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RESUMO

SANTOS, Cintia Cristina, Obtengdo e caracterizagdo de microesferas de PLDLA carregadas
com sinvastatina, Campinas, Faculdade de Engenharia Mecanica, Universidade Estadual de

Campinas, 2011. 100p. Dissertacdo (Mestrado).

Dispositivos de liberagdo controlada de farmacos tém sido indicados por profissionais da
saide como uma alternativa para aumentar a eficicia terapéutica de medicamentos assim como a
adesdo dos pacientes ao tratamento. Polimeros biorreabsorviveis, seus copolimeros e blendas tém
apresentado vantagens em relacdo a outros polimeros por serem: biocompativeis, faceis de
processar, degradarem por hidrélise, apresentarem subprodutos niao téxicos, e determinarem a
morfologia e distribuicdo de didmetros de microesferas e consequentemente a taxa de degradacao
do dispositivo e a cinética de liberacdo do farmaco. O objetivo deste trabalho foi obter e
caracterizar microesferas de PLDLA carregadas com sinvastatina. O poli L-co-D,L 4cido lactico
(PLDLA) € um copolimero do poli Acido Léctico (PLA). A sinvastatina é um farmaco usado no
tratamento de hiperlipidemias, que induz formacgao de tecido 6sseo quando aplicado no local de
fraturas e patologias dsseas. A técnica de simples emulsdo permitiu a obtencdo de microesferas
com morfologia esférica, superficie lisa, tamanho em escala micrométrica, grande distribuicao de
diametros, manteve a integridade quimica do polimero e o farmaco encapsulado se encontra em
estado amorfo disperso pela matriz polimérica. A eficiéncia de encapsulacio do dispositivo foi de
96,2% e o estudo de liberagdo in vitro apresentou liberacio inicial em explosdo, caracteristica de
sistemas compostos por microesferas de didmetros variados. A sinvastatina degradou em seu
hidréxidcido e em produtos ndo identificados. As microesferas liberaram o farmaco até o 30° dia
de estudo enquanto degradavam. Portanto, as microesferas de PLDLA obtidas sdo dispositivos

promissores para a aplicacdo como carreadores na liberagdo local e controlada de farmacos.

Palavras-chave: PLDLA, liberagao local e controlada de farmacos, microesferas, sinvastatina.
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ABSTRACT

SANTOS, Cintia Cristina, Obtaining and characterization of simvastatin loaded PLDLA
microspheres, Campinas, Faculdade de Engenharia Mecanica, Universidade Estadual de

Campinas, 2011. 100p. Dissertacido (Mestrado).

Drug delivery systems have been indicated by health professional as an alternative to
improve drug efficacy and acceptability of the treatment to the patient. Bioreabsorbable
polymers, its copolymers and blends have presented advantages and importance in relation to
others polymers due to characteristics like: biocompatibility, easily to process, hydrolytic
degradation, byproducts are nontoxic, control to microspheres morphology size distribution and
consequently degradation rate and drug release kinetics. The aim of this work was to obtain and
characterize simvastatin loaded PLDLA microspheres. The Poly L-co-D,L lactic acid (PLDLA) is
a Poly lactic acid (PLA) copolymer. Simvastatin is a drug used for hyperlipidemia, that locally
applied induces bone formation and fracture healing. The oil/water single emulsion/solvent
evaporation technique produced microspheres in a spherical and smooth surface, micrometric
size, large diameter distribution, the microencapsulation process did not interfere in the polymer
chemical structure and the drug is in a amorphous state in the polymeric matrix. Simvastatin
encapsulation efficiency was 96,2% and in vitro drug release showed a burst release, which
characterize large diameter distribution systems. Simvastatin had degradated in its hydroxiacid
and non-identified products. Microspheres released the drug up to 30° day while the degradation
process occured. Thus, the PLLLA microspheres obtained are promising to apply as a carrier drug

delivery system.

Key-words: PLDLA, controlled drug delivery, microsphere, simvastatin.
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Capitulo 1

INTRODUCAO

A baixa ades@o dos pacientes a tratamentos de longa duragcdo propostos pelos profissionais
da satide é um dos problemas de saude publica no Brasil que tem preocupado as autoridades
responsdveis e levado pesquisadores a busca por solucdes. Esse fato estd relacionado
principalmente aos efeitos colaterais causados pelos medicamentos, pelo esquecimento da

administragdo das doses medicamentosas e a inefici€éncia da terapéutica.

