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RESUMO

No presente estudo foram preparadas microparticulas de poli(3-hidroxibutirato)
contendo piroxicam e cetoprofeno como farmacos modelo através da técnica de
emulsdo-evaporagcdo do solvente O/A. A influéncia de alguns parametros do
processo sobre a eficiéncia de encapsulacado do piroxicam foi avaliada através de
um planejamento fatorial do tipo 2. A eficiéncia de encapsulagéo do farmaco variou
de 5,5 a 89,8 %. Microparticulas ocas e irregulares, contendo cristais de farmaco na
superficie foram obtidas quando se utilizou 5 mL de cloroférmio como fase interna da
emulsdo. Através do ensaio de liberagao in vitro evidenciou-se que, apds 8 h, todo o
farmaco havia sido liberado para o meio. Microparticulas esféricas, com superficie
externa rugosa e porosa foram obtidas quando se utilizou 20 mL de diclorometano
como fase interna e adicionou-se isopropanol a fase externa da emulsdo. Estas
microesferas foram capazes de controlar a liberagdo do piroxicam durante 50 h.
Utilizando essas condicdes, foi possivel obter microesferas contendo cetoprofeno
com as mesmas caracteristicas morfolégicas. No entanto, a liberagdo apresentou um
pronunciado efeito burst inicial, seguido da liberacdo da totalidade do farmaco apds
24 h.

Microparticulas compostas contendo microesferas de PHB revestidas ou inseridas
em uma matriz de quitosana foram preparadas através da técnica de emulsao-
evaporacgao do solvente S/A/O com o objetivo de diminuir o efeito burst e prolongar a
liberacdo dos farmacos. A utilizacdo de diferentes concentragées de quitosana na
fase interna da emulsao influenciou as caracteristicas morfolégicas e o tamanho das
microparticulas compostas. Microparticulas contendo diversas microesferas de PHB
inseridas em uma matriz de quitosana foram obtidas quando se utilizou uma solucao
contendo 3 % do polissacarideo como fase interna. A influéncia da concentragéo de
quitosana e de reticulante (glutaraldeido) sobre a quantidade de piroxicam e
cetoprofeno liberados apds 45 min e sobre a eficiéncia de dissolucdo em 168 h foi
avaliada através de planejamento fatorial, indicando que ambas as varidveis
influenciaram as respostas. Uma diminuicdo significativa do efeito burst e um
prolongamento da liberagdo dos farmacos foram observados especialmente quando

maiores concentragdes de quitosana e de glutaraldeido foram empregadas.
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ABSTRACT

In this study, poly(3-hydroxybutyrate) microparticles containing piroxicam were
prepared by the oil-in-water emulsion-solvent evaporation method. The effects of
some process conditions on drug encapsulation efficiency were determined using a
2° factorial design. The piroxicam loading efficiency varied from 5.5 to 89.8 %. Hollow
and irregular microparticles with drug crystals on their surfaces were obtained when 5
mL of chloroform was used as the internal phase. In the release study, all of the
piroxicam was released to the dissolution medium (phosphate buffer pH 7.4) after 8
h. Small spherical microspheres with a rough and porous polymeric matrix were
obtained when 20 mL of dichloromethane was used as the internal phase and
isopropanol was added to the external aqueous phase. These microspheres
controlled the piroxicam release for approximately 50 h. It was possible to obtain
ketoprofen microspheres with the same morphological characteristics by using the
same conditions, but a high burst release was observed, followed by the release of
the total amount of the drug after 24 h.

PHB/chitosan composite microparticles were prepared by solid-water-oil emulsion
solvent evaporation technique with the aim to reduce the burst effect and to prolong
the drug release. The size and the morphological characteristics of the composite
microparticles were influenced by the chitosan concentration in the emulsion internal
phase. Reservoir-type microparticles, composed by various PHB microspheres into a
chitosan matrix were obtained when a 3% of chitosan solution was used as internal
phase. In order to determine the effect of chitosan and cross linker (glutaraldehyde)
concentration on the piroxicam and ketoprofen release after 45 min and on the
dissolution efficiency at 168 h, the experiments were performed using a factorial
design, indicating that both independent variables influenced the responses. A
significant reduction of burst effect and a prolonging of drug release were observed,
especially when high chitosan and glutaraldehyde concentrations were used.



CAPITULO 1

INTRODUCAO

O crescimento da area de medicamentos tem levado ao desenvolvimento de
novos sistemas de liberacdo de farmacos, a qual tem sido uma éarea de intensa
pesquisa nos ultimos anos e de grande interesse para a industria farmacéutica. Os
sistemas de liberagédo prolongada de farmacos apresentam uma série de vantagens,
como a diminuigdo no numero de administragdes diarias do medicamento, a redugao
dos efeitos adversos locais ou sistémicos e a redugdo da toxicidade, tornando
possivel obter-se uma melhoria na ades&o dos pacientes ao tratamento'. Diversas
estratégias tecnolégicas vém sendo estudadas para a elaboracdo desses sistemas,
entre elas a microencapsulacdo. As microparticulas apresentam como principal
vantagem a versatilidade de aplicacao através de diferentes vias de administracao,
principalmente através das vias oral, ocular, intramuscular e intra-articular.

Diversos polimeros tém sido utilizados no preparo de microparticulas para
uso farmacéutico, entre eles os polimetacrilatos, polimeros e copolimeros do &acido
latico e do acido glicolico (PLA, PLG e PLGA), poli(e-caprolactona), derivados
celulésicos (etilcelulose, metilcelulose, acetobutirato de celulose), entre outros.
Especialmente quando a via parenteral € almejada, os polimeros utilizados na
elaboragdo das microparticulas devem ser biocompativeis e biodegradaveis, os
quais devem sofrer degradacao in vivo originando produtos toxicologicamente
seguros que serdo eliminados pelas vias metabdlicas normais.

Os poli(hidroxialcanoatos) [PHAs] sao poliésteres sintetizados por bactérias
a partir de substratos naturais e sdo considerados polimeros promissores para
utilizacdo em sistemas de liberacdo de farmacos, especialmente devido a sua
biodegradabilidade e biocompatibilidade. Entre os principais polimeros que fazem
parte deste grupo estdo o poli(3-hidroxibutirato) [PHB] e o poli(hidroxibutirato-co-
hidroxivalerato) [PHBV]2.. O PHB vem sendo amplamente produzido no Brasil
utilizando matérias-primas de baixo custo como o agucar da cana, tornando-se uma
alternativa interessante e de custo acessivel para utilizagdo em sistemas de
liberacdo de farmacos. No entanto, uma das limitagbes quanto ao emprego desse
polimero é o elevado grau de cristalinidade e a alta velocidade de cristalizagdo®*, o



que resulta na obtencdo de microparticulas com matriz rugosa e porosa,
promovendo a rdpida liberacdo do farmaco e dificultando o controle da sua
liberagao®”.

A liberacao de grande quantidade da substancia ativa nos primeiros minutos
apdés o contato com o meio aquoso, conhecida como burst release, € comumente
observada em microparticulas preparadas a partir de diversos polimeros e pode ser
ocasionada por inumeros fatores, como a presenca de farmaco proximo a superficie
das particulas e as caracteristicas da matriz polimérica, como porosidade®. O efeito
burst, mesmo quando visto como uma consequéncia desejavel, € imprevisivel e
dificil de controlar, podendo levar ao aparecimento de efeitos adversos®.

Entre as estratégias que podem ser utilizadas para reduzir o efeito burst e
prolongar a liberagdo de fa&rmacos a partir de sistemas microparticulados destacam-
se a otimizacdo das condicbes do processo de preparacdo das microesferas e
também a elaboragcdo de sistemas mais complexos, como microparticulas
compostas, formadas por diversas microesferas inseridas em uma matriz polimérica
ou por uma unica microesfera recoberta por uma camada de polimero. Esses
sistemas apresentam uma barreira adicional a difusdo do farmaco, possibilitando a
reducdo do efeito burst e o prolongamento da sua liberagdo'®.

Neste trabalho propds-se, em uma primeira etapa, a avaliacdo das
condigbes do preparo de microesferas de PHB contendo os antiinflamatoérios nao
esteroidais piroxicam (PXC) e cetoprofeno (CET) como farmacos modelo, através da
técnica de emulsédo/evaporacao do solvente, de forma a obter microesferas de PHB
que apresentassem caracteristicas adequadas e que permitissem o controle da
liberacdo dos farmacos. Os antiinflamatorios ndo esteroidais (AINEs) causam
irritacdo da mucosa gastrintestinal quando administrados por via oral, fato que
justifica a sua utilizagdo na forma de sistemas de liberagdo controlada,
especialmente na forma de sistemas multiparticulados, os quais tendem a se
espalhar uniformemente no trato gastrintestinal, evitando a concentragédo do ativo em
um Gnico local e diminuindo, desta forma, a irritacdo local'’. Além disso, esses
farmacos podem ser administrados através de outras vias, como a intramuscular e a
intra-articular, as quais justificam a sua incorporagdo em microparticulas preparadas
a partir de polimeros biocompativeis e biodegradaveis, especialmente sistemas
capazes de prolongar a liberagdo desses farmacos, diminuindo a freqténcia de

administragao e os efeitos adversos.



A outra proposta deste estudo foi desenvolver uma técnica para o preparo
de microparticulas compostas de PHB e quitosana, com o objetivo de diminuir o
efeito burst e prolongar a liberacdo dos farmacos. A quitosana também €& um
polimero de origem natural, biocompativel, biodegradavel, atéxico e amplamente
utilizado na area farmacéutica'®'®. Assim como o PHB, a quitosana é produzida no
Brasil, o que torna acessivel a sua aquisicao, sem a necessidade de importacao.

Considerando a crescente busca por novos materiais com caracteristicas
adequadas para serem utilizados em sistemas de liberagao controlada de ativos, as
vantagens relacionadas a utilizagdo do PHB e da quitosana e a inexisténcia de
estudos relacionados a obtencédo de microparticulas compostas utilizando estes dois

polimeros, torna-se evidente a importancia da realizagao deste estudo.



CAPITULO 2

OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

O objetivo geral do presente trabalho foi preparar e caracterizar microesferas
de PHB e microparticulas compostas de PHB/quitosana com caracteristicas

adequadas para prolongar a liberagao do piroxicam e do cetoprofeno.

2.2 Objetivos especificos:

e Preparar microesferas de PHB contendo piroxicam ou cetoprofeno através da
técnica de emulsao e evaporacgao do solvente.

e Avaliar a influéncia de parametros do processo de microencapsulacao sobre a
eficiéncia de encapsulacao dos farmacos e a morfologia das microesferas.

e Avaliar o perfil de liberagdo do piroxicam e do cetoprofeno presente nas
microesferas através de ensaios de dissolugao in vitro.

e Verificar a ocorréncia de interacdes entre os farmacos e a matriz polimérica, bem
como alteracbes das formas polimérficas do piroxicam ap6s o processo de
microencapsulagao.

e Desenvolver uma metodologia para a obtencdo de microparticulas compostas de
PHB/quitosana, utilizando o método de emulsdo-evaporacao do solvente.

e (Caracterizar as microparticulas compostas quanto a morfologia, tamanho e
eficiéncia de encapsulacao dos farmacos.

e Avaliar o perfil de liberagdo do piroxicam e do cetoprofeno das microparticulas
compostas de PHB/quitosana através de ensaios de dissolucao in vitro.

e Avaliar a influéncia da concentracdo de quitosana na fase interna da emulsao e
da concentracao de reticulante sobre o efeito burst e o prolongamento da

liberac&o dos farmacos.



CAPITULO 3

REVISAO DE LITERATURA

3.1 Microencapsulacao de farmacos

Microencapsulacédo é a técnica que permite encapsular substancias sélidas
ou liquidas no interior de matrizes poliméricas ou revesti-las com polimeros'*'°.
Atualmente, a microencapsulacdo vem sendo utilizada em diversas areas. Na area
farmacéutica, pode ser empregada com as seguintes finalidades:

e controlar ou prolongar a liberacao de farmacos;

e diminuir as flutuagbes plasmaticas de certos farmacos, diminuindo a
ocorréncia de efeitos colaterais, especialmente quando administrados
por via oral;

e proteger substancias que degradam facilmente pela acdo de agentes
externos, como umidade, luz e oxigénio, promovendo uma melhoria na
sua estabilidade;

e proteger farmacos degradaveis no trato grastrointestinal, como
proteinas e hormoénios;

e mascarar 0 sabor e/ou odor desagradaveis de certas substancias,

entre outras aplicacdes'*®.

