgao por CLAE

O PLAGA é um poliéster alifatico que tem recebido consideravel
interesse no desenvolvimento de novos medicamentos. Sua degradacgao in vivo
leva a formacéo de acido latico (CsHeO3) e acido glicolico (C2H4O3), os quais
sao eliminados como gas carbdnico e agua, via ciclo de Krebs. Estes polimeros
se degradam por hidrélise simples das ligagcdes éster, processo pelo qual &
catalisado por ambos, acido e base, bem como pela agao de enzimas (DUNNE
et al.,2000).
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Muitas técnicas tém sido empregadas para estudar a cinética de
degradacéo destes poliesteres. Entre elas, o monitoramento dos produtos de
degradacgao pelo uso de técnicas cromatograficas pode ser considerado um
modo simples e rapido, permitindo a analise qualitativa e quantitativa dos
mesmos (MARCATO et al., 1996). Em estudos de degradacédo do PLAGA, a
determinagdo simultdnea de acido latico e glicdlico tem sido possibilitada pela
selegcdo das condigbes cromatograficas, geralmente em métodos baseados na
utilizagcdo de sistemas de fase reversa e misturas de metanol e tampao fosfato,
com ou sem a adicdo de substdncias formadoras de pares ibnicos, como
eluente (GIUNCHEDI et al, 1998). Neste trabalho, uma solucao
metanol:tampéao fosfato 0,02 M (10:90), ajustado a pH 3,0 foi utilizada como
fase movel. O ajuste do pH foi realizado com o intuito de favorecer a formagao
da forma &cida dos mondmeros, evitando a sua dissociacdo e, portanto,
favorecendo a obtencado de picos estreitos e bem definidos. Os tempos de
retencdo do &acido glicolico e acido latico, nas condi¢des utilizadas, foram
determinados ap0s injecao de uma solugédo contendo os mondémeros puros na
concentracao de 500 pg/mL. Igualmente, as solu¢des obtidas apds degradagao
hidrolitica e térmica das microesferas foram analisadas nas condi¢cdes descritas
em 3.2.5.3.2.1.

Os padrdes de acido glicélico e acido latico demonstram picos simétricos
e bem resolvidos, apresentando tempo de retencao de 2,96 e 3,30 minutos,
respectivamente, conforme demonstrado no cromatograma obtido apds injecao
de uma solugdo contendo uma mistura dos dois monémeros (Figura 21-1).
Entretanto, os cromatogramas referentes as aliquotas retiradas do meio de
degradacao das microesferas em tampéo fosfato pH 7,4 a 37 °C nao levaram a
resultados conclusivos, uma vez que a utilizacdo do conservante,
imidazolinidiluréia, interferiu na area do pico do &acido glicélico e latico
(resultado ndo demonstrado). Por outro lado, o cromatograma obtido apds
injecdo do meio de degradacado das microesferas que foram submetidas ao
refluxo por 24 horas a 100 °C, demonstrou a presenca de dois picos com
tempos de retengcéo de 2,8 e 3,3 minutos que podem ser atribuidos ao acido
glicdlico e latico, respectivamente.
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FIGURA 21. Cromatogramas obtidos ;pés injecado da (1) solucao dos padrdes
de &cido glicélico (a) e acido latico (b) na concentracdo de 500 ug/mL e (2) da

solucao obtida apds degradacao térmica das microesferas brancas de PLAGA.

A degradacao dos PHAs, como outros poliésteres, procede por um ou
varios mecanismos incluindo hidrolise quimica, catdlise enzimatica e
degradacao térmica, sendo o mecanismo predominante dependente das
condi¢cdes ambientais. A hidrélise abiotica do P(3HB) tem sido descrita como
um processo relativamente lento sob condicées amenas, mas fatores como pH,
temperatura e grau de cristalinidade podem afeta-la profundamente. Em geral,
tem-se aceito que o P(3HB) pode ser hidrolisado em ambas solug¢des alcalina e
acida, com a reagao progredindo via cisdo randémica das ligacoes ésteres,
formacdo de oligbmeros soluveis em insoluveis e, subsequentemente,
formacao de monémeros (YU & MARCHESSAULT, 2000). Entretanto, recentes
estudos de degradacgao de filmes, granulos e precipitados de P(3HB) revelaram
que os produtos monoméricos nao sao detectados em meio acido (0,1 a 4 N
H™), mas puderam ser determinados em meio alcalino (0,1 a 4 N OH’). Este

resultado foi relacionado ao fato de que o proéton (H") pode promover tanto a
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hidrélise de uma ligacao éster, como a esterificagdo entre alcoois e acidos, e a
esterificacdo reversa pode ter sido favorecida pela proximidade dos
grupamentos acido e alcool na matriz (CHEN & YU, 2005).