Novas formas de administracao de fairmacos, novos tratamentos e terapias mais eficientes e
menos invasivas tém sido pesquisados. As técnicas de liberacdo local e controlada de
medicamentos por consistirem na encapsulacdo do farmaco em um dispositivo que o liberard de
forma controlada, em doses terapéuticas eficazes, no local a ser tratado apresentam-se como
solugdes para a problematica brasileira. Tanto os pacientes como os profissionais da saude sdo
beneficiados, pois essa forma de administracdo requer uma frequéncia menor de dosagens o que
proporciona ao paciente maior conforto por diminuir os indesejaveis efeitos colaterais e aumentar
a eficiéncia do tratamento, ji que a liberacdo controlada mantém o fiarmaco sempre na dose

terapéutica desejada.

Segundo HOWLAND & MYCEK [2007], VIPPAGUNTA e colaboradores [2006], essas
técnicas também solucionam outros desafios encontrados na busca de novos tratamentos, como 0
aumento da solubilidade de farmacos hidrofébicos, que apresentam limitacdes de dissolucdo, mas
nao de absorc¢ao e, da quantidade de moléculas de farmacos de meia vida curta melhorando assim
sua biodisponibilidade, ji que estes tem sua dose reduzida pela metade em questio de horas

resultando numa concentrac@o plasmadtica oscilante entre as posologias.

O dispositivo de liberacdo local e controlada, que pode ser apresentar como hidrogel,
membrana, nano e microesferas, deve ser composto por uma matriz biocompativel, facil de
fabricar, capaz de carregar altas doses de farmacos, confortdvel para o paciente, simples para

administragdo e remocao.




Desta forma, os polimeros biorreabsorviveis tem-se apresentado como materiais ideais por
serem biocompativeis, degradarem por hidrélise em subprodutos que nido causam reagdo
inflamatdria e sdo excretados pelo organismo, o que torna desnecessdria a intervengdo cirdrgica
para remocao do dispositivo, além de permitirem a obtencdo de diferentes formas e tamanhos de
dispositivos. Sua interacdo com o farmaco, massa molar, propor¢do de mondmeros, cinética de
degradacdo, propriedades fisico-quimicas influenciam no tamanho e forma do dispositivo assim

como na cinética de liberacdo e na eficiéncia de encapsulacio do farmaco.

O Poli (L-co-D,L 4cido lactico), polimero da familia dos Poli (a-hidréxidcidos), utilizado
em diversas aplicacdes por apresentar tempo de degradacdo adequado, boas propriedades
mecanicas e a vantagem de ser um polimero amorfo, ndo deixando residuos cristalinos no
organismo que podem desencadear reacdo inflamatéria indesejada foi o polimero escolhido para

este trabalho.

A sinvastina, medicamento muito empregado clinicamente para o tratamento de
hipercolesterolemia, tem sido explorada na ultima década pelos seus efeitos pleiotropicos. O
aumento da regeneracdo dssea, quando aplicada no local de fraturas ou patologias ésseas foi o

efeito que nos levou a escolher esse fairmaco para o desenvolvimento deste estudo.

Portanto os objetivos deste trabalho foram obter e caracterizar microesferas de PLDLA
carregadas com sinvastatina como dispositivo para liberacdo local e controlada de farmacos,

visando aplica¢cdo na regeneracio dssea.




Capitulo 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Liberacao Local e Controlada de Farmacos

A liberacdo do farmaco de forma controlada é uma técnica que utiliza dispositivos
carreadores de farmacos, que liberardo os mesmos mantendo-os numa concentracdo plasmadtica
proxima da faixa terapéutica, por um tempo prolongado, utilizando-se de uma tnica dosagem
[DUMITRIU, 1994; ALLEN & CULLIS, 2004]. Essa técnica pode ser aplicada na administracdo
local ou sistémica de farmacos. Na local, o objetivo € restringir a acdo do farmaco ao sitio a ser
tratado, como por exemplo em uma inflamacgdo, tumores, fraturas e/ou patologias dsseas. Pode-se
utilizar dispositivos como adesivos, membranas, hidrogéis ou microesferas. Na administracdo
sistémica, o medicamento terd efeito no organismo todo, e pode-se utilizar nanoesferas como
carreadores, aplicando-as na corrente sanguinea, ou pela via oral ou bastonetes em implante
subcutdneo. LANGER & TIRELL [2004] e HAMMAN e colaboradores [2005] demonstraram
maior eficicia terapéutica ao utilizar a liberacdo controlada, pois aumenta-se o tempo de
permanéncia do farmaco na circulagdo; diminui-se significativamente sua toxicidade, em
decorréncia do uso de doses menores; a administracdo € segura e conveniente ao paciente,

permite a incorporac¢do de farmacos hidrofilicos e lipofilicos e a liberagdo em alvos especificos.