As microparticulas poliméricas podem ser denominadas de microesferas ou
microcapsulas, diferindo com relacdo a estrutura final da particula, conforme
representado na Figura 1. As microcapsulas apresentam uma parede polimérica de
espessura variavel, contendo um nucleo totalmente isento de material polimérico,
sendo que o farmaco pode estar presente na parte interna ou no revestimento. As
microesferas, por outro lado, sdo constituidas por uma matriz polimérica com
caracteristicas morfolégicas semelhantes em toda a extensdo, na qual o farmaco

encontra-se distribuido’*'®18,
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Figura 1. Representacdo esquematica de microesferas e microcapsulas poliméricas,
indicando possiveis distribuicdes do farmaco.

As microparticulas apresentam didmetro médio variando entre 1 uym e 1 mm
ou mais, sendo a escolha da via de administracdo dependente do tamanho das
particulas. Através da via oral podem ser administradas microparticulas com
diferentes tamanhos. Para administrag@o através da via intramuscular, por exemplo,
o tamanho da microparticulas ndo deve exceder 150 uym. Por outro lado, quando a
via endovenosa é almejada, particulas com tamanho menor do que 1 ym devem ser

utilizadas, as quais sdo denominadas de nanoparticulas'*'®.

3.2 Métodos para a obtencao de microparticulas

A selecao do método utilizado para obtencdo de microparticulas depende
das caracteristicas do farmaco, do material polimérico que sera utilizado como matriz
e das caracteristicas das microparticulas que se deseja obter. As técnicas mais
comumente empregadas sdo a coacervacao ou separacao de fases, spray drying e a
emulsdo/evaporacio do solvente .

A coacervacao é uma das técnicas mais antigas empregadas no preparo de
microparticulas e esta relacionada ao fenbmeno de separagao de fases em sistemas
coloidais. A fase coloidal, rica em polimero, constitui 0 coacervado. A deposicao do
coacervado em torno de particulas solidas, liquidas, em solucdo, suspensao ou
emuls&o e posterior endurecimento, leva a formacéo das microparticulas''’.

A técnica de spray drying consiste na atomizacdo de uma solugdo ou

suspensdo do farmaco e do polimero no interior de uma cémara aquecida. A



atomizacao produz pequenas particulas liquidas e o aquecimento leva a evaporacao
do solvente e, consequentemente, a formagéo das microparticulas®.

O método de emulsdo e evaporacdo do solvente consiste em dissolver o
polimero e o farmaco em um solvente organico e posteriormente emulsificar em uma
solucdo aquosa, contendo um estabilizante ou emulsificante, sob agitacdo. A
evaporacdao do solvente organico, realizada em temperatura adequada, leva a
formacgao das microparticulas. A emulséo obtida por esta técnica é denominada 6leo
em agua (O/A) e aplica-se apenas nos casos em que o polimero e o farmaco sao
insoluveis em &gua. Baixas eficiéncias de encapsulacdo sao obtidas quando se
utilizam farmacos hidrossoluveis, uma vez que estes tendem a difundir e solubilizar-
se na fase aquosa®'?.

No entanto, esta técnica pode ser modificada e utilizada para encapsular
substancias soluveis em &agua. Neste caso, pode-se utilizar o processo de
emulsificagéo 6leo em éleo (O/O) ou o processo de emulsdo multipla agua em dleo
em agua (A/O/A). No primeiro caso, o polimero e o f&rmaco contidos em um solvente
polar sdo emulsificados em uma fase oleosa imiscivel, na presengca de um
emulsificante’?*. No caso da emulsdo multipla 4gua em 6leo em agua (A/O/A), o
farmaco é solubilizado em uma fase aquosa e emulsificado em um solvente organico
nao miscivel contendo o polimero, formando uma emulsao agua em 6leo (A/O). Esta
emulsdo primaria é vertida em uma solugcdo aquosa contendo um emulsificante,
originando desta forma uma emulsao multipla A/O/A?*#°,

As caracteristicas das microparticulas obtidas pela técnica de emulséo e
evaporagao do solvente, bem como a liberacdo de farmacos a partir da matriz
polimérica, dependem da concentragdo, solubilidade, massa molar, entre outras
propriedades fisico-quimicas do polimero, dos solventes empregados, do tipo e
concentracdo do emulsificante, das caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, da
velocidade de agitagdo, temperatura, bem como da velocidade de remogdo do
solvente'*2°,

A presenga de um estabilizante ou emulsificante na fase externa da emulséo
€ um fator critico para a obtencdo de particulas esféricas individuais. A funcado do
emulsificante é prevenir a agregagdo das microesferas durante a evaporagdo do
solvente, bem como promover a estabilizacdo das goticulas de solvente durante o

processo de evaporacdo??®, O estabilizante mais utilizado é o poli(alcool vinilico)



(PVA). No entanto, outros emulsificantes também vém sendo empregados, como a
gelatina, alginato, hidroxipropilmetilcelulose, polissorbatos, entre outros.

O tipo e concentracdo do emulsificante utilizado afeta principalmente o
tamanho das microparticulas. Maia e colaboradores (2004)*° produziram
microesferas de PHB empregando diversas concentracbes de PVA na fase aquosa
da emulsao e evidenciaram que, quando foi utilizada a concentragdao de 0,5 % de
PVA, o tamanho das microparticulas obtidas foi cerca de 10 vezes maior do que
quando se utilizou 2,0 % de PVA. Os autores demonstraram que nao foi possivel a
obtencdo de microesferas individuais na auséncia do estabilizante. Resultados
semelhantes foram obtidos por Lee e colaboradores (2000)*°, os quais utilizaram
diversas concentragdes de polissorbato 80 no preparo de microesferas de
polimetacrilatos (Eudragit®).

A velocidade de evaporacao do solvente organico, que esta relacionado com
a difusdo para a fase externa e posterior evaporagao na interface liquido-ar, é outro
fator que afeta as caracteristicas das microparticulas, bem como a liberacdo do
farmaco. O processo de evaporacado do solvente pode ser realizado sob pressao
atmosférica ou reduzida, em diferentes temperaturas®.

Chung e colaboradores (2001)' estudaram o efeito da velocidade de
evaporagdo do solvente sobre as caracteristicas de microesferas de PLLA. A
evaporacao do diclorometano, utilizado como solvente da fase interna da emulsao,
foi realizada sob pressao atmosférica (760 mmHg) e presséo reduzida (160 mmHg).
Microesferas com superficie externa lisa foram obtidas quando foi utilizada pressao
atmosférica para evaporacdo do solvente organico. Por outro lado, quando o
processo de evaporagcao foi realizado sob pressdo reduzida, as microparticulas
apresentaram-se porosas e com superficie rugosa. Diferengas foram observadas,
também, com relacdo a eficiéncia de encapsulagdo da lidocaina, sendo que a
quantidade de farmaco encapsulado foi maior quando o processo foi realizado sob
pressao atmosférica.

Uma variavel desta técnica, que também pode ser utilizada, € o método de
extracao do solvente, que consiste em aumentar a solubilidade do solvente organico
na fase externa, conduzindo a um aumento da velocidade de eliminagdo do mesmo
a partir da fase interna. Meng e colaboradores (2004)* adicionaram 6 % de
isopropanol a fase externa aquosa para extrair o diclorometano, utilizado como

solvente da fase interna da emuls&o. Este processo foi comparado com o método



convencional de evaporacao do solvente, sendo observadas diferencas com relacéao
a eficiéncia de encapsulagao de albumina bovina e ao tamanho das microesferas.
Outros trabalhos avaliam a influéncia de parametros do processo de
encapsulacdo sobre as caracteristicas das microesferas, como velocidade de
agitacao, temperatura de evaporagdo do solvente, quantidade e massa molar de
polimeros, relagdo entre o volume das fases interna e externa, entre outras
variaveis, as quais podem afetar as caracteristicas das microparticulas, bem como a

liberagdo de farmacos'>*%34,

3.3 Microparticulas compostas

Entre as estratégias que podem ser utilizadas para controlar a liberagéo de
farmacos a partir de sistemas microparticulados pode-se citar a preparagdo de
microparticulas compostas a partir de dois ou mais polimeros, as quais podem ser
do tipo core-shell ou um reservatério de microparticulas. Denomina-se core-shell
quando uma unica particula é recoberta com uma ou mais camadas de espessura
variavel, normalmente constituidas por um outro polimero'®. As microparticulas
compostas formadas por diversas particulas dispersas em um segundo polimero,
conforme representado na Figura 2, serdao denominadas neste trabalho de

microparticulas do tipo reservatério.

revestimento microparticulas
()
microparticula matriz polimérica

Figura 2 — Representagdo esquematica de uma microparticula do tipo core-shell e de uma
microparticula do tipo reservatorio.

A principal finalidade da utilizacdo deste tipo de sistema é promover uma
barreira adicional a difusao do farmaco, diminuindo o efeito burst, muito comum no

caso de microesferas, e também prolongar a liberagdo do ativo. Com este objetivo,
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alguns trabalhos foram desenvolvidos, como o preparo de microparticulas de PLGA
recobertas com uma camada de alginato e outra de quitosana®, microesferas de
PHBV contendo ibuprofeno recobertas com diversas camadas de polissacarideos®,
microparticulas de quitosana do tipo core-shell recobertas com acetato de celulose®’,
incorporagdo de nanoparticulas de poli(e-caprolactona) em microparticulas de
polimetacrilatos e etilcelulose®, entre outros. Além disso, microparticulas do tipo
core-shell podem ser empregadas como sistemas bifasicos de liberagdo, nos quais
dois farmacos séo liberados de maneira controlada e em tempos distintos, estando
um presente no nicleo e outro na camada externa®.

A técnica de emulsao-evaporacao do solvente também pode ser utilizada no
preparo de microparticulas compostas. No entanto, € necessario que os polimeros
empregados sejam imisciveis, para que ocorra a separacao de fases e a formagao
das microparticulas compostas. Diversas variaveis desta técnica vém sendo
utilizadas e alguns exemplos serdo descritos a seguir.

Lee e colaboradores (2002)% utilizaram a técnica de emulsdo O/O/A para a
elaboracdo de microparticulas de PLGA recobertas com PLLA. Solugdes dos
polimeros em diclorometano foram preparadas separadamente, em diferentes
concentracoes, e depois misturadas sob agitacdo formando uma emulsao O/O. Em
seguida, a emulsado foi gotejada em uma solugado aquosa de PVA, originando uma
emulsdo multipla do tipo O/O/A. A evaporag¢do do solvente levou a formagéao das
microparticulas compostas, em decorréncia da imiscibilidade dos polimeros
empregados. A emulsdo multipla A/O/A também vem sendo utilizada na elaboracéo

837 o de microesferas do tipo core-shelF®.

de microparticulas do tipo reservatério
Morita e colaboradores (2001)° prepararam microesferas do tipo reservatério
utilizando o sistema S/O/O/A (sélido-6leo-6leo-agua). Primeiramente, um polimero
hidrofilico e a albumina bovina foram solubilizados em agua e liofilizados. Através da
elaboracao de um diagrama de fases ternario PLA/PLGA/diclorometano observou-se
que ocorre a separacdo de fases quando a concentracdo dos polimeros excede
determinado nivel. As microparticulas liofilizadas foram, entdo, dispersas em uma
fase organica (diclorometano) na qual os polimeros (PLGA e PLA) encontravam-se
solubilizados, levando a formacado de uma fase interna rica em PLGA e uma fase
externa rica em PLA. Esta fase organica foi, entdo, adicionada a uma solucao

aquosa contendo metilcelulose, sob agitagdo, formando uma emulsao S/O/O/A. A
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evaporacao do solvente levou a formacao de microparticulas compostas de PLGA
inseridas em uma matriz de PLA.

Além desta, outras técnicas vém sendo empregadas no preparo de
microparticulas compostas, como a deposicao auto organizada camada por camada
de polissacarideos no recobrimento de microesferas pré-formadas® e também
técnicas mais sofisticadas, utilizando aparatos especificos para a obtencao deste

tipo de microparticula™.

3.4 Poli(hidroxialcanoatos)

Os PHAs sao poliésteres sintetizados por diferentes bactérias a partir de
substratos naturais, a exemplo do acucar da cana. Estes polimeros acumulam-se na
célula bacteriana na forma de granulos, os quais sédo extraidos utilizando-se
solventes organicos ou através da ruptura da membrana celular por agdo mecanica,
quimica ou enzimatica*®*'.

Entre os principais representantes desta classe de polimeros destacam-se o
poli(3-hidroxibutirato), o poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) e o poli
(hidroxibutirato-co-hidroxihexanoato), PHB, PHBV e PHBHHX, respectivamente®®*!,

cujas estruturas quimicas das unidades monoméricas estdo representadas na

Figura 3.
i ? 1 R: metil = PHB
CH—CH,—C—0 R: etil = PHBV
R: propil = PHBHHx

Figura 3. Férmula estrutural da unidade monomeérica dos poli(hidroxialcanoatos).