O mecanismo de degradacao do P(3HB) tem sido assunto de inUmeros
trabalhos, embora quase todos tenham sido realizados utilizando filmes destes
polimeros. Além do &cido butirico (3HB), o acido 2-butendico ou acido croténico
tem sido identificado como o segundo produto de degradacédo do P(3HB) em
meio alcalino. YU e colaboradores (2005) propuseram que a formagéo do acido
croténico ocorre principalmente pela desidratagdo e hidrélise da porcao
terminal das cadeias poliméricas, sendo a propor¢ao final dos dois monémeros
dependente da velocidade da reacdo de desidratacdo e hidrélise. Para o
copolimero P(3HB-co-3HV), o &cido valérico (3HV) tem sido descrito também
como produto de degradacdo. No estudo de SCANDOLA e colaboradores
(1997), a andlise obtida por CLAE de solugbes acidificadas de produtos de
degradagdo de blendas de P(3HB-co-3HV)/P(3HB) atatico revelaram a
presenca de 3HB, porém nao foi detectada a presencga de 3HV, provavelmente
devido ao fato que o copolimero empregado para a preparagdo da blenda

continha somente 10% de unidades de 3HV.

Neste trabalho, a cromatografia liquida foi também empregada com o
intuito de avaliar a cinética de degradacdo das microesferas de P(3HB) e
P(3HB-co-3HV) e identificar os produtos de degradacdo, quando estas sao
colocadas em tampéo fosfato pH 7,4 a 37 °C ou submetidas a degradacao
térmica. As mesmas condicées cromatograficas descritas para a determinacao
dos produtos de degradacdao do PLAGA foram utilizadas, com excec¢ao do
emprego de uma maior propor¢cdo de solvente organico na fase mével para

reduzir os tempos de retengdo dos monémeros.

Os padrbes de &cido butirico e valérico, na concentragcédo de 500 pg/mL,
demonstraram picos apresentando tempo de retencao de 6,40 e 12,42 minutos,
respectivamente (Figuras 22-1 e 23-1), conforme demonstrado nos
cromatogramas obtidos ap6s a inje¢do de uma solu¢ao contendo uma mistura
destes monémeros. Nas mesmas condigdes de analise, o acido crotdnico
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demonstrou um tempo de retengéo de 5,99 minutos (Figura 22-2). Entretanto, a
presenca destes picos ndo foi constatada nos cromatogramas referentes as
aliquotas retiradas durante a degradacdo das microesferas de P(3HB) e
P(3HB-co-3HV) em tampao fosfato pH 7,4 a 37 °C, mesmo apds 90 dias de
ensaio (Figura 22-3 e 23-2). Este resultado pode estar relacionado a
degradagdo muito lenta destas particulas nestas condicbes e ao nao
aparecimento dos produtos de degradacdo no periodo testado. Quando as
microesferas de P(3HB) e P(3HB-co-3HV) foram submetidas a degradacao
térmica, um pico com tempo de retencdo de 6,2 minutos pode ser verificado no
cromatograma (Figuras 22-4 e 23-3), podendo ser atribuido ao acido butirico
e/ou crotdnico. A pequena proporcdao de 3HV (5%) no copolimero pode ter
dificultado a sua identificacdo como produto de degradacéao térmica do P(3HB-
co-3HV) e, portanto, a presenga deste mondémero ndo pdde ser visualizada

neste caso.

119



mAl

S O N O F A

1]
=
o

00 004
i

00

P
|
.