Ap6s administracdo pela via oral, a concentracdo plasmdtica do farmaco apresenta um
aumento, atinge um pico maximo e entdo declina. Todo fiarmaco possui uma faixa de agdo
terapéutica acima da qual ele € toxico e abaixo da qual ele € ineficaz. Os niveis plasmdticos sido
dependentes das dosagens administradas. Se a dose efetiva estiver proxima a dose tdxica ou se
houver actimulo de farmaco no organismo e/ou metabdlitos toxicos, efeitos colaterais
desagraddveis podem se manifestar. A Figura 2.1 compara a oscilacio na concentragdo

plasmatica do farmaco entre as doses administradas pela via oral e de forma controlada.




Liberacdo convencional

Liberagdo controlada Superdosagem

Faixa Terapéutica

—

Concentracao Plasmatica
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w

Tempo (dosagens administradas)

Figura 2.1: Perfis de liberagdo de farmacos em funcdo do tempo: liberagdo convencional e

liberacdo controlada [Adaptado de DASH & CUTWORTH, 1998].

Os farmacos mais indicados para encapsulacdo em dispositivos sdo os que necessitam de
uma pequena dose terapéutica didria, que sdo administrados em tratamentos longos, e estdo

associados a baixa adesao dos pacientes [WISCHKE & SCHWENDEMAN, 2008].

Sistemas poliméricos de liberacdo de farmacos tém sido largamente utilizados. A matriz
ideal para liberacdo de drogas deve ser biocompativel, mecanicamente resistente, confortdvel
para o paciente, capaz de carregar altas cargas de farmacos, simples para administracdo e
remocao, ficil de fabricar e esterilizar e de baixo custo. O modelo e material adequado para a
selecdo da matriz em cada aplicacdo especifica dependem de diversas varidveis, incluindo
propriedades fisicas (mecanica, degradacdo, formacdo do gel), propriedades do transporte

(difusdo), e propriedades bioldgicas (adesdo celular e sinalizacio) [DRURY & MOONEY, 2003].




As matrizes poliméricas biorreabsorviveis, naturais ou sintéticas, sdo biocompativeis e
degraddveis, isto é degradam in vivo em fragmentos menores que podem ser excretados. Estes
produtos de degradagdo sdo atdxicos, e ndo devem provocar nenhuma resposta inflamatdria.
Outra caracteristica importante é a degradacdo ocorrer em um razodvel periodo de tempo,

requerido pela aplicacdo [FUKUSHIMA et al., 2000].

Se o dispositivo que carrega o firmaco ndo degradar, dependendo da aplicagdo ele deve ser
removido cirurgicamente, implicando em um alto custo e incomodo para o paciente. J4 existiam
registros, no passado, de sistemas alternativos para administracio de vacinas. PREIS &
LANGER, [1979] demonstraram que a produgdo de anticorpos em camundongos imunizados
com uma unica dose de um antigeno contido numa matriz polimérica ndo degraddvel mantinha-se
por mais de seis meses em niveis comparados aos dos camundongos imunizados por duas vezes
com o mesmo antigeno. Entretanto, a aplicacdo desta estratégia levantou a preocupacao sobre os
possiveis efeitos adversos que a presenca deste material poderia ocasionar no organismo,
fazendo-se necessdria a remocgdo cirtrgica do implante, apds a liberacdo do antigeno. Neste
sentido, a sintese de polimeros biorreabsorviveis contribuiu para a melhoria destes sistemas, visto

que eles ndo requerem remocgao cirtrgica e apresentam poucos efeitos colaterais.

As matrizes poliméricas utilizadas na liberagdo local e controlada podem ser apresentadas

como hidrogéis, membranas, nano e microesferas.

Hidrogéis sao materiais que possuem alta afinidade por 4gua, estruturas similares a matriz
extracelular da maioria dos tecidos, podem ser processados em condi¢des relativamente brandas e
aplicados de uma maneira minimamente invasiva, servindo como matriz extracelular sintética

[DRURY & MOONEY, 2003]. Exemplos de hidrogéis: agar, alginato, quitosana.