O PHB, quando extraido a partir de diferentes fontes bacterianas, apresenta
essencialmente propriedades similares: elevado grau de cristalinidade (cerca de 60-
80 %), temperatura de transicao vitrea em torno de 0 °C e temperatura de fusdo em
torno de 170-180 °C*'*2. A biodegradabilidade e a biocompatibilidade sdo as
principais propriedades do PHB que possibilitam a sua utilizagdo na area médica. A
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degradagcédo in vivo do PHB origina o &acido 3-hidroxibutirico, um componente
presente no organismo. PHB de baixa massa molar complexado a outras
macromoléculas possui a capacidade de penetrar nas células, podendo ser
encontrado no citoplasma e em fluidos intracelulares. Além disso, a administracao
oral ou parenteral de derivados de 3-hidroxiacidos provoca um aumento das cetonas
corporais, originando uma série de efeitos benéficos, como aumento da eficiéncia
cardiaca e controle de peso, podendo ser utilizados no tratamento do diabetes e de
outras desordens metabdlicas. Sendo assim, o PHB, além de nao ser toxico as
células, apresenta propriedades nutricionais e terapéuticas®.

A maioria dos trabalhos utilizando PHB encontrados na literatura concentra-
se na obtencao de filmes a partir do polimero puro, de seus copolimeros ou de
blendas com outros polimeros ou plastificantes, com o objetivo de avaliar a sua

biodegradabilidade e propriedades mecanicas**®

ou visando sua utilizacao na area
médica, especialmente em estudos de reposicdo 6ssea*’*®. Alguns trabalhos tém
sido publicados envolvendo a preparacao de microparticulas de PHB para o controle
da liberagao de farmacos e encontram-se descritos a seguir.

Maia e colaboradores (2004)* prepararam microesferas de PHB e PHBV
pelo método de emulsdo e evaporacao do solvente e estudaram o efeito de alguns
parametros utilizados no processo sobre as caracteristicas das microparticulas.
Estudos de degradacédo in vitro evidenciaram que as microesferas de PHB
apresentaram cerca de 2 % de perda de massa apds 30 dias de incubacdo em
tampao pH 7,4 a 37 °C, enquanto que a perda de massa das microparticulas de
PHBYV foi de 6 %, em virtude deste polimero possuir menor grau de cristalinidade.

Martin e colaboradores (2000)° produziram microparticulas de PHB através
da técnica de emulséo e evaporacao do solvente O/A e A/O/A. Em ambos os casos
as particulas obtidas apresentaram-se porosas e com superficie externa rugosa, fato
atribuido pelos autores a rapida velocidade de cristalizagdo do polimero. As
microparticulas preparadas através da técnica A/O/A apresentaram estrutura interna
multivesicular. No entanto, ndo foram realizados estudos de liberacao de farmacos a
partir destes sistemas.

Conway e colaboradores (1997)° prepararam microesferas a partir de
diversos polimeros, entre eles PLA, PHB e PHBV, para encapsulacao de albumina
bovina. A eficiéncia de encapsulacado deste composto foi menor quando se utilizou o

PHB, sendo que os autores atribuiram este fato a alta cristalinidade do polimero.
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Estudos de liberacao in vitro evidenciaram que os sistemas contendo PHB liberaram
a albumina bovina mais rapidamente do que as matrizes contendo PHBV. Os
autores atribuiram este fato a diferencas de porosidade das matrizes poliméricas,
uma vez que a liberacdo da albumina a partir da microesfera ocorre por difusao
através dos poros formados na matriz durante o processo de obtengéo.

Resultados semelhantes foram obtidos por Gangrade e Price (1991)*, que
prepararam microesferas de PHB e PHBV contendo progesterona, através da
técnica de emulsdo e evaporacao do solvente. As microesferas de PHB
apresentaram estrutura mais porosa e liberagdo do farmaco mais rapida do que as
preparadas com PHBV.

Kassab e colaboradores (1997)°° prepararam microesferas de PHB
contendo rifampicina através da técnica de emulsdo e evaporagdo do solvente
utilizando diferentes condi¢cées, como velocidades de agitacdo, concentragdes de
emulsificante e diferentes quantidades de farmaco. Apesar da obtengédo de elevadas
eficiéncias de encapsulacdo da rifampicina, a liberacdo do farmaco a partir das
microesferas ocorreu rapidamente.

Trabalhos mais recentes propdéem realizar modificagdes na estrutura do
polimero, com o objetivo de modificar as suas propriedades, como a sintese de um
copolimero em bloco (PHB-PEG-PHB) capaz de originar nanoparticulas do tipo core-
shell em meio aquoso, as quais podem ser utilizadas como sistemas de veiculacao

de farmacos®'.

3.5 Quitosana

A quitosana é um polissacarideo derivado do processo de desacetilagdo da
quitina, que constitui a maior fracdo do exoesqueleto de insetos e crustaceos. A
cadeia polimérica da quitosana € formada principalmente por unidades de B-(1—4)-
2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose, conforme representado na Figura 4. No
organismo, a quitosana é degradada por diferentes lisozimas originando o composto
N-acetil glicosamina, o qual é excretado como diéxido de carbono®®. Apresenta
propriedades de biocompatibilidade, biodegradabilidade, mucoadesividade, baixa
toxicidade e acdo antimicrobiana, caracteristicas que a tornam um material

promissor para utilizagcdo na area médica®>>*.
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Figura 4 — Férmula estrutural da unidade monomérica da quitosana.

Diversos trabalhos vém sendo desenvolvidos visando a elaboragdo de micro
e nanoparticulas de quitosana para liberagcado controlada de farmacos. Os principais
parametros que influenciam as propriedades fisico-quimicas da quitosana e,
consequentemente, a liberagcdo de farmacos a partir de microparticulas preparadas
com este polissacarideo sdo a sua massa molar e o seu grau de reticulagdo®.

Alguns trabalhos mostram que quando se utiliza quitosana de alta massa
molar, tem-se um efeito burst menos pronunciado e um maior prolongamento da
liberagdo de ativos quando comparada as de baixa e média massa molar®*®°.

Por ser um polimero hidrofilico, a quitosana ndo é capaz de prolongar a
liberacao de ativos durante longos periodos de tempo, havendo a necessidade de
ser reticulada. A reticulagdo da quitosana pode ser realizada através de agentes
quimicos, como glutaraldeido, glioxal, genipina, gliceraldeido ou agentes fisicos,
como o tripolifosfato. O glutaraldeido é o reticulante mais comumente empregado,
cuja reacgao de reticulagdo com a quitosana encontra-se representada na Figura 5. O
grupamento aldeido forma ligagdes covalentes do tipo imina com o0s grupamentos
amino da quitosana. O polimero reticulado apresenta um menor grau de

intumescimento e a matriz de quitosana torna-se mais compacta®®.
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Figura 5 — Esquema da reagao de reticulagao da quitosana com glutaraldeido.

Gupta e Jabrail (2006)°” prepararam microesferas de quitosana reticuladas
com glutaraldeido e glioxal e observaram que a reticulagdo com glioxal originou
microesferas mais hidrofobicas e compactas, capazes de sustentar a liberacdo do
farmaco por um periodo de tempo maior. Resultados semelhantes foram obtidos por
Anal e colaboradores (2006)°%, em que microesferas de quitosana reticuladas com
tripolifosfato foram capazes de prolongar a liberacdo da ampicilina. Da mesma
maneira, Yuan e colaboradores (2007)*° observaram que microesferas de quitosana
nao reticulada liberaram a albumina bovina muito mais rapidamente do que as
microesferas reticuladas com genipina e que o grau de reticulacdo da quitosana
depende da concentracéo do reticulante e do tempo de reticulacao.

Microparticulas de quitosana também vém sendo preparadas em associacao
com outros polimeros, como PLGA®, alginato®® e etilcelulose®’. Shih e
colaboradores (2007)°® prepararam microparticulas de PHB/quitosana em diferentes
composicoes (1:1, 3:1 e 5:1) através da técnica de emulsdo/evaporacéo do solvente
simples e mlltipla. Através de ensaios de difracdo de raios-X, os autores
evidenciaram a presenca de um pico que nao pertencia ao padrdo de nenhum dos
componentes isolados e atribuiram este evento a um produto formado pelas ligagcoes
cruzadas entre o PHB e a quitosana. Estudos de incorporagcéo e liberagdo de
farmacos nédo foram realizados.
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Alguns estudos relacionados a caracterizacdo de blendas de quitosana e
PHB ja foram realizados. Como exemplo pode-se citar o trabalho de Ikejima e Inoue
(2000)%2, que prepararam filmes contendo estes polimeros em diferentes proporgées
e observaram que ocorreu um decréscimo significativo do grau de cristalinidade do
PHB na presenca de quitosana devido a formacao de ligagdes de hidrogénio entre
os grupos carbonila do PHB e os grupos hidroxila e amina da quitosana. Além disso,
estudos de biodegradabilidade dos filmes evidenciaram que o sistema
PHB/quitosana degradou mais rapidamente do que aqueles contendo apenas

quitosana.

3.6 Piroxicam e cetoprofeno

O piroxicam e o cetoprofeno (Figura 6) s&o farmacos antiinflamatoérios néo-
esteroidais utilizados principalmente no tratamento da osteoartrite e artrite
reumatoide, artrite idiopatica juvenil, gota e outros processos inflamatérios e
dolorosos. Dependendo do uso proposto, podem ser administrados por via oral,
retal, ocular, intramuscular ou tépica®*.

O cetoprofeno (pKa = 4,6) e o piroxicam (pKa = 6,3) sdo acidos fracos e
possuem baixa solubilidade em agua, a qual é dependente do pH do meio. Kallinteri
e colaboradores (2001)%° avaliaram a solubilidade do piroxicam em solugdes
aquosas com diferentes valores de pH (3,7; 5,0 e 7,0) e evidenciaram que a
solubilidade do piroxicam aumenta gradativamente com o aumento do pH. O
cetoprofeno apresenta um comportamento semelhante. A solubilidade de saturagéao
desse farmaco em tampao pH 4,0, a 37 °C, é de 0,28 mg mL", a qual aumenta para
3,68 mg mL" em pH 6,0°.

O piroxicam apresenta polimorfismo, podendo apresentar-se sob diferentes
formas:

e duas formas polimorficas denominadas o € B (I), as quais possuem a mesma
estrutura intramolecular, mas diferentes ligagcbes de hidrogénio intra e
intermolecular;

e a forma pseudopolimérfica de monoidrato (Il), onde o hidrogénio endlico é
transferido ao nitrogénio do grupo piridina, sendo obtida a partir da

precipitagdo do farmaco em agua °®”®.
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A solubilidade das formas polimorficas do piroxicam também apresentam
diferencas. De acordo com Vreéer (2003)%°, a forma de monoidrato apresenta menor
solubilidade em meio aquoso (pH 1,2) do que as formas a e . Por outro lado,
estudos da cinética de dissolucéo realizados em suco gastrico artificial mantido a
temperatura de 37+0,5 °C e velocidade de agitagdo de 100 rpm demonstraram que a
forma de monoidrato apresenta uma velocidade de dissolucdo maior do que as

formas polimérficas a e B.

Figura 6 — Estrutura quimica das diferentes formas polimérficas do piroxicam (I, 1) e do
cetoprofeno (l11).

Microesferas contendo piroxicam vém sendo preparadas a partir de
diferentes polimeros, como PLG"®, polianidrido'® e policarbonato®, visando controlar
a sua liberacao através das vias oral, ocular e intramuscular.

O cetoprofeno apresenta um curto tempo de meia-vida plasmética e deve
ser administrado 3 ou 4 vezes ao dia para a manutengdo dos niveis plasmaticos.
Com o objetivo de prolongar a liberagao por via oral e, conseqientemente, diminuir a
freqiéncia das administragdes diarias e minimizar os efeitos adversos, este farmaco
vem sendo incorporado em microparticulas utilizando polimeros como etilcelulose e
carboximetilcelulose”’, polimetacrilatos’ e poli(dimetil dialil cloreto de aménio)/poli
(estirenossulfonato) [PDDA/PSS]™.
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CAPITULO 4

OBTENGCAO E CARACTERIZACAO DE MICROESFERAS DE PHB CONTENDO
PIROXICAM OU CETOPROFENO

Nesta primeira parte do trabalho foram preparadas microesferas de PHB
contendo piroxicam ou cetoprofeno como farmacos modelo, através da técnica de
emulsédo-evaporagdo do solvente O/A. Ensaios preliminares evidenciaram uma
grande dificuldade em encapsular o piroxicam através do método proposto. Sendo
assim, a avaliagdo das condigdes do processo para a obtencdo de altos valores de
eficiéncia de encapsulacdo desse farmaco foi considerada uma interessante meta a
ser alcancada, cujo planejamento fatorial direcionou o0s experimentos a serem

realizados.