FIGURA 22. Cromatogramas obtidos apés injecao da (1) solucao dos padrdes
de acido butirico (a) e acido valérico (b) na concentracdo de 500 ug/ mL, (2)
solucdo padrao de acido crotonico (c) de 500 pg/mL, (3) solucdo tampao
fosfato com conservante (c) coletada apds 90 dias de ensaio de degradacao
das microesferas de P(3HB), (4) solucdo obtida ap6s degradacao térmica das

microesferas de P(3HB).
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FIGURA 23. Cromatogramas obtidos apds injecao da (1) solucao dos padrdes
de &cido butirico (a) e acido valérico (b) na concentragdo de 500 ug/mL, (2)
solugdo tampao fosfato com conservante (c) coletada ap6s 90 dias de ensaio
de degradacdo das microesferas de P(3HB-co-3HV), (3) solugdo obtida apos

degradacao térmica das microesferas de P(3HB-co-3HV).
4.5.2 Caracterizacao das microesferas apos degradacao
4.5.2.1 Avaliacao da morfologia das particulas
Apos incubagdo em tampao fosfato pH 7,4 a 37 °C durante 90 dias, as

microesferas de PLAGA, P(3HB) ou P(3HB-co-3HV) brancas e contendo
ibuprofeno, foram lavadas com agua, centrifugadas e liofilizadas. A morfologia
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destas particulas foi avaliada a partir de micrografias obtidas por MEV,
conforme descrito no item 3.2.5.5.2.

As micrografias obtidas a partir das microesferas de PLAGA, antes e
apods a incubacao, podem ser visualizadas na Figura 24. Como pode ser
observado nesta figura, a incubagédo das microesferas brancas de PLAGA, em
tampao fosfato a 37 °C durante 90 dias, provocou a perda do formato esférico e
o aumento da porosidade das particulas. Este resultado, também observado
por outros autores, tem sido atribuido ao tipo de erosdo sofrido pelas
microesferas de PLAGA. Geralmente, os polimeros apresentando alto peso
molecular sofrem degradacdo heterogénea e tendem a manter sua forma
devido a sua Tg estar acima de 37 °C, o que os torna relativamente
impermeaveis (DUNNE et al,, 2000; PAYNAN et al., 2003). Por outro lado,
quando o ibuprofeno encontra-se incorporado nas microesferas, pode-se
observar a completa fusdo das particulas no mesmo periodo. Este resultado
evidencia a aceleragdo do processo de degradacdo hidrolitica do polimero
causada pela presenga do farmaco, que pode estar relacionada ao fato deste
apresentar um grupamento acido em sua estrutura, conforme discutido em
4.5.1.1, mas também a reducdo da Tg do polimero conforme demonstrado por
DSC em 4.3.4.1. Ambos fatores parecem contribuir para a mais rapida

degradacao da particula na presenca de farmaco.
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FIGURA 24. Micrografias obtidas por MEV a partir das microesferas de
PLAGA: (a) brancas, 0 dia de incubacéao, (b) e (c) brancas, apds 90 dias de
incubagdo em tampao fosfato pH 7,4 a 37 °C, (d) contendo IBF, 0 dia de
incubacao, (e) e (f) apds 90 dias de incubacao em tampao fosfato pH 7,4 a 37°
C.
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Contrariamente, os resultados observados nas micrografias obtidas a
partir das microesferas de P(3HB) e P(3HB-co-3HV) demonstram a
manutengcdo do formato esférico das particulas, apés 90 dias de incubacao,
mesmo na presencga de farmaco (Figuras 25 e 26). Estes resultados estdo em
concordancia com MAIA e colaboradores (2003) que relataram a lenta
degradagdo de microesferas de PHAs em um meio similar. Enquanto,
SHISHATSKAYA e colaboradores (2005) observaram que filmes de P(3HB) e
P(3HB-co-3HV) demonstraram resisténcia a degradacdo hidrolitica em
condicbes ambientais semelhantes. Por outro lado, a presenca de grandes
poros é observada apds 90 dias de incubacao, principalmente nas microesferas
de P(3HB). Este resultado pode estar relacionado a mais rapida degradacao
das regides amorfas do polimero (EDLUND & ALBERSTSSON, 2000). Neste
caso, a elevada cristalinidade e o peso molecular parecem ter sido os fatores
que predominantemente afetaram a degradacao in vitro destes polimeros.
Igualmente, o uso de um copolimero contendo 5% de 3HV, ndo pareceu afetar
a velocidade de degradagédo das particulas no periodo testado. Em adi¢do a
este resultado, alguns autores observaram aumento progressivo da velocidade
de degradagdo com conteudo de 3HV no copolimero acima de 20 mol%
(POUTON & AKTHTAR, 1996).
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FIGURA 25. Micrografias obtidas por MEV a partir das microesferas de P(3HB):
(a) brancas, 0 dia de incubacao, (b) e (c) brancas, apds 90 dias de incubacao
em tampéo fosfato pH 7,4 a 37° C, (d) contendo IBF, 0 dia de incubagéo, (e) e
(f) apds 90 dias de incubagao em tampéo fosfato pH 7,4 a 37° C.
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FIGURA 26. Micrografias obtidas por MEV a partir das microesferas de P(3HB-
co-3HV): (a) brancas, 0 dia de incubacao, (b) e (c) brancas, ap6s 90 dias de