Nanoesferas apresentam-se como particulas esféricas de diametro na faixa de 1 e 1000 nm,
formadas por uma matriz polimérica, onde o fairmaco pode ficar retido ou adsorvido. Passaram a
ser amplamente desenvolvidas nos anos 70 como carreadores de vacinas e quimioterdpicos
[COUVREUR et al., 1982]. Atualmente tem sido exploradas para aplicacdo na administragcdo
parenteral, carregando anticancerigenos e antibioticos, oral, visando diminuir efeitos colaterais de
antiinflamatdrios nao esterdides e proteger farmacos que degradam no trato gastrintestinal ou, na
aplicacdo oftdlmica, para aumentar a biodisponibilidade ocular e diminuir os efeitos colaterais

resultantes da absorc¢do sistémica do farmaco [SCHAFFAZICK et al., 2003].




Microesferas poliméricas sdo particulas esféricas com didmetro entre 1 e 250 um, que
oferecem flexibilidade na dosagem, cinética de liberagdo e marcacdo de receptores para
aplicacdes como liberagdo de farmacos ou genes [YUN et al., 2004]. Facilitam a administracdo
de novas drogas de estrutura complexa, como peptideos, que sdo freqiientemente dificeis de
serem administradas de maneira conveniente por outros meios. No caso dos anti-inflamatérios
nao-esteroides (AINEs) pode-se evitar a irritagio da mucosa gdstrica causada pelos
medicamentos [PEPPAS, 1997; RE, 2000]. Microesferas biodegradéveis podem ser utilizadas na
liberacdo controlada em formulacdes injetdveis, orais, € em sistemas bioadesivos [BRANNON-

PEPPAS, 1995].

2.2 Polimeros Biorreabsorviveis

Dentre os polimeros sintéticos biodegraddveis e biorreabsorviveis encontram-se os poli (o-
hidréxi 4cidos), representantes de uma classe de poliésteres alifaticos sintéticos, os quais fazem
parte o poli (dcido glicdlico) (PGA), poli (dcido lactico) (PLA), poli (4cido l4ctico-co-acido
glicdlico) (PLGA), poli (e-caprolactona) (PCL), seus copolimeros e outros. Originalmente usados
como fios de sutura (Dexon®, Vicryl®, Maxon®, PDS®, etc), também podem ser encontrados
em diversos produtos comerciais de fixagdo O&ssea, aprovados pelo Food and Drug
Administration (FDA). Nas ultimas duas décadas, o PLGA tem se tornado o polimero
biodegraddvel mais empregado na encapsulacdo de farmacos. Isso se deve ao fato de sua
degradacdo e taxa de liberagdo serem mais rapidas, de 2 a 4 semanas, quando comparadas as do
PLA, que levavam meses [WISCHKE & SCHWENDEMAN, 2008]. A Tabela 2.1 fornece
algumas propriedades destes polimeros [MIDDLETON & TIPTON, 2000; ELKE et al., 2003].

O processo de biodegradagdo e biorreabsor¢do dos poli (a- hidréxi dcidos) € descrito na
literatura como sendo uma sucessdao de eventos. O material sofre hidratacdo quando exposto aos
fluidos corpéreos. Com a presenca das moléculas de dgua, o processo de degradacdo dai-se
através da hidrdlise das ligacdes ésteres, originando produtos na forma de oligdmeros (ou
mondmeros) soldveis e ndo toxicos. A degradacdo prossegue por um processo biologicamente

ativo (por enzimas) ou pela clivagem hidrolitica passiva, sendo caracterizada pela perda de




massa, diminui¢do de massa molar ponderal média (Mw) e pela perda das suas propriedades

mecanicas, como a resisténcia a tracao e a compressiao [ELKE et al., 2003; HUANG et al., 2004].

Tabela 2.1: Poli (a-hidréxi dcidos), polimeros sintéticos biorreabsorviveis [BARBANTI et al.,

2005].