4.1 MATERIAIS E METODOS
4.1.1 Materiais

PHB (Mn = 312.800 g mol™" e grau de polidispersdo de 1,23, determinado
através de cromatografia de permeacédo em gel) foi gentiimente cedido pela PHB
Industrial (Serrana, SP). O piroxicam foi obtido da Deg Imp. de Produtos Quimicos
(Sao Paulo, SP), o cetoprofeno da All Chemistry (Sdo Paulo, SP) e o poli(alcool
vinilico) (massa molar de 92.000 g mol”, conforme especificacdo do fabricante) da
Vetec (Rio de Janeiro, RJ). Isopropanol (Nuclear), diclorometano (Tedia Company) e
cloroférmio (Nuclear) foram utilizados sem nenhuma purificagdo. Para as andlises de
espectrofotometria utilizou-se cloroférmio grau UV/HPLC (Vetec) e para o preparo do
tampé&o fosfato pH 7,4 utilizou-se fosfato de sddio (Nuclear) e hidréxido de sodio
(Merck).
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4.1.2 Obtencao das microesferas de PHB/PXC

As microesferas de PHB/PXC foram preparadas através da técnica de

emulsdo e evaporacao do solvente O/A, conforme representado na Figura 7.

Fase interna

Farmaco
Polimero Fase externa
Solvente organico dgua
(cloroférmio ou diclorometano) PVA

isopropanol

Emulsdo O/A

\ QQ o) Evaporagdo do
(o]

o solvente orgdnico
)
o 0% % d
S 9%0p o Coleta e secagem das
2 microparticulas

Figura 7. Esquema de obtengao das microesferas através do método de emulséo e
evaporacgao do solvente O/A.
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O polimero (500 mg) e o farmaco (200 mg) foram solubilizados no solvente
organico (fase interna) e entdo emulsificados em 200 mL de uma solugdo aquosa
contendo 0,15 % (p/v) de PVA como estabilizante e 6 % (v/v) de isopropanol (fase
externa). A emulsdao foi mantida sob agitacdo, em um agitador magnético com
velocidade de 700 rpm, a temperatura ambiente, até a completa evaporagdo do
solvente orgéanico. As microparticulas foram lavadas com agua destilada,
decantadas, secas em estufa a vacuo a temperatura ambiente e armazenadas em
dessecador.

Aliquotas da emulsdo foram coletadas apds a adicao da fase interna a fase
externa, em diferentes tempos do processo, colocadas sobre uma lamina de vidro e
em seguida observadas e fotografadas em microscopio éptico Zeiss Axiostar Plus
MC 80 DX.

Com o objetivo de avaliar a influéncia de algumas condicées do processo
sobre a eficiéncia de encapsulacdo do PXC, foi elaborado um planejamento fatorial
do tipo 2°. Na Tabela 1 encontram-se descritas as variaveis independentes e os
niveis investigados. Os oito experimentos, elaborados de acordo com este
planejamento fatorial, estdo descritos na Tabela 2. Os resultados foram avaliados
através de analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey, utilizando o

software GraphPad Prism®.

Tabela 1 — Variaveis independentes e seus niveis investigados no preparo das
microparticulas de PHB contendo PXC.

Variaveis independentes Menor nivel (-) Maior nivel (+)

Tipo de solvente org:)nlco da fase interna cloroférmio diclorometano
Volume do solvente organico da fase
interna (B) 5mL 20 mL

Adicao de isopropanol a fase externa (C) sim néao
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Tabela 2 — Experimentos realizados de acordo com o planejamento fatorial 2°.

) Fase interna Fase externa aquosa
Formulagao g:’ghé'ﬁ?:g Volume (mL) Adi¢ao de isopropanol
1 cloroférmio 20 nao
2 cloroférmio 5 nao
3 cloroférmio 20 sim
4 cloroférmio 5 sim
5 diclorometano 20 nao
6 diclorometano 5 nao
7 diclorometano 20 sim
8 diclorometano 5 sim

4.1.3 Obtencao das microesferas de PHB/CET

Microesferas de PHB contendo cetoprofeno foram preparadas através da
técnica de emulsao-evaporacéo do solvente O/A descrita no item anterior, utilizando
as condi¢cdes descritas para as formulacdes 5 e 7 (Tabela 2).

4.1.4 Determinacao do teor de farmaco e da eficiéncia de encapsulacao

Para a determinacgéo do teor de PXC e CET nas microparticulas foi utilizado o
método de espectrofotometria de absor¢ao na regido do ultravioleta. Foram pesadas
microparticulas que correspondessem a uma massa conhecida de farmaco (da
ordem de 10 mQ), considerando-se uma eficiéncia de encapsulacao de 100 %. Apos
a adicao de 10 mL de cloroférmio, as amostras foram mantidas em frascos vedados,
sob agitacéo, até a solubilizacdo do polimero e do farmaco. Em seguida, a solugéo
foi diluida até a concentracdo estimada de 10 mg L™ e a absorbancia determinada
em 327 nm para o PXC e 254 nm para o CET, utilizando cloroférmio como branco. O
teor de farmaco nas microesferas foi calculado a partir de uma curva de calibracao.

A eficiéncia de encapsulacao (EE%) foi determinada através da Equacao 1:

quantidade de farmaco encapsulada

EE% = x100 (1)

quantidade total de farmaco adicionada
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4.1.5 Avaliacao da morfologia das microparticulas

A morfologia da superficie externa das microparticulas foi avaliada através de
microscopia eletrénica de varredura (MEV). Amostras de cada formulagdo foram
fixadas em um suporte metélico, recobertas com uma fina camada de ouro e
observadas em microscopio eletrénico Philips XL30.

Para avaliagdo da morfologia interna das microparticulas, foram utilizados
dois procedimentos: i) as microparticulas foram congeladas em nitrogénio liquido e
um corte transversal foi obtido com o auxilio de uma Iamina; ii) as amostras foram
inseridas em uma resina de glicerol poliglicidil éter (PELCO® Eponate 12 ™). Em
seguida, foram obtidos cortes ultrafinos com faca de diamante, utilizando um crio-
ultramicrétomo Leica, na temperatura de — 70 °C. As amostras foram recobertas com
uma camada de carbono e ouro, em metalizador Bal-Tec MD 020 (Balzers). A
morfologia das particulas foi examinada em microscopio eletrénico de varredura com
fonte de emissao de campo (Jeol JSM-6340F) operado com voltagem de aceleragéao
de 3 kV.

4.1.6 Avaliacao do diametro das microparticulas

O diametro médio das microparticulas foi determinado apés a medicao das
particulas visualizadas nas micrografias ampliadas, através do diametro de Martin,
que corresponde ao comprimento do segmento do perimetro projetado da
particula’. No caso das particulas ndo esféricas, padronizou-se a medida do maior

didmetro.
4.1.7 Calorimetria exploratdria diferencial

Amostras dos farmacos, do polimero puro e das microparticulas foram
submetidas a ensaios de calorimetria exploratoria diferencial (DSC), assim como
uma amostra de piroxicam monoidrato. Essa forma foi obtida experimentalmente,
adicionando-se uma determinada quantidade do farmaco a um recipiente contendo
agua destilada e, apds 24 h, o farmaco foi coletado e seco a temperatura ambiente.

Utilizou-se um equipamento DSC-50, da marca SHIMADZU, calibrado com
indio (T = 156,6 °C). Uma massa conhecida das amostras foi colocada em cadinho
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de aluminio e aquecida a 10 °C min” sob atmosfera de nitrogénio com vazao de 50

mL min™.
4.1.8 Difracao de Raios-X de po

O estado fisico do piroxicam nas microparticulas foi avaliado utilizando um
difratémetro de raios-X Philips X’Pert com radiagdo CuKa (A =1.54056 A), na faixa
de 5° a 35° com passo de 0,05° e tempo de 1 s.

4.1.9 Distribuicao do tamanho de poros

As isotermas de adsorg¢ao/dessorg¢ao de nitrogénio a -196 °C foram coletadas
em um equipamento Quantachrome Autosorb, apds as amostras serem submetidas
a temperatura de 40 °C, sob vacuo, durante 4 h. A distribuicdo do tamanho de poros
foi calculada de acordo com o método proposto por Barret, Joyner e Hallenda (BJH),

através das isotermas de adsorc¢ao.
4.1.10 Perfil de liberacao do farmaco in vitro

Microparticulas contendo o equivalente a 45 mg de farmaco foram colocadas
em frascos vedados, seguido da adicdo de 30 mL de tampao fosfato pH 7,4
(condicdo sink) e mantidas em banho-maria Yamato BT25, a 37 + 2 °C, sob
agitacao. Em intervalos pré-determinados, foram retiradas aliquotas de 4 mL e igual
volume de tampédo foi reposto. A concentracdo de PXC e CET no meio foi
determinada através de espectrofotometria de absorcao na regidao do UV, em Anax =
360 nm para o PXC e Anax = 260 nm para o CET. Utilizando uma curva de calibracao
(faixa de concentragdo de 1,0 a 20,0 mg L™ de farmaco), calculou-se a percentagem
de PXC e CET liberada para o meio em fungéao do tempo. Ap6s o término do ensaio,
as microparticulas foram lavadas com agua destilada, centrifugadas (centrifuga
Sorvall RT 6000B), secas em estufa a vacuo e caracterizadas quanto a morfologia e

distribuicdo do tamanho de poros, conforme descrito anteriormente.
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4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.1 Determinacao do teor de farmaco e da eficiéncia de encapsulacao

A eficiéncia de encapsulacdo de farmacos no interior de microparticulas
poliméricas preparadas através da técnica de emulsdo-evaporacdo do solvente
depende das caracteristicas fisico-quimicas do farmaco e do polimero, bem como
das condig¢es utilizadas no processo, como o tipo e volume dos solventes das fases
interna e externa da emulséo, a proporcao farmaco/polimero, o tipo e concentracao
do estabilizante, entre outros.

A eficiéncia de encapsulagao e o teor de PXC nas microparticulas preparadas
de acordo com o planejamento fatorial encontram-se descritos na Tabela 3. O
aumento da viscosidade da solugdo devido a utilizagdo de um menor volume de
solvente orgéanico (formulagdes 2, 4, 6 e 8 — Tabela 2) levou a obtengdo de maiores
valores de EE% em relacdo as demais formulagdes. Resultados semelhantes foram
obtidos por Yang e colaboradores ao prepararem microesferas de PDLLA contendo
albumina bovina. Maiores valores de EE% foram obtidos quando a concentracdo do
polimero na fase interna da emulsao foi aumentada, sendo justificada pela formacao
de goticulas mais densas as quais dificultaram a difusdo da albumina bovina para a
fase externa, originando elevados valores de EE%’°.

Através da analise de variancia (Tabela 4), pdde-se verificar que as variaveis
estudadas influenciaram a eficiéncia de encapsulacado do PXC (Fcaiculado > Ftabelado; O
= 0,05). A aplicacédo do teste de Tukey (dms = 17,7) para comparar os valores de
EE% indicou que o aumento do volume do solvente organico de 5 para 20 mL
originou um decréscimo significativo na eficiéncia de encapsulacdo do PXC
(formulacdes 1, 3 e 5 — Tabela 2), exceto quando se utilizou diclorometano como
solvente da fase interna e isopropanol foi adicionado a fase externa (formulagao 7).
Nesse caso, a adicdo de isopropanol como co-solvente aumentou a solubilidade do
diclorometano na fase aquosa, facilitando a sua extracdo. A rapida eliminacédo do
solvente organico contribuiu para acelerar a solidificagcdo das microparticulas e,
consequientemente, dificultar a migragdao do PXC para a fase externa, promovendo a
sua encapsulagao no interior das particulas. A adicdo de um co-solvente que tenha
elevada afinidade pela fase externa promove a rapida eliminacdo do solvente da
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fase interna, pois atua como um agente extrator, aumentando a solubilidade do

solvente volatil na fase externa®.

Tabela 3. Eficiéncia de encapsulagéo e teor de piroxicam nas microparticulas

de PHB.
1 10,6 +1,8 32+05
2 89,8 + 4,3 25,8 +1,2
3 10,0+1,8 27+05
4 53,4+ 10,5 15,4 + 3.1
S 55133 1,6 £0,9
6 61,4+1,0 19,9+ 0,2
7 57,7+24 16,6 + 0,7
8 71,0+£2,5 21,4+0,5

Tabela 4. Resultados da analise de variancia obtidos utilizando os valores de
eficiéncia de encapsulacdo como variavel dependente.