incubagdo em tampao fosfato pH 7,4 a 37° C, (d) contendo IBF, 0 dia de
incubacéo, (e) e (f) apds 90 dias de incubagéo em tampao fosfato pH 7,4 a 37°
C.
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4.5.2.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A calorimetria exploratéria diferencial foi empregada com o intuito de
verificar o comportamento térmico das particulas apés terem sido submetidas a
um periodo prolongado de incubagédo em tampao fosfato pH 7,4 a 37 °C. A
reducao da transigcéo vitrea de poliésteres tem sido associada a degradacao do
polimero, uma vez que esta diretamente relacionada a captura de agua pelas
particulas e reducdo do peso molecular. Esta diminuicdo pode resultar na
deformacgéo das particulas, em decorréncia da formagao de um polimero mais
flexivel e macio, propenso a agregacao (DUNNE et al., 2000; PANYAM et al.,
2003). Desta maneira, a degradacao das microesferas brancas de PLAGA
pbde ser verificada por DSC, visto que houve a reducao da Tg do polimero em
cerca de 12 °C, apds incubagao (Tabela 20), estando este resultado de acordo

com aqueles visualizados por microscopia eletronica.

TABELA 20. Resultados obtidos apds analise das microesferas de PLAGA
brancas por DSC, antes e ap6s incubagdo em tampéo fosfato pH 7,4 a 37 °C.

Tempo de incubagéo (dias) Tg (°C)
0 50,59
90 37,98

Tg = transicao vitrea.

Da mesma forma, a redugdo da Tg também foi verificada apds a
incubacdo das microesferas brancas de P(3HB), mas o seu grau de
cristalinidade foi similar aquele obtido antes da degradacédo (Tabela 21). Em
contrapartida, para as microesferas de P(3HB-co-3HV) nao foi observado
alteracdo nos valores de Tg (Tabela 22). Estes resultados corroboram com a

baixa degradabilidade das microesferas, nas condigbes testadas.
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TABELA 21. Resultados obtidos apds andlise das microesferas de P(3HB)
brancas por DSC, antes e ap6s incubagdo em tampéo fosfato pH 7,4 a 37° C.

Tempo de incubagao Tg (°C) Tm (°C)  AHexp (J/g) x¢ (%)
(dias)

0 6.57 175,97 83,34 57,08
90 -2.18 162,43 84,22 57,68

Tg = transigdo vitrea; Tm = temperatura de fusdo; AH exp = entalpia de fusdo encontrada no
experimento; X, = grau de cristanilidade estimado

TABELA 22. Resultados obtidos apds analise das microesferas de P(3HB-co-
3HV) brancas por DSC, antes e apds incubagdo em tampéo fosfato pH 7,4 a
37°C.

Tempo de incubagao Tg (°C) Tm (°C)  AHexp (J/g) x¢ (%)
(dias)

0 24,61 163.97 70,15 48,05
90 25,62 165,69 66,08 45,26

Tg = transigdo vitrea; Tm = temperatura de fusdo; AH exp = entalpia de fusdo encontrada no
experimento; X, = grau de cristanilidade estimado

4.5.2.3 Difragcdo de Raio-X

Possiveis alteragdes na cristalinidade das particulas também foram
avaliadas ap6s a obtengcdo dos difratogramas de raio-x das amostras de
microesferas submetidas a incubacao. Os difratogramas de difracao de raio-x
foram obtidos conforme descrito no item 3.2.3.5 e encontram-se demonstrados
nas Figuras 27, 28 e 29. Conforme pode ser observado, nenhuma alteracao
ocorreu nos modelos de difracao e, portanto, na cristalinidade das
microesferas, apds o ensaio de degradacgao, para os trés polimeros estudados,