Moédulo de Tempo de

Polimero Sigla Férmula (:,I‘g) gg; elasticidade Degradacao
(GPa) (meses)”
PGA O
Poliicido glicélico) )l\ 3540 225230 8.4 6-12
y T~
O
— —n
0 CH
Poli(L-acido lactico) PLLA )_L 60-65 173-178 2,7 > 24
= (-} P
— - n
o CH;
Poli(D,L-4cido lactico) PDLLA 55-60 Amorfo 1,9 12-16
-1 {_‘} -

Poli(D, L-dcido lcti 0 o

L L macico actico 45-50  Amorfo 2,0 12
-co-acido glicélico)

PLGA 0 0
0 1
0
Poli(e-caprolactona) PCL (-65) (-60) 58-63 0,4 24-36
0
n

*Valores para o copolimero 50/50 Teg=temperatura de transicao vitrea Tm=temperatua de fusdo PAté a completa bioreabsor¢io

A biorreabsor¢do pelo organismo ocorre quando a biodegradacdo gera produtos e

subprodutos com as caracteristicas dos metabolitos organicos, especificamente os dcidos do Ciclo




de Krebs. Terminada a hidrélise do material a degradacdo segue o processo de oxidagdo a dcido
lactico (para o PLA) e conversio das unidades de PGA em glicina, que por sua vez sdo
convertidos em &cido pirdvico. Na presenca da acetil coenzima A, ocorre a liberagdo de CO; e,
conseqiientemente, a decomposi¢do em citrato. O citrato serd entdo incorporado no Ciclo de
Krebs, resultando em CO; e H,0O, podendo sua eliminacdo ser feita através da urina e da
respiracao. Desta forma o material foi reabsorvido e metabolizado [ALI et al., 1993]. Em estudos
in vivo, o processo de biodegradacdo e bioreabsor¢do é um mecanismo complexo de eventos
celulares e bioquimicos. Com o implante do material o organismo promove uma tipica resposta a
uma reacdo inflamatéria de corpo estranho. A influéncia na degradacdo pela presenca de
peroxidos, enzimas e células fagocitdrias, representa um importante enfoque nas pesquisas dos

polimeros bioreabsorviveis [CHU, 1999; SUNG et al., 2004].
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v

Piruvato <—— Serina
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Figura 2.2: Rota metabdlica de biorreabsor¢do dos poli (a-hidréxi dcidos) PLA e PGA. [BARBANTI et
al., 2005].




2.2.1 Poli (L-co-D,L acido lactico) - PLDLA

O Poli (4cido lactico), o PLA, polimero da familia dos poli (a- hidréxi dcidos) foi um dos
poliésteres alifdticos precursores na fabricagdo de microesferas biodegradaveis [BOSWELL &
SCRIBNER, 1973; NUWAYSER et al., 1977, GARDNER et al., 1977; BECK et al., 1979, 1980,
1981; CONTI et al., 1992]. A cristalinidade do PLA determina seu tempo de degradacdo.
BERNATAVICIUS [2004] demonstrou que ao aplicar microesferas de PLLA carregadas com
piroxicam e vancomicina em tecidos dentindrios lesados obteve-se controle da dor e do processo

inflamatdrio, assim como a manutengao da vitalidade pulpar.

A dificuldade em se encontrarem polimeros puros que atendam todas as necessidades
requeridas para aplicacdo como biomaterial, levou a busca de alternativas como a sintese de
copolimeros e blendas. Em MOURA [2007] aplicou-se membrana composta pela blenda
PLLA/tri-etil-citrato em defeito 6sseo na calvéaria de coelhos que apds 90 dias de implante estava
praticamente toda reabsorvida e permitira o fechamento completo do defeito. CERONI FILHO
[2004] demonstrou que microesferas fabricadas com a blenda PLLA/PEO apresentaram

degradacdo mais acelerada que as microesferas de PLLA.

O Poli (4cido l4ctico), o PLLA existe em duas formas quimicas especificas ou
enantidmeros: o Poli (L-4cido lactico), que tem como caracteristica ser altamente cristalino e o
Poli (D, L é&cido lactico), que € completamente amorfo. Essas duas formas (L ou D,L) sdo
passiveis de combinacgdo, resultando na formac@o de um copolimero com propriedades diferentes
daquelas exibidas por cada um desses homopolimeros isolados. Trata-se do copolimero Poli (L-

co-D, L acido latico), PLDLA.

A obtencdo do poli (L-co-D, L dacido latico), PLDLA teve como objetivo diminuir a
cristalinidade apresentada pelo PLLA, conferir boas propriedades mecéanicas ao material, com
tempo de degradacdo mais adequado ao requerido para diversas aplicacoes [MOTTA & DUEK,
2008].