Soma dos Média dos

quadrados quadrados F

A 251,22 251,22 12,61*

B 9235,21 9235,21 463,44

C 152,52 152,52 7,65"
Interacdo AB 742,56 742,56 37,26*
Interagao AC 2470,09 2470,09 123,95*
Interagéo BC 1572,12 1572,12 78,89"
Interacdo ABC 10,24 10,24 0,514

Residuo 159,42 19,93
Total 14593,39

A (tipo de solvente orgéanico: diclorometano ou cloroférmio); B (volume do solvente
organico: 5 mL ou 20 mL); C (adi¢cdo de isopropanol a fase externa aquosa: sim ou
nao). Fip (DF = 1;8) = 5,32 (a0 = 0,05). *significativo para o = 0,05.
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A Figura 8-A mostra as goticulas do solvente organico contendo o PXC e o
polimero solubilizados, correspondendo ao inicio do processo de preparacado das
microesferas. Apds 1 h houve uma redugcao do tamanho das goticulas em virtude da
evaporacao do solvente, sendo possivel observar alguns cristais de farmaco
proximos a superficie das goticulas, conforme indicados pelas setas inseridas na
Figura 8-B e com maior aumento na Figura 8-C. Na regido proxima as microesferas
solidificadas foram observados diversos cristais de PXC ndo encapsulados,
conforme mostrado na parte aumentada que se encontra inserida na Figura 8-D.
Esses cristais de farmaco nado encapsulados originados durante a difusdo do
solvente orgéanico para a fase aquosa foram removidos durante a etapa de lavagem

das microparticulas, originando os baixos valores de EE%.

Figura 8 — Fotografias de microscopia Optica ilustrando diferentes tempos do processo de
preparo das microparticulas de PHB/PXC (formulagao 5): A (inicio do processo, aumento de
100X); B (ap6s 1 h de agitagdo, aumento de 100X); C (apds 1 h de agitagdo, aumento de
400X); D (final do processo, aumento de 100X); E (final do processo, aumento de 400X). As
setas indicam os cristais de farmaco nao encapsulado.

O planejamento fatorial empregado neste estudo teve como objetivo
selecionar as condigdes do processo que possibilitassem uma maior eficiéncia de
encapsulacdo do PXC no interior das microparticulas de PHB. Através dos
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resultados apresentados na Tabela 3, as formulacdes 2 e 7 foram selecionadas para
a continuacao dos ensaios. Essas formulacdes serdo identificadas, a partir de agora,
como F2 e F7. Embora utilizando as formulacdes 4, 6 e 8 tenha sido possivel obter
altos teores de farmaco encapsulado, as mesmas foram excluidas em virtude de
apresentarem-se na forma de grandes aglomerados.

Uma vez otimizadas as condicoes do processo para a obtencdo das
microparticulas de PHB contendo PXC, foram empregadas as condi¢gdes descritas
nas formulacdes 5 e 7 para preparar as microesferas contendo CET, pois estas
condi¢oes levaram a obtencdo de microparticulas com caracteristicas morfoldgicas
adequadas. Os resultados mostrados na Tabela 5 indicam que, de maneira analoga
ao que ocorreu com o PXC, uma maior quantidade de CET foi encapsulado quando
isopropanol foi adicionado a fase externa. No entanto, utilizando as condi¢des
descritas na formulagcdo 5, maiores valores de eficiéncia de encapsulagdo foram
obtidos quando o CET foi empregado como farmaco modelo, apesar desse farmaco
apresentar uma maior solubilidade aquosa do que o PXC'®®. Nas fotografias da
emulsao em diferentes tempos do processo de preparo das microesferas (Figura 9)
nao foram observados cristais de CET na fase aquosa ap6s a evaporacao do
diclorometano, indicando que a perda de farmaco para o meio externo ocorreu
predominantemente pela solubilizacdo do CET no meio, ao contrario do que ocorreu
quando o PXC foi utilizado como farmaco modelo.

Por apresentarem maiores teores de farmaco encapsulado, as microparticulas
obtidas a partir da formulagdo F7 foram selecionadas para a continuagado dos
ensaios e serao designadas por microesferas PHB/CET.

Tabela 5. Eficiéncia de encapsulacao e teor de cetoprofeno nas microesferas

de PHB.
- Eficiéncia de Teor de farmaco
Formulagao encapsulacao (%) (mg %)
5 38,7+ 3,6 11,1+0,5

7 56,6 + 1,1 18,6 £0,2
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Figura 9 — Fotografias de microscopia éptica ilustrando diferentes tempos do preparo das
microparticulas de PHB/CET (formulagdo 5): A (inicio do processo, aumento de 100X); B
(final do processo, aumento de 100X).

4.2.2 Caracterizacao das microparticulas

4.2.2.1 Morfologia

Na Figura 10 encontram-se as micrografias das microparticulas obtidas a
partir da formulagdo F2, as quais apresentaram formas irregulares, interior oco e
tamanho médio de 487 £ 89 um. Cristais de PXC aderidos a superficie dessas

particulas foram observados nas micrografias com maior aumento (Figura 10-B).

Figura 10 - Micrografias de microscopia eletrénica de varredura das microparticulas de
PHB/PXC obtidas a partir da formulagéo F2: A (corte transversal) e B (superficie).
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Por outro lado, as microesferas provenientes da formulacao F7 apresentaram
forma esférica, diametro médio de 31,1 £ 9,2 um e superficie externa rugosa (Figura
11-A). No interior destas particulas observou-se a predominancia de uma matriz
polimérica densa e algumas pequenas cavidades (Figura 11-B). Nao foram
observados cristais de PXC aderidos a superficie dessas particulas utilizando um
maior aumento (Figura 11-C). Segundo Martin e colaboradores, a rugosidade da
matriz polimérica esta relacionada ao elevado grau de cristalinidade do PHB e é
normalmente observada em microesferas de PHB preparadas através da técnica de
emulsdo-evaporacao do solvente®.

As diferencas no tamanho médio das particulas podem ser associadas a
concentracdo de PHB na fase interna da emulsdo. Quando se utilizou um menor
volume de solvente organico na formulagao F2, a solugdo contendo o farmaco e o
polimero tornou-se mais viscosa e, consequentemente, mais resistente a
fragmentacao em pequenas goticulas durante a agitacao, originando microparticulas

com maior tamanho.

Figura 11 - Micrografias de microscopia eletrénica de varredura das microparticulas de
PHB/PXC obtidas a partir da formulagdo F7: A (microesfera), B (corte da microparticula
inserida em uma resina) e C (superficie com maior aumento).
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As curvas de distribuicdo do tamanho de poros obtidas a partir do método
BJH (Figura 12), mostraram a predominancia de poros com dimensdes da ordem de
25 A nas microparticulas obtidas a partir da formulacdo F2 e da ordem de 20 A nas
microesferas F7. Poros com maiores dimensdes, na faixa de 30 a 40 A, também
foram observados nessas microparticulas. A rapida evaporagdo do solvente é um
parametro relacionado ao processo de encapsulacao que favorece a formacao de
poros na matriz’®. Neste caso, a adicdo de isopropanol acelerou a extracdo do

diclorometano, fato que pode ter contribuido para a formagao dos poros.
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Figura 12 — Curvas de distribuicdo de tamanho de poros calculadas a partir do método BJH
das microparticulas obtidas a partir das formulagdes F2 e F7. Dv(d) corresponde a derivada
da fungéo que descreve o volume em fungao do didmetro do poro.

As microesferas de PHB/CET apresentaram caracteristicas morfolégicas
semelhantes as de PHB/PXC (F7), pois foram elaboradas utilizando as mesmas
condigbes experimentais (formulagéo 7). Microparticulas esféricas, com auséncia de
cristais de farmaco aderidos a superficie externa e tamanho médio de 32,5 + 11,2

MM podem ser visualizadas nas micrografias (Figura 13).
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Figura 13 - Micrografias de microscopia eletrénica de varredura das microparticulas de
PHB/CET.

4.2.2.2 Calorimetria exploratéria diferencial e difracao de raios-X

Analises de calorimetria exploratéria diferencial e difracdo de raios-X de po6
foram realizadas com o objetivo de avaliar a ocorréncia de alteragdes no grau de
cristalinidade do PHB e dos farmacos, bem como alteracées das formas polimorficas
do PXC. O piroxicam pode apresentar-se de trés diferentes formas: a (agulha), B
(cbica) ou monoidrato®”®°. A cinética de cristalizacdo e a polaridade dos solventes
utilizados determinam a cristalizagdo do farmaco em cada uma destas formas®®.

As curvas DSC do PHB, dos farmacos e das microparticulas sdo mostradas
na Figura 14. O PHB apresenta duas temperaturas de fusdo, a 166 °C e 176 °C, o
CET a 97 °C e 0 PXC a 204 °C. No entanto, quando esse farmaco foi mantido em
meio aquoso durante 24 h, um pico em 122 °C foi observado, o qual corresponde a
desidratagéo da forma de monoidrato®.

Nas curvas DSC das microparticulas de PHB/PXC (F2 e F7) observa-se
apenas um evento endotérmico correspondente ao processo de fusdo, deslocado
para uma temperatura mais baixa em relagdo a temperatura de fusdo dos
componentes puros. A auséncia do pico de fusdo do farmaco na temperatura de 204
°C poderia ser um indicativo de que o PXC estaria molecularmente disperso na

matriz polimérica, na forma amorfa. No entanto, os difratogramas das
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microparticulas F2 e F7 (Figura 15-C e D) mostram picos em 26 igual a 12,0° e
26,5° evidenciando a presenca de PXC na forma cristalina. Além disso, cristais do
farmaco foram observados nas micrografias da superficie das microparticulas F2. Os
valores de entalpia de fusdo dos componentes puros e das microesferas,
apresentados na Tabela 6, sugerem que o PXC esta fundindo na mesma faixa de
temperatura do polimero, uma vez que o AH; do evento endotérmico presente na
curva DSC das microparticulas é igual ao somatério do AH; dos componentes
isolados, considerando a proporcao de PHB/PXC presente nas microesferas.

A presenga do pico em 122 °C na curva DSC e os picos caracteristicos do
PXC monoidrato no difratograma das microparticulas F2 e F7 (26 igual a 12,0° e
26,5%) evidenciam a presenca de PXC nesta forma polimérfica, indicando que as
condi¢oes utilizadas no processo de microencapsulagao favoreceram a conversao
do PXC para a forma de monoidrato.

Na curva DSC das microparticulas de PHB/CET é possivel observar os picos
de fuséo caracteristicos do CET (96 °C) e do PHB (164 °C). A partir dos valores de
entalpia de fusdo (Tabela 6), tem-se uma diminuicdo do AH; do CET presente nas
microparticulas, em comparagdo ao AH; do farmaco puro. A partir desses valores foi
possivel determinar o grau de cristalinidade do farmaco através da Equagéo 2. Uma
diminuigdo acentuada da cristalinidade do CET presente nas microesferas foi
observada, sendo determinado 14 % na forma cristalina. Resultados semelhantes
foram obtidos por Ricci e colaboradores, quando incorporaram o cetoprofeno em

microesferas de PLA”.

AHf
N

Xc% =100 x

Onde:

Xc% € o grau de cristalinidade
AH; é a entalpia de fus&o do farmaco na microesfera

AH{ é a entalpia de fus&o do farmaco puro
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O grau de cristalinidade do PHB, calculado a partir da Equacao 2, foi de
60,3%, tomando o valor de AH;do PHB 100 % cristalino igual a 146 J g, segundo
lkejima’®. Conforme descrito anteriormente, o PHB é caracterizado por apresentar
elevado grau de cristalinidade quando comparado a outros poliésteres. Alteracoes
na cristalinidade do polimero ndo ocorreram em decorréncia do processo de
microencapsulagdo, sendo o grau de cristalinidade do PHB igual a 58,2 % nas
microparticulas preparadas apenas com o polimero (Tabela 6).

PXC
cetoprofeno
PXC monohidrato
microparticulas PHB/CET
% microparticulas F2
)
x
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microparticulas F7
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Figura 14 — Curvas de DSC do PHB, dos farmacos e das microparticulas.

Tabela 6 — Temperaturas e entalpias de fusdo dos farmacos e do PHB.