estando estes resultados de acordo com aqueles obtidos por DSC.
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FIGURA 27. Difratogramas de raio x obtidos a partir das microesferas de
PLAGA (a) antes e (b) ap6s a incubagéo em tampéo fosfato pH 7,4 a 37 °C.
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FIGURA 28. Difratogramas de raio x obtidos a partir das microesferas de
P(3HB) (a) antes e (b) apods a incubacdo em tampao fosfato pH 7,4 a 37 °C.
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FIGURA 29. Difratogramas de raio x obtidos a partir das microesferas de
P(3HB-co-3HV ) (a) antes e (b) apbs a incubagdo em tampao fosfato pH 7,4 a
37 °C.
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4.5.2.4 Espectroscopia de absor¢cdo no infravermelho com transformada de
Fourier (FT-IR)

A espectrofotometria de absorg&o no infravermelho com transformada de
Fourier (FT-IR) também foi utilizada para a caracterizacdo das microesferas
brancas, antes e apds a incubagdo em tampao fosfato pH 7,4 a 37 °C. E
possivel observar nos espectros obtidos a partir das microesferas brancas de
PLAGA, antes e ap0s o ensaio de degradacado do PLAGA (Figura 30),a 1750 e
1130, 1090 cm™, referentes ao grupamento C=0 e C-O, da ligagdo éster, e a
1450, 1360 e 750 cm' referente aos grupamentos C-H na molécula
(KIREMITCI-GUMUSDERELIOGLU & DENIZ, 1999). Além desses, mostra
picos também a 3500 cm™ (O-H), indicando que o processo de degradacdo ndo
afetou a estrutura quimica do polimero, ndo formando, dessa maneira, novos

compostos.
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FIGURA 30. Espectros de FT-IR obtidos a partir das microesferas de PLAGA

(a) antes e (b) apds a incubagado em tampéo fosfato pH 7,4 a 37 °C.

Igualmente, para as microesferas de P(3HB) e P(3HB-co-3HV), os

espectros demonstram picos caracteristicos a 1720 cm” e 1278 cm’,
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referentes ao grupamento C=0 e C-O, da ligacao éster, antes e apds terem
sido submetidas a incubacgéo. Estes espectros ndo apresentam as absorc¢des
caracteristicas dos produtos de hidrdlise, como o estiramento referente ao
anion COO™ a 1444 cm™ e o estiramento C=C a 1654 cm™', que seria esperado
observar com a reacdo de desidratacdo da porcao terminal da cadeia
polimérica, e subsequente formagdo de acido crotonico (Figuras 31 e
32).(CHEN & YU, 2005). Portanto, os espectros sugerem que a estrutura
quimica das microesferas ndo sofreu alteracdo induzida pela

incubacao.
bw
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FIGURA 31. Espectros de FT-IR obtidos a partir das microesferas de P(3HB)
(a) antes e (b) apdés a incubacdo em tampdo fosfato pH 7,4 a 37 °C.
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FIGURA 32. Espectros de FT-IR obtidos a partir das microesferas de P(3HB-
co-3HV) (a) antes e (b) apos a incubagédo em tampéo fosfato pH 7,4 a 37 °C.
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Considerando o conjunto dos resultados é possivel concluir, sobretudo a
partir da analise morfolégica, DSC e medidas de pH do meio apds incubacao,
que as microesferas de PLAGA sofreram maior degradacgao hidrolitica, sendo a
mesma tendo sido acelerada pela presenca do ibuprofeno. Apesar da CLAE ter
indicado a formagéo de produtos de degradagao do P(3HB) e P(3HB-co-3HV)
em temperatura elevada, estes produtos ndao foram identificados apds 90 dias
de incubagéo das microesferas em tampao fosfato pH 7,4 a 37 °C, mesmo na
presenca do farmaco. Além disso, a incorporacdo de 5% de 3HV, para
formacao do copolimero P(3HB-co-3HV), ndo provocou alteragdo visivel no
perfil de degradacao das microesferas, conforme seria esperado. Do contrario,
as micrografias obtidas por MEV sugerem uma maior degradacdo das
microesferas de P(3HB), a qual pode estar correlacionada a mudanga do grau
de cristalinidade do polimero ap6s tratamento térmico, realizado para permitir a
sua dissolugdo em diclorometano. Assim, o grau de cristalinidade do polimero
formador da matriz e o peso molecular demonstraram ser os principais fatores
que definiram a degradagdo das microesferas de PHAs, apontando, portanto,
para o emprego de estratégias que visem alterar estas caracteristicas para
tornar estes polimeros aplicaveis ao desenvolvimento de sistemas de liberagcao

de farmacos.
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5.CONCLUSOES

133



A preparagdo de microesferas de PLAGA, P(3HB) e seu copolimero
P(3HB-co-3HV), pela técnica de emulsificagdo/evaporacdo do solvente,
mostrou-se viavel, empregando-se diclorometano e &gua como

solventes da fase interna e externa, respectivamente.