A composicdo do copolimero rege a intensidade de cristalinidade do material. De maneira
geral, a insercdo de unidades D,L lactide na cadeia do polimero resulta em uma diminuicao

dréstica da cristalinidade, podendo se obter copolimeros completamente amorfos, dependendo da




relacdo empregada dos estereoisomeros L/D,L. Segundo BENDIX, [1998] copolimeros de poli

(L-co-D,L-4cido latico) serdo amorfos se a quantidade do estereoisdmero L for menor que 90 %.

O copolimero poli (L-co-D,L-4acido latico) na propor¢do 70:30 se mostra completamente
amorfo, apresentando como conseqiiéncia dessa aus€ncia de cristalinidade, uma
biocompatibilidade maior do que a apresentada pelo PLLA, além de uma excelente

processabilidade [MOTTA, 2007].

As unidades D,L-dcido latico na seqiiéncia da cadeia do copolimero impedem a
cristalizacdo da parte L-dcido latico, ao mesmo tempo em que a forca do material é mantida

durante o periodo necessario para a recuperagao do tecido tratado [MOSER et al., 2005].

A taxa de degradacdo do copolimero € intermedidria entre o poli (L-dcido latico) e o poli
(D,L- 4cido lético), se mostrando assim muito interessante para a maior parte das aplicacdes

[ALEXANDER et al., 2002 e HU et al., 2000].

2.3 Técnicas de Obtencao de Microesferas

H4 um grande nimero de técnicas disponiveis para encapsulacdo de farmacos, como os
métodos de emulsificacdo e evaporacdo de solvente, ‘spray drying’, separacdo de fases ou
coacervacdo. Cada método tem suas vantagens e desvantagens e a escolha depende do polimero,
do farmaco, do local de acdo e da duracdo da terapia. [JAIN, 2000; FUKUSHIMA et al., 2000;
OKADA & TOGUSHI, 1995]. Ao escolher o processo de preparacdo de microesferas deve-se
considerar a manutencdo da estabilidade quimica e bioldgica do farmaco e do polimero, durante e
ap6s o processo de encapsulacdo; melhor efici€éncia de encapsulagdo e rendimento possiveis;
faixa de didmetro compativel com a via de administracdo; a distribuicio de diametro das
particulas deve ser homogénea e as particula serem facilmente resuspendidas em dgua [PARK et

al., 2005].

A técnica de emulsificacdo e evaporacdo de solvente pode ser subdivida em emulsdes

simples e duplas emulsdes. As emulsdes simples 6leo/dgua (O/W) e 6leo/6leo (O/O) sdao mais
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usadas para encapsular farmacos hidrofébicos. Enquanto que as duplas emulsdes sdo usadas na

encapsulacdo de farmacos hidrofilicos.

Oleo/dgua (O/W)

Na técnica 6leo/dgua (O/W), o polimero € dissolvido em solvente organico volatil imiscivel
em dgua, e o farmaco € dissolvido em solvente ou suspendido na solucdo do polimero (fase
organica interna). A mistura resultante ¢ emulsificada em um grande volume de solugdo aquosa
com surfactante (fase aquosa externa) (Figura 2.3). O solvente é removido da emulsdao por
evaporacao, resultando na formacdo das particulas. A taxa de evaporagdo do solvente interfere na
morfologia e tamanho das particulas. [PEREZ et al., 2000; PASSERINI & CRAIG, 2002;
ARSHADY, 1991; ASTETE & SABLIOV, 2006]. Esse processo apresenta como desvantagem
uma baixa eficiéncia de encapsulacdo para farmacos soltiveis ou parcialmente soliveis em dgua
[WU, 1995b], pois o farmaco pode se difundir da fase apolar para a fase aquosa se depositando
em forma de microcristais na superficie da matriz polimérica [WADA et al., 1988]. Entretanto
este processo tem sido amplamente utilizado na encapsulagdo de esterdides [JAIN, 2000] e de
diversos farmacos como os neurolépticos tioridazina [MAULDING et al., 1986; FONG et al.,
1986], clorpromazina [SUZUKI & PRICE, 1985], e bromperidol [KINO et al., 1997], anestésicos
locais [WAKIYAMA et al., 1981, 1982a,b; NAKANO et al., 1984], o tranquilizante diazepam
[BODMEIER & MCcGINITY, 1987, o opidide sintético metadona [CHA & PITT, 1988], os
antitumorais aclarubicina [WADA et al., 1988; YOSHIKAWA et al., 1989; MURANISHI et al.,
1991], lomustine [BENITA et al., 1984; BENOIT et al., 1984; BISSERY et al., 1984], e
paclitaxel [BURT et al., 1995; DEMETRICK et al., 1997; LIGGINS et al., 2000; LIGGINS &
BURT, 2001; WANG et al., 1996, 1997; GUPTE & CIFTCI, 2004; XIE et al., 2007], os
hormonios progesterona [BENITA et al., 1984; BENOIT et al., 1984; BODMEIER &
MCcGINITY, 1987a; ROSILIO et al., 1991; YANG & OWUSU-ABABIO, 2000] e levonorgestrel
[BECK et al., 1985], e o glicocorticéide dexametasona [THOTE et al., 2005].
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CENTRIFUGACAO
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+