T (°C) AH;(Jg™)
PXC 204 101,4
CET 97 108,0
PHB 177 88,0
Microparticulas PHB* 176 85,0
Microparticulas PHB/PXC (F2) 168 92,0
Microparticulas PHB/PXC (F7) 168 91,0
Microparticulas PHB/CET 96%/164° 15,19/88,4°

* microparticulas de PHB, sem farmaco, preparadas utilizando as condi¢des descritas na F7.
a = CET; b = PHB. O valor de AH:; foi calculado considerando a proporgdo de cada componente
cristalino na mistura.
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Figura 15 — Difratogramas do [A] PXC (forma monoidratada); [B] PHB e das microparticulas:
[C]F2 e [D] F7.

4.2.2.3 Perfil de liberagcao do farmaco in vitro

A liberagédo de farmacos a partir de sistemas microparticulados depende das
caracteristicas da matriz polimérica (espessura, porosidade, capacidade de
intumescimento), do tamanho das microesferas, da localizagdo do ativo no interior
das particulas, das propriedades fisico-quimicas do farmaco e do polimero, entre
outros. Desta forma, a velocidade de liberagdo do farmaco a partir das
microparticulas pode ser influenciada pela combinacao de diversos fatores.

A Figura 16 apresenta o gréafico da porcentagem de farmaco liberado para o
meio de dissolugdo em funcao do tempo. As microparticulas preparadas a partir das
formulacdes F2 e F7 levaram aproximadamente 8 h e 50 h para liberar a totalidade
do farmaco, indicando a maior eficiéncia das microesferas obtidas a partir da

formulacao F7 para prolongar a liberagdo do PXC.
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Geralmente, quanto menor o didmetro das particulas, menor é o caminho a
ser percorrido pelo farmaco e, conseqlientemente, mais rapida é a sua liberagdo. No
entanto, as microparticulas com menor tamanho (F7) foram capazes de prolongar a
liberacao do PXC durante um maior periodo de tempo, sugerindo que o farmaco esta
localizado preferencialmente no interior das particulas, conforme se observou nas
micrografias, as quais ndo evidenciaram a presenca de cristais de PXC na
superficie. A rapida liberacao do PXC a partir das microparticulas F2 esta associado
a presenca de cristais de farmaco na sua superficie e também a estrutura oca destas
particulas, o que facilitou a liberagdo do PXC.

A liberagcdo do CET a partir das microesferas de PHB foi extremamente
rapida, apresentando um efeito burst inicial, seguido da liberacdo de 85 % do
farmaco apdés um periodo de 5 h. Nesse caso, além da facilidade de difusdo do
farmaco através dos poros da matriz deve-se considerar que a maior parte do CET
encontrava-se disperso na matriz polimérica na forma amorfa. De maneira geral, as
formas amorfas apresentam uma maior solubilidade do que as formas cristalinas,
fato que pode ter contribuido para a liberacdo mais rapida do CET quando
comparado ao PXC. Além disso, outros fatores devem ser considerados, como a
possivel localizacdo do farmaco preferencialmente proximo a superficie das
particulas e também a maior solubilidade do CET em tampao fosfato pH 7,4 (3,6 mg
mL™") quando comparado ao PXC (0,2 mg mL™).
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Figura 16 — Perfis de liberacdo dos farmacos a partir das microparticulas de PHB/PXC
F2 (O) e F7 (A), e PHB/CET (O).



36

A liberacdo de farmacos a partir de microparticulas pode ocorrer por: i)
difusa$o através dos poros da matriz polimérica, ii) difusdo através de uma matriz
hidrofilica intumescida, iii) erosdo da matriz ou degradacao do polimero.

As curvas de distribuicido do tamanho de poros das microparticulas de
PHB/PXC ap6s o ensaio de liberagdo mostraram um pequeno aumento na
intensidade e no tamanho dos poros comparado com as microparticulas antes do
ensaio, conforme apresentado na Figura 17. Entretanto, esse aumento das
dimensdes dos poros € da ordem de angstrons e as microparticulas apresentaram
as mesmas caracteristicas morfolégicas antes e ap6s o ensaio de liberagéao,
sugerindo que o principal mecanismo envolvido na liberagdo dos farmacos é a
difusdo através dos poros da matriz polimérica. A micrografia do corte transversal da
microparticula preparada a partir da formulagdo F2 manteve a forma, dimensdes e
parede polimérica densa, conforme pode ser observado comparando-se as Figuras
18 e 10. Da mesma forma, as microesferas de PHB/PXC (F7) e de PHB/CET

mantiveram as suas caracteristicas morfolégicas apés a liberacao dos farmacos.
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Figura 17 — Curvas de distribuicao de tamanho de poros calculadas a partir do método BJH
das microparticulas obtidas a partir das formulacées F2 e F7 apds o ensaio de liberacao.
Para comparacéo, sao inseridos os graficos obtidos antes do ensaio de liberacao.
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PHB/CET

Figura 18 — Micrografias de microscopia eletrénica de varredura das microesferas de
PHB/PXC (F2 e F7) e de PHB/CET, ap6s o ensaio de liberacao.

Diversos modelos matematicos foram desenvolvidos para auxiliar na
elucidacao do principal mecanismo envolvido na liberacdo do farmaco. A escolha
dos modelos a serem aplicados depende principalmente das caracteristicas do
polimero e da matriz’®>. Como o PHB é um polimero hidrofébico e degrada
lentamente in vitro, os fendmenos de difusao por intumescimento e erosdo da matriz
séo despreziveis.

O modelo matemético de Baker-Lonsdale descreve a liberagdo de um
farmaco a partir de uma matriz esférica heterogénea por um processo de difuséo e
tem sido utilizado para linearizar resultados de ensaios de liberacdo de microesferas

e microcapsulas. A descrigcdo deste modelo a partir da Equacéo 3,

3 m Y| M
_1—(1— } M,y 3)

onde k corresponde a constante de liberagéo, t ao tempo, M; e M.. a quantidade de
farmaco liberado no tempo “t” € no tempo infinito, respectivamente, sera aplicavel se
houver correlacéo linear do primeiro termo da equacéo em fungéo do tempo”.

Na Figura 19 encontram-se as curvas obtidas apés a linearizagao dos perfis
de liberacao através do modelo matematico descrito. Coeficientes de correlagéo
linear proximos a 1 foram obtidos para as microesferas de PHB/PXC (F2 e F7) e
PHB/CET, indicando que a difuséo é o principal fenébmeno envolvido na liberagdo do

farmaco.
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Os valores das constantes de velocidade de dissolugcado (k) inseridos na
Figura 19 correspondem ao coeficiente angular das retas, conforme representado na
Equagéo 3. A constante de velocidade de dissolugao calculada para as microesferas
PHB/PXC (F7) apresentou um valor cerca de dez vezes menor do que as demais (k
= 0,0067), indicando que, nesse caso, a velocidade de liberacdo do farmaco ocorreu
mais lentamente. Por outro lado, os valores obtidos para as microesferas de
PHB/CET e PHB/PXC (F2), com valores de k = 0,0753 e 0,0512, respectivamente,
indicam que a velocidade de liberacao do farmaco a partir dessas microparticulas foi
maior do que para as microesferas F7. Estes dados concordam com os perfis de
dissolugédo das microesferas de PHB/CET e PHB/PXC (F2) mostrados na Figura 16,

as quais apresentaram um efeito burst mais pronunciado.
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Figura 19 — Curvas obtidas apos a linearizagdo dos perfis de liberacdo de acordo com o
modelo matematico de Baker-Lonsdale.

CONCLUSOES PARCIAIS

Microesferas com diferentes caracteristicas morfologicas e teores de farmaco
encapsulado foram obtidas através da modificagdo de parametros do processo de
microencapsulacdo. O emprego de 20 mL de diclorometano na fase interna da
emulsdo e a adicdo de isopropanol a fase aquosa levou a obtencdo de
microparticulas esféricas e maiores teores de PXC e CET encapsulado. Utilizando
as mesmas condigdes experimentais, diferentes perfis de liberagdo foram obtidos em

funcéo do farmaco utilizado como modelo.
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CAPITULO 5

OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE MICROPARTICULAS COMPOSTAS DE
PHB E QUITOSANA

O objetivo desta segunda parte do trabalho foi a preparacdo de
microparticulas compostas contendo microesferas de PHB revestidas ou inseridas
em uma matriz de quitosana, com o objetivo de obter um sistema de liberagcao que
apresentasse um efeito burst menos pronunciado e que fosse capaz de prolongar a
liberacao dos farmacos por maiores periodos de tempo. Uma modificagdo do método
de emulsdo/evaporacdo do solvente foi proposta para a obtencdo das
microparticulas compostas. O efeito da concentracdo de quitosana e de reticulante
sobre o efeito burst e o prolongamento da liberagdo do PXC e do CET foi avaliado.

5.1 MATERIAIS E METODOS
5.1.1 Materiais

Quitosana de média massa molar (1,14 x 10° g mol™!, determinada através de
viscosimetria e grau de desacetilagcdo de 75%) foi obtida da Sigma Aldrich (USA) e o
monooleato de sorbitano (Span 80) da Beraca (S&o Paulo, SP). Acido acético glacial
(Dindmica, Diadema, SP), glutaraldeido (Nuclear, Diadema, SP), n-hexano (Ecibra,
Santo Amaro, SP) e 6leo mineral (Vetec, Rio de Janeiro, RJ) foram utilizados sem
purificagdo prévia. Os demais reagentes utilizados sdo os mesmos descritos no
Capitulo 4.

5.1.2 Preparo das microparticulas compostas

Microparticulas compostas foram preparadas através da técnica de emulsao
sOlido-agua-6leo (S/A/O), conforme representado na Figura 20. Inicialmente
preparou-se 25 mL de solugdes de quitosana nas concentracdes de 1,0; 2,0 € 3,0 %

(p/v) em é&cido acético 2 %. A estas solucdes foram adicionadas microesferas de
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PHB contendo piroxicam ou cetoprofeno, preparadas conforme descrito
anteriormente (formulacdo 7), de forma que a propor¢cdo dos polimeros fosse
mantida em 50/50 (m/m). Estas dispersdes foram imediatamente adicionadas a 200
mL de 6leo mineral contendo 2,0 % de Span 80 como estabilizante, em agitador
magnético com agitagdo de 700 rpm. Amostras foram coletadas, colocadas sobre
uma lamina de vidro e observadas em microscépio éptico Zeiss Axiostar Plus MC 80
DX. Apéds a evaporagédo da fase aquosa, as microparticulas foram centrifugadas
(centrifuga Sorvall RT 6000B), lavadas com n-hexano para a remocdo da fase
oleosa, secas em estufa a vacuo (Napco 5831) a temperatura ambiente e

armazenadas em dessecador.

Dispersdo S/A Dispersdo S/A/O
e® o
microesferas de °
PHB + fdrmaco o~ —
o0 dleo mineral com
®e ° ° 2 % de Span 80

Solugdo de QUI

l evaporagdo da fase aquosa

microesferas de quitosana

PHB + fdrmaco / matriz de quitosana
/) microesfera de
v PHB + fdrmaco

microparticula composta do microparticula composta do
tipo reservatdrio tipo core-shell

Figura 20 — Representacdo esquematica do processo de preparagdo solido-agua-6leo
utilizado no preparo das microparticulas compostas.

5.1.3 Preparo das microparticulas reticuladas

A reticulacdo da quitosana com glutaraldeido foi realizada da seguinte
maneira: uma quantidade de microparticulas compostas equivalente a 100 mg de
quitosana foram mantidas em 25 mL de solucdo aquosa de glutaraldeido nas

concentracoes de 0,1 % e 1,0 % durante 1 h. As microparticulas foram lavadas com
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agua destilada para a remocao do glutaraldeido, secas em estufa a vacuo a

temperatura ambiente e armazenadas em dessecador.

5.1.4 Determinacao do teor de farmaco

Em uma balancga analitica foram pesados 10 mg de microparticulas, as quais
foram transferidas para um baldo volumeétrico. Adicionou-se 10 mL de acido acético
2% e os baldes foram vedados e mantidos em um banho de ultrassom por 1 h. As
amostras foram centrifugadas e a quantidade de farmaco no sobrenadante foi
quantificada através de espectrofotometria de absor¢ao na regido do ultravioleta, em
espectrofotdmetro Shimadzu 1601 PC (Anax = 360 nm para o PXC e Anax = 260 nm
para o CET). Ao residuo foram adicionados 10 mL de cloroférmio e os baldes
vedados foram mantidos sob agitacao até a completa solubilizacdo. A quantidade de
farmaco presente na fase orgénica foi determinada através de espectrofotometria
(Amax = 327 nm para 0 PXC e Anax = 254 nm para o CET). O teor de ativo nas
microparticulas, expresso em mg de farmaco por 100 mg de microparticulas, foi
determinado somando-se a quantidade de farmaco presente na fase acida e na fase
organica. Os valores de EE% foram calculados de acordo com a Equacgéao 1.