A eficiéncia de encapsulacao e o teor de ibuprofeno nas particulas foram
maiores quando os PHAs foram empregados para a obtencado da matriz

polimérica.

As formulagbes contendo a proporcdo farmaco:polimero de 1:2
apresentaram cristais de farmaco nao encapsulados, conforme
observado pelas micrografias obtidas por MEV, indicando que ocorreu a
saturacao dos carreadores para esta proporcao.

As microesferas de PHAs apresentaram diametro médio maior (cerca
de 40 um) quando comparadas aquelas preparadas com PLAGA (cerca
de 27 pm); o tamanho das microesferas obtido foi satisfatorio para a

administracao intramuscular.

A técnica empregada conduziu a obtengdo de particulas esféricas
independente do polimero utilizado. Entretanto, a utilizagdo do PLAGA
conduziu a obtengao de particulas de superficie lisa, enquanto aquelas
preparadas com os PHAs apresentaram superficie mais rugosa e

porosa.

As microesferas obtidas a partir dos PHAs apresentaram area superficial
maior quando comparadas aquelas preparadas com PLAGA, em
decorréncia de sua maior porosidade.

As técnicas de DSC e raio-x evidenciaram a natureza amorfa do PLAGA
e das microesferas preparadas a partir deste polimero. Por outro lado,
ambos P(3HB) e P(3HB-co-3HV) puros e as microesferas obtidas a

partir destes polimeros apresentaram-se como materiais semicristalinos.
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O grau de cristanilidade do ibuprofeno em todas formulagbes preparadas
com a proporgao farmaco:polimero de 1:4 foi baixo, indicando que o
farmaco encontra-se preferencialmente disperso na forma molecular na
matriz polimérica. Quando o PLAGA foi empregado para a obtencao da
matriz polimérica, a introduc¢ao do ibuprofeno conduziu ao abaixamento

significativo da Tg do polimero.

A interacdo farmaco-polimero nas microesferas nao pode ser

demonstrada pelo emprego da técnica de FT-IR.

O perfil de liberagdo do ibuprofeno a partir das microesferas de PLAGA
demonstrou ser mais lento e controlado quando comparado as
microesferas de PHAs, que proporcionaram uma rapida liberagdo do
farmaco nas duas primeiras horas. A elevada porosidade das particulas
de PHAs e a localizagao do farmaco no carreador parecem ter sido os
fatores que determinaram esta rapida liberacao.

Os estudos de degradacao in vitro, realizado em tampao fosfato pH 7,4
a 37 °C, evidenciaram a mais rapida degradagédo das microesferas de
PLAGA, quando comparadas com aquelas obtidas a partir dos PHAs.
Por outro lado, quando a degradacao foi realizada em temperatura
elevada, os produtos de degradacao dos trés polimeros utilizados foram
evidenciados por CLAE.

A presenca de ibuprofeno acelerou a degradacao das microesferas de
PLAGA, conforme demonstrado por MEV e DSC. Esta aceleracédo pode
ser atribuida ao caréater acido deste farmaco e ao abaixamento da Tg do

polimero.
Apos 90 dias de degradacdo em tampéo fosfato pH 7,4 a 37 °C, as

microesferas de ambos PHAs mantiveram a sua estrutura esférica.

Entretanto, a presenca de grandes poros foi observada nas microesferas
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de P(3HB) apéds este periodo, sugerindo que houve a degradagdo de
regides amorfas do polimero.

O uso de um copolimero apresentando 5% de 3HV nao pareceu alterar

o perfil de degradacao das microesferas.

O conjunto dos resultados indicou que a maior cristalinidade, em relacao
ao PLAGA, e provavelmente o elevado peso molecular dos PHAs foram
os fatores responsaveis pela sua lenta degradacdo. Desta maneira,
estratégias que visem alterar estas caracteristicas devem ser usadas

para tornar estes polimeros aplicaveis a administragdo parenteral.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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