surfactante

OBTENCAO DAS MICROESFERAS

Figura 2.3: Representacdo do método de simples emulsio dleo/dgua (O/W).

Oleo/dleo (0/0)

Para aumentar a eficiéncia na encapsulacdo de fiarmacos hidrofilicos uma variacdo do
método por simples emulsdo, conhecido por O6leo/dleo (O/O), foi desenvolvido
[JALIL & NIXON, 1990, ARSHADY, 1991]. Um liquido polar miscivel em solvente soldvel,
como a acetonitrila, solubiliza o farmaco no polimero também soltuvel neste solvente (fase
organica interna). Esta solu¢do formada € entdo dispersa em um 6leo mineral na presenca de
emulsificante (fase oleosa externa), formando assim uma emulsido O6leo/6leo (O/O). As
microesferas sdo obtidas extraindo-se o solvente orginico. J4 em sua condicdo final as
microparticulas sdo lavadas com n-hexano, secas ou liofilizadas [JALIL & NIXON, 1990]. TSAI
e colaboradores [1986], utilizaram este método para encapsular mitomicina C em microesferas de

poli(4cido lactico). A representacao do processo O/O pode ser visto na figura 2.4.

Esse método apresenta como desvantagens a dificuldade de se obter microesferas com

tamanho inferior a 50um [JALIL & NIXON, 1990] e a tendéncia de ser aglomerarem quando
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submetidas em veiculos aquosos devido a sua natureza hidrofdbica de sua superficie sem a

presenca de um estabilizador hidrofilico [WHATELEY, 1993].

Polimero
+
solvente + farmaco

EVAPORACAO DO SOLVENTE

[ Emulsificador ]

af

v

CENTRIFUGACAO

-

ai

)

Solvente
+
surfactante

OBTENCAO DAS MICROESFERAS

Figura 2.4: Representacdo do método de simples emulsdo por 6leo/6leo (O/O).

Agua/dleo/dgua (W/O/W)

A dupla emulsdo, 4gua/dleo/dgua, (W/O/W) é a técnica mais indicada para encapsular
farmacos hidrofilicos. O farmaco € dissolvido em dgua (fase aquosa interna), e o polimero em
solvente organico (fase organica interna). Misturam-se os dois com o auxilio de emulsificador
por ultrasson. Essa emulsdo primdria € transferida a um volume maior de d4gua com surfactante
(fase aquosa externa), formando assim a emulsdo dgua/dleo/dgua (figura 2.5). As caracteristicas
das microesferas preparadas por esta variante do método sdo dependentes da propriedade do
polimero (como composi¢do € massa molar), a razdo polimero/farmaco, a concentracdo do

surfactante, temperatura e agitacio [JAIN, 2000].
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Figura 2.5: Representacdo do método emulsificac@o e evaporacdo de solvente — dupla emulsdo.

“Spray drying”

A técnica de “spray drying” oferece diversas vantagens quando comparada as demais
técnicas para obtencdo de microesferas [SINHA & TREHAN, 2003; MURILLO et al., 2002;
BLANCO-PRIETO et al., 2004; BURKE et al., 2004]. Essa técnica € menos dependente da
solubilidade do farmaco e do polimero, mostra boa reprodutibilidade e permite controlar o
tamanho das particulas. O farmaco e o polimero sdo dissolvidos em solventes volateis como

diclorometano ou acetona. A solucdo € entdo submetida a uma camara de evaporacdo, causando a
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rdpida solidificacdo das goticulas atomizadas originando as particulas. O tamanho das
microesferas é determinado pelas condi¢des de atomizagdo. As principais desvantagens dessa
técnica € a grande perda de material, devido a adesio do mesmo na parede da camara de
evaporacdo, e a formacdo de muitos agregados resultantes da viscosidade que as microesferas
apresentam antes da remocao total do solvente. A adi¢ao de solucdo aquosa de manitol e a dupla

injecdo de spray podem diminuir a formagao dos agregados [PARK et al., 2004].