O teor de farmaco nas microparticulas foi novamente determinado apds o
processo de reticulagdo. Uma aliquota da solucao de glutaraldeido foi retirada apds
o término da reticulacdo e a quantidade de farmaco presente nessa solugcao foi
determinada através de espectrofotometria de absor¢cdo na regido do UV, no
comprimento de onda de 360 nm para o PXC e 260 nm para o CET. A partir de uma
curva de calibragdo, determinou-se a quantidade de farmaco perdida para o meio
durante a reticulacdo. Através da diferenca entre a quantidade de farmaco
inicialmente presente nas particulas e a quantidade perdida para o meio, o teor de
farmaco nas microparticulas reticuladas foi determinado. O resultado foi expresso
em mg de farmaco por 100 mg de microparticulas.

5.1.5 Morfologia das microparticulas
Procedeu-se conforme descrito no item 4.1.5. Para a observacdo da

superficie interna, as microparticulas foram cortadas transversalmente com uma

[amina.
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5.1.6 Perfil de liberacao do farmaco in vitro

Os perfis de liberacdo do PXC e do CET a partir das microparticulas foram
determinados conforme metodologia descrita no item 4.1.10, utilizando tampao
fosfato pH 7,4 como meio de dissolugéo.

Os dados obtidos no ensaio de liberagdo foram avaliados através de analise
estatistica, segundo planejamento fatorial do tipo 32, conforme descrito na Tabela 7.
A concentracdo de quitosana na fase interna da emulsdo e a concentracdo de
reticulante foram empregadas como variaveis independentes. Os valores
percentuais de farmaco liberado em 45 min (Q4s) foram utilizados para comparar as
formulacdes testadas com relagao ao efeito burst. A eficiéncia de dissolugdo em 168
h (ED+eg) foi estabelecida como resposta para avaliar a capacidade dos sistemas em
prolongar a liberagao dos farmacos e foi calculada a partir da area sob a curva dos
perfis de dissolugéo, conforme a Equagéo 3:

J ydt

Yigo X1

ED =

x100 3)

Onde [ydt é a area sob a curva de dissolucdo no tempo “t” e yi0 X t é a area
retangular correspondente a 100 % de farmaco dissolvido no tempo “t”.

A andlise de variancia (ANOVA) foi realizada com o auxilio do software
Design-Ease®, seguida do teste de Tukey, empregando-se o software GraphPad

Prism®.

Tabela 7 — Variaveis independentes e seus niveis investigados no preparo das
microparticulas compostas.

Variaveis independentes menor nivel (-) nivel central (0) maior nivel (+)
Concentracao de quitosana (A) 1,0 % 2,0 % 3,0 %
Concentracao de reticulante (B) 0% 0,1% 1,0 %
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5.2 RESULTADOS e DISCUSSAO

5.2.1 Morfologia das microparticulas

A preparacao das microparticulas compostas utilizando a técnica de emulséo
S/A/O incluiu duas etapas principais: 0 recobrimento das microparticulas de PHB
com a solugdo de quitosana ap6s a adigdo da dispersdo ao 6leo mineral e a
posterior evaporacdo do solvente aquoso, levando a formagcédo de uma camada de
quitosana ao redor da(s) microesferas(s) e a formagdo das microparticulas
compostas. Apds a avaliagdo de algumas condigcbes do processo, optou-se por
variar a concentracdo de quitosana na fase interna da emulsdo, sendo que as
microparticulas compostas preparadas a partir de solugdes contendo 1, 2 e 3 %
(m/v) de quitosana serao designadas por MC1, MC2 e MC3.

Nas micrografias das microparticulas MC1 podem ser observadas
microesferas de PHB/PXC e PHB/CET, com forma esférica e superficie rugosa,
conforme indicado na Figura 21-A e B, respectivamente. As microparticulas com
superficie externa lisa e didmetro médio de 14,4 = 3,03 pym observadas nas
micrografias apresentaram tamanho menor do que as microesferas de PHB e
caracteristicas morfolégicas semelhantes as microesferas preparadas apenas com
quitosana (Figura 21-C). Algumas microesferas de PHB/PXC e PHB/CET foram
parcialmente revestidas com uma fina camada de quitosana, conforme mostrado na
Figura 21-D e E, respectivamente. No entanto, a ocorréncia desse tipo de
microparticula foi muito pequena em relacdo as microesferas de PHB e de

quitosana.
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quitosana

PHB recoberta$
com quitosana

Figura 21 — Micrografias de microscopia eletrbnica de varredura das microparticulas
compostas MC1: (A) e (D) preparadas a partir das microesferas de PHB/PXC; (B) e (E) a
partir das microesferas de PHB/CET; (C) microesferas preparadas apenas com quitosana,
utilizando as mesmas condi¢des descritas no preparo das microparticulas MC1.

As micrografias obtidas por microscopia éptica logo apdés a adicdo da
dispersao a fase oleosa (Figura 22) mostraram que a solugcdo de quitosana, pouco
viscosa nesta concentracdo, ndo englobou as microesferas de PHB e formou
pequenas goticulas dispersas na fase oleosa que, apés a evaporacdo da fase

aquosa, originaram as microesferas de quitosana indicadas na Figura 21-A e B.

-

-8
- |

Figura 22 — Fotografia de microscopia Optica do inicio do preparo das microparticulas
compostas, utilizando solugéo de quitosana 1%.
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Nas micrografias das microparticulas preparadas com solug¢do de quitosana 2
% foram observadas microesferas de PHB revestidas com o polimero, as quais sao
mostradas na Figura 23-A e B. Nessas condigbes o recobrimento das microesferas
com a camada de quitosana mostrou-se mais eficiente. O corte transversal de uma
microparticula (Figura 23 C) mostra diversas microesferas de PHB inseridas na
matriz de quitosana, indicando que houve a formacgao, também, de microparticulas
do tipo reservatério, com tamanho médio de 88,7 um.

£
\

PHB recobertas
com quitosana

Figura 23 — Micrografias de microscopia eletrbnica de varredura das microparticulas
compostas MC2: (A) e (C) preparadas a partir das microesferas de PHB/PXC; (B) e (D) a
partir das microesferas de PHB/CET.

Microparticulas com morfologia semelhante, do tipo reservatério, também
foram observadas nas micrografias quando se utilizou solugdo de quitosana 3 %
(Figura 24), as quais apresentaram diversas microesferas de PHB inseridas na
matriz de quitosana. No entanto, 0 aumento da concentragcdo do polimero na fase
interna da emulsdo originou microparticulas maiores, com tamanho médio de 410,8
pm.
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Figura 24 — Micrografias de microscopia eletrbnica de varredura das microparticulas
compostas MC3: (A) e (B) preparadas a partir das microesferas de PHB/PXC; (C) e (D) a
partir das microesferas de PHB/CET.

Nas micrografias de microscopia Optica do inicio do preparo das
microparticulas MC2 e MC3 logo apds a adicdo da fase interna a fase externa foi
possivel observar microesferas de PHB no interior das goticulas da solucao de
quitosana (Figura 25). O aumento da viscosidade da solucdo, quando se utilizou
uma maior concentracdo do polimero na fase interna da emulsdo, facilitou a
incorporagdo das microesferas de PHB no interior das goticulas de solugdo de
quitosana, originando as microparticulas compostas do tipo reservatério apos a

evaporacgao da fase aquosa.
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Figura 25 — Fotografias de microscopia oOptica do inicio do preparo das microparticulas
compostas, utilizando solugéo de quitosana 2 % e 3 %.

O tratamento das microparticulas com glutaraldeido modificou a sua
coloracao de bege para marrom apés o processo de reticulagdo da quitosana. Nas
microparticulas compostas MC3 observam-se microesferas de PHB/PXC proximas a
superficie recobertas com uma camada de quitosana e inseridas na densa matriz do
polimero reticulado (Figura 26-A). A fratura da microparticula composta MC3 de
PHB/CET sugere que nao ocorre forte adesdo interfacial das microesferas de
polimero/farmaco com a matriz de quitosana, conforme pode ser observado pelas
microesferas de PHB/CET néo revestidas e pelos espagos que eram ocupados pelas

particulas, indicados pelas setas na Figura 26-B.

4 espagd ocupado

8

Figura 26 — Micrografias de microscopia eletrbnica de varredura das microparticulas
compostas MC3 reticuladas com 1,0 % de glutaraldeido: A (PXC) e B (CET).
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5.2.2 Teor de farmaco nas microparticulas

Os resultados de eficiéncia de encapsulacdo e da quantidade de farmaco

presente nas microparticulas compostas encontram-se descritos na Tabela 8.

Tabela 8 — Eficiéncia de encapsulacao e teor de farmaco nas microparticulas
compostas.

Microparticulas compostas de Microparticulas compostas de
PHB/ PXC PHB/ CET
Teor (mg % Teor (mg %
nao reticulada(s ° reiiculadas BE (%) nao reticulada(s > re:iculadas BE (%)
MC1 1,4+0,2 1,3+0,2 23,3 3,2+0,05 3,1 £0,03 34,6
MC2 1,5+0,1 1,4+0,1 26,5 5,2+0,11 5,1 £0,03 68,2
MC3 1,7+0,3 1,7+0,1 33,5 7,0 £0,09 6,8 £ 0,05 74,9

O teor de PXC presente nas microparticulas compostas sofreu uma pequena
variacao em funcdo da concentracado de quitosana na fase interna da emulsédo. No
entanto, esse efeito foi mais pronunciado quando o CET foi empregado como
farmaco modelo, pois houve um aumento significativo dos teores de farmaco
encapsulado em fungédo da concentragdo de quitosana. As goticulas mais densas da
solugdo contendo uma maior concentracdo do polimero podem ter dificultado a
difus&do do farmaco para o meio externo, originando os teores mais altos de CET nas
microparticulas compostas MC3.

Os valores de percentagem de eficiéncia de encapsulacao indicaram que uma
determinada quantidade de ambos os farmacos foi perdida para o meio durante o
preparo das microparticulas compostas. A solubilizagdo dos farmacos na solucao de
acido acético e no 6leo mineral poderia levar a consequente perda de ativo para a
fase externa durante o processo de preparacdo. Dois diferentes procedimentos
foram realizados para avaliar em quais etapas do processo estaria ocorrendo a
perda de farmaco.

Inicialmente, uma aliquota da solu¢ao de quitosana com as microesferas de
PHB/farmaco dispersas foi analisada por espectrofotometria de absorgdo na regiao
do UV sendo determinada uma pequena quantidade de PXC ou CET, indicando que

uma fracdo de ambos os farmacos solubilizou neste meio. Diferengas com relacao
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ao percentual de farmaco encapsulado poderiam ocorrer em funcéo das diferentes
solubilidades do PXC e do CET no meio &cido. A solubilidade de saturacdo do PXC
nesse meio, determinada experimentalmente, foi de 107,4 mg L™ e a do CET 66,5
mg L. Portanto, o farmaco préximo a superficie das microesferas de PHB/PXC
poderia ter solubilizado mais facilmente no meio &cido e, posteriormente, difundido
para a fase externa oleosa, originando os teores mais baixos de PXC mostrados na
Tabela 8, em comparacao aos teores de CET.

Para avaliar a possibilidade de ocorrer perda de PXC e CET para a fase
externa (6leo mineral) foram preparadas microesferas contendo os farmacos
dispersos em uma solugédo de quitosana a 2% em substituicdo as microparticulas de
PHB/farmaco, mantendo-se os demais parametros do processo. As eficiéncias de
encapsulacao foram de 13,25 + 3,4 % para o PXC e 21,1 £ 3,9 % para o CET,
indicando haver difusdo de ambos os farmacos para a fase oleosa durante o
processo de encapsulacao, sendo a perda de farmaco mais pronunciada no caso do
PXC.

Sendo assim, os valores de EE% menores do que 100% sao decorrentes da
solubilizacdo do farmaco préximo a superficie externa das particulas apds a
dispersao das microesferas de PHB a solucédo de acido acético e também a perda de
farmaco para o meio externo (6leo mineral) apds a adi¢cdo da fase interna a fase
externa.

Comparando os teores de ativo antes e apds a reticulagdo, nao foram
observadas variagdes significativas no teor de farmaco, conforme os valores listados

na Tabela 8.