Separacdo de fases ou Coacervagdo

O processo por separacdo de fases ou coacervacdo € baseado na diminui¢do da solubilidade
do polimero pela adi¢do de um terceiro componente na solugdo polimérica [LEWIS, 1990, WU,
1995b, JALIL & NIXON, 1990]. Este processo ¢ adequado para encapsular tanto firmacos
hidrofilicos como hidrofébicos. Este processo tem sido comumente utilizado na encapsulacio de

peptideos, vacinas e proteinas [JALIL & NIXON, 1990].

O processo consiste em dissolver o polimero em uma solucdo orgéanica enquanto que o
farmaco hidrofilico é solubilizado em uma solucdo aquosa. Esta solugdo € entdo dispersa na fase
organica com a posterior adicdo de um solvente ndo organico ao sistema. No caso de farmacos

hidrofébicos estes sao dissolvidos em solvente organico.

Com a adi¢do do terceiro componente o sistema todo € submetido a uma agitacdo gradual
para a retirada do solvente. Por conseqiiéncia hd uma separacdo de fases e a formacdo de
goticulas cujo tamanho € controlado pela agitacdo. O sistema € transferido para um recipiente
onde estd contido outro solvente ndo organico. Nesta etapa as goticulas se enrijecem formando as
microesferas. Ao final do processo as microesferas sdo lavadas, peneiradas ou filtradas e secas
[WU, 1995b; EDELMAN et al., 1993]. As desvantagens desse processo, que trazem limitacdes a
utilizacdo do método, sdo: presenca de solvente residual nas microesferas, processo caro quando
comparado aos demais devido a grande quantidade de solvente utilizada, as microesferas obtidas
podem apresentar aglomerados caso ndo haja um estabilizador [PICOS et al., 2001;

WHATELEY, 1993].
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2.4 Estatinas

As estatinas, uma familia de drogas composta por atorvastatina (AV), lovastatina (LV),
pravastatina (PV), rosuvastatina (RV) e sinvastatina (SV), representadas na figura 2.6, emergiram
para prevencdo de doengas cardiovasculares apds demonstrarem efetiva redu¢do da morbidade de
doengas corondrias e seu tratamento abranger um amplo grupo de risco. Isso explica o grande

sucesso médico e comercial dessas drogas [BARRIOS-GONZALEZ & MIRANDA, 2009].

Lovastatina

Sinvastatina o

’ / CH,
L

D

N
Hyll 8= =0,

Pravastatina

Rosuvastatina

Figura 2.6: Representacdo das estruturas da atorvastatina (AV), lovastatina (LV), pravastatina (PV),

sinvastatina (SV) e rosuvastatina (RV) [PASHA et al., 2006].

Em 1976, ENDO e colaboradores demonstraram que a mevastatina, primeira estatina
descrita, isolada de culturas de Penicillium citrinum, inibia especificamente, de modo
competitivo com relacdo ao substrato HMG-CoA, a HMG-CoA redutase, ndo afetando o restante
das enzimas envolvidas. Posteriormente, a lovastatina foi isolada de culturas do fungo
Aspergillus terreus por ALBERTS e colaboradores [1980]. A pravastatina e a sinvastatina sao
produzidas por processos biotecnoldgicos, semi-sintéticos derivados da lovastatina [KIDD,

2006]. As estruturas da lovastatina, pravastatina e sinvastatina sdo similares. A atorvastatina e
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rosuvastatina sdo totalmente sintéticas e possuem estrutura diferente das demais. As estruturas
quimicas das estatinas determinam sua solubilidade em 4gua, sua absorcdo, distribuicao,
metabolismo e excre¢do [SERAJUDDIN et al., 1991; LENNERNAS & FAGER, 1997; WHITE,
2002; SCHACHTER, 2005]. A atorvastatina, lovastatina e sinvastatina s3o lipossoliveis
enquanto que a pravastatina e rosuvastatina sdo hidrossoliveis devido ao seu grupo