5.2.3 Avaliacao do perfil de liberagao dos farmacos in vitro

Os perfis de liberagdo do PXC a partir das microparticulas compostas sao
apresentados na Figura 27 e mostram que a incorporagdo das microesferas de
PHB/PXC na matriz de quitosana levou a uma pequena diminuigdo da quantidade de
farmaco inicialmente liberada e promoveu um maior controle da liberagdo do
farmaco, especialmente com as microparticulas do tipo reservatério (MC3). Por outro
lado, houve um pequeno aumento da quantidade de PXC inicialmente liberada no
caso das microparticulas MC1, pelo fato das microesferas de PHB nao terem sido
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recobertas com a quitosana. Conforme discutido anteriormente, uma fracdo do PXC
presente nas microesferas de PHB solubiliza na solugao de &cido acético durante o
preparo das microparticulas compostas, podendo ficar encapsulado nas
microesferas de quitosana. Microparticulas preparadas a partir de uma dispersao do
PXC em uma solugdo de quitosana a 1 %, utilizando as mesmas condigdes
empregadas no preparo das microparticulas compostas, também liberaram o

farmaco rapidamente em tampéo fosfato pH 7,4 (65,6% apds 45 min).
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Figura 27 — Perfis de liberacdo do piroxicam a partir das microparticulas compostas, em
tampao fosfato pH 7,4. O grafico menor apresenta a faixa de tempode 0 a 5 h.

Os perfis de liberacdo do cetoprofeno, visualizados na Figura 28, mostram
que a liberacdo do farmaco das microparticulas MC1 apresentou-se muito
semelhante ao das microesferas de PHB/CET, com um pronunciado efeito burst,
pelo fato das microesferas ndo terem sido revestidas e incorporadas na matriz de
quitosana, conforme observado nas micrografias (Figura 21). Por outro lado, uma
diminuicdo da quantidade de CET liberado e um prolongamento da liberagdo do

farmaco foram observados nas microparticulas MC2 e MC3.
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Figura 28 — Perfis de liberagcdo do cetoprofeno a partir das microparticulas compostas, em
tampao fosfato pH 7,4. O grafico menor apresenta a faixa de tempode 0 a 5 h.

Conforme mencionado anteriormente, os valores da quantidade de farmaco
liberado nos primeiros 45 min (Figura 29) mostraram uma diminuicdo de
aproximadamente 30 % da quantidade de CET e PXC inicialmente liberada das
microparticulas MC3, quando comparadas as microesferas preparadas apenas com
PHB. A diminuicdo do efeito burst foi observada especialmente quando as
microparticulas compostas foram do tipo reservatério e apresentaram um tamanho
maior e uma matriz mais espessa de quitosana (MC3). Resultados semelhantes
foram obtidos por Gan e Wang (2007)°? que prepararam microesferas de quitosana
contendo albumina bovina e observaram que, quando a concentracao do polimero
foi aumentada de 1,0 mg mL™ para 3,0 mg mL", houve uma reducao do efeito burst
em virtude do aumento do tamanho das microesferas, o qual esta relacionado a

maior viscosidade da solucao de quitosana.
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Figura 29 — Quantidade de farmaco liberado nos primeiros 45 min de ensaio a partir das
microesferas de PHB/farmaco e microparticulas compostas.

A liberagéo de farmacos a partir de microparticulas preparadas com quitosana
pode ser modificada através da reticulacdo do polimero, o que torna a matriz mais
rigida, compacta e hidrofébica®®. Nesse estudo optou-se por utilizar como agente
reticulante o glutaraldeido, um dois mais comumente empregados, com o objetivo de
avaliar a sua influéncia sobre o perfil de liberagédo do PXC e do CET.

Os perfis de liberagdo dos farmacos das microparticulas compostas
reticuladas com glutaraldeido encontram-se nas Figuras 30 e 31, indicando haver
diferencas na liberacdo de ambos os farmacos apods a reticulacdo da quitosana,
especialmente nas primeiras horas. Apdés um determinado periodo de tempo, uma
menor quantidade de farmaco passa a ser liberada e os perfis de dissolucao atingem

um platé.
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Figura 30 — Perfis de liberagdo do piroxicam a partir das microparticulas compostas nao

reticuladas (M) e reticuladas com 0,1% (O) e 1,0% (O) de glutaraldeido, em tampéao fosfato
pH 7,4. Os gréaficos menores apresentam a faixa de tempo de 0 a 30 h.
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Figura 31 — Perfis de liberacao do cetoprofeno a partir das microparticulas compostas nao
reticuladas (M) e reticuladas com 0,1% (O) e 1,0% (O) de glutaraldeido, em tampéao fosfato
pH 7.4. Os gréficos menores apresentam a faixa de tempo de 0 a 30 h.
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Nos perfis de liberagcdo do PXC nao foram observadas diferencas com relagao
aos perfis das microparticulas nado reticuladas e reticuladas com 0,1% de
glutaraldeido até o tempo de 5 h. No entanto, diferencas foram observadas quando a
concentracdo do reticulante foi aumentada. Resultados semelhantes foram
observados nos perfis de liberagdo do CET.

Com o objetivo de avaliar a influéncia da concentracdo de quitosana e da
concentracdo de reticulante sobre o efeito burst, os resultados da quantidade de
farmaco liberado em 45 min (Q4s) (Figura 32) foram utilizados como resposta no
planejamento fatorial. Através da analise de variancia verificou-se que ambas as
variaveis influenciaram a quantidade de farmaco liberada nos primeiros 45 min de

ensaio (burst release) (Fcaiculado>Ftabelado; @ = 0,05).
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Figura 32 — Quantidade de PXC e CET liberados apés 45 min, em tampao fosfato pH 7,4.

A aplicacdo do teste de Tukey demonstrou que nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre os valores de Q45 das microparticulas nao
reticuladas e reticuladas com 0,1% de glutaraldeido (P>0,05), independente da
concentracdo de quitosana utilizada, conforme se observou nos perfis de liberagéo
de ambos os farmacos. No entanto, quando a concentracdo de reticulante foi
aumentada para 1% ocorreu uma reducédo significativa de Qs (P<0,05), indicando
que a redugéao do efeito burst foi efetiva quando se utilizou uma maior concentragéo
do reticulante.

A liberacdao de ativos a partir de microesferas de quitosana pode ser
modificada através da utilizacdo de diferentes quantidades do polimero submetido
ao processo de reticulacao, diferentes tipos e concentragdes de reticulante e tempos
de reticulagao®*®. Nesse estudo, o tipo de reticulante, o tempo e a quantidade de
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quitosana submetida ao processo de reticulagdo foram mantidos constantes.
Portanto, a utilizacdo de uma maior concentracdo de glutaraldeido (1,0 %)
possibilitou um maior grau de reticulacdo da matriz de quitosana, tornando-a mais
rigida e hidrofébica, reduzindo a quantidade de farmaco liberado e o efeito burst.
Com o objetivo de avaliar o efeito da concentragdo de quitosana e de
reticulante sobre a capacidade das microparticulas em prolongar a liberagcdo dos
farmacos, os valores de EDqgs (Figura 33) foram analisados através de ANOVA,
indicando que ambas as variaveis influenciaram a eficiéncia de dissolugédo em 168 h

(Fcatculado>Ftabelado; @ = 0,05).
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Figura 33 — Eficiéncias de dissolugdo em 168 h das microparticulas reticuladas.

Através da aplicacdo do teste de Tukey demonstrou-se que o aumento da
concentracao de quitosana de 1% para 2% ou 3% diminuiu significativamente ED1eg
independente da concentragcdo de glutaraldeido utilizada. Conforme discutido
anteriormente, a incorporacdo das microesferas de PHB na matriz de quitosana,
especialmente quando as microparticulas apresentaram um maior tamanho (MC3),
provocou uma barreira adicional a difusdo do farmaco, prolongando a liberacéo dos
ativos por um maior periodo de tempo. No entanto, ndo foram observadas diferengas
nos valores de ED1gg de ambos os farmacos quando a concentracao de quitosana foi
aumentada de 2% para 3% (P>0,05).

A aplicacdo do teste de Tukey demonstrou, também, que a adicdo de
reticulante diminuiu significativamente EDqes, independente da concentragédo de
quitosana, levando a um prolongamento da liberacdo de ambos os farmacos, em
consequéncia da maior rigidez e hidrofobicidade da matriz. O aumento da
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concentracao de glutaraldeido de 0,1 % para 1,0 % reduziu significativamente ED1gs
(P<0,05) e, consequentemente, um prolongamento da liberacdo do PXC e do CET

foi observado em fungao da concentracao de reticulante utilizada.

CONCLUSOES PARCIAIS

A técnica de emulsdo solido-agua-6leo mostrou-se viavel como uma nova
técnica para o preparo de microparticulas compostas, sendo a concentracao de
quitosana na fase interna da emulsdo um parametro importante para controlar as
caracteristicas e o tamanho das microparticulas compostas de PHB/quitosana.

Embora tenham sido obtidos valores de eficiéncia de encapsula¢do do PXC e
do CET inferiores a 100 %, este sistema pode ser empregado para encapsular
outros farmacos modelo, com diferentes caracteristicas fisico-quimicas e que sejam
administrados em baixas dosagens.

A utilizacao de maiores concentragcdes de quitosana e de reticulante provocou
uma diminuicdo do efeito burst e também um prolongamento da liberacdo dos

farmacos.
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CAPITULO 6

CONCLUSOES

Os resultados obtidos na primeira etapa deste trabalho demonstraram que as
condi¢coes do processo de emulsdo-evaporacdo do solvente utilizadas no preparo
das microesferas de PHB/PXC influenciaram suas caracteristicas morfolégicas,
eficiéncia de encapsulagdo e perfil de liberagdo do farmaco, indicando que é
possivel obter microparticulas com caracteristicas especificas através da variagao
de parametros do processo de encapsulagdo. Utilizando um menor volume de
solvente organico como fase interna da emulsdo foi possivel obter altos valores de
PXC encapsulado. No entanto, a presenca de cristais aderidos a superficie externa
das particulas levou a rapida liberagéo do farmaco.

Por outro lado, a utilizagdo de um maior volume de solvente organico
conduziu a obtencao de microparticulas esféricas e com menor tamanho. A adicédo
de isopropanol a fase externa aquosa foi fundamental para aumentar a eficiéncia de
encapsulacao dos farmacos e possibilitar um maior prolongamento da liberagdo do
PXC. Ensaios de DSC e difragdo de raios-X indicaram a conversdao do PXC para a
forma de monoidrato durante o processo de microencapsulacdo. Os resultados
obtidos sugerem que essas microparticulas sao eficientes para prolongar a liberacao
do PXC administrado por via oral e constituem um sistema promissor para
administracao desse farmaco através das vias intramuscular e intra-articular.

Diferentes resultados foram obtidos quando o CET foi utilizado como farmaco
modelo. As microesferas de PHB/CET apresentaram um pronunciado efeito burst
seguido da rapida liberagao do farmaco.

A técnica de emulsao sélido-agua-6leo mostrou-se viavel para a obtengéao de
microparticulas de PHB/quitosana, podendo ser considerada uma nova técnica para
o0 preparo de microparticulas compostas. Foi possivel alterar as caracteristicas
morfolégicas e o tamanho das microparticulas através da utilizagdo de diferentes
concentragfes de quitosana na fase interna da emuls&o. A utilizacdo de uma maior
concentracao do polimero (3 %) levou a obtengcao de microparticulas compostas do
tipo reservatorio, contendo diversas microesferas de PHB inseridas em uma matriz

de quitosana. Além disso, a utilizagdo de uma maior concentragdo de quitosana
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levou a uma diminuicdo do efeito burst e a um prolongamento da liberacdo do
piroxicam e do cetoprofeno, em comparacdo as microesferas de PHB contendo
esses farmacos. A reticulacao da quitosana com glutaraldeido afetou a liberacao dos
farmacos a partir das microparticulas compostas. Uma diminui¢ao efetiva do efeito
burst e um maior prolongamento da liberagcdo dos ativos foram obtidos quando se
utilizou uma maior concentracéo de reticulante. Portanto, a liberagdo de farmacos a
partir das microparticulas compostas pode ser controlada através da utilizagdo de
diferentes concentracdes de quitosana e de reticulante.

Os resultados obtidos nesta segunda etapa do trabalho sugerem que através
da elaboragdo de microparticulas compostas utilizando um segundo polimero
biocompativel e biodegradavel, a exemplo da quitosana, € possivel prolongar a
liberacao de farmacos a partir de microesferas preparadas com o PHB, podendo ser
considerado um sistema promissor para administracdo de farmacos. Além disso,
também é possivel modular a liberagéo de ativos a partir desses sistemas através da
obtencao de diferentes graus de reticulagdo da quitosana. Sugere-se, em trabalhos
futuros, a utilizagdo de outros farmacos modelo e o estudo de outros agentes

reticulantes, que possam favorecer e acelerar a degradacao in vivo do PHB.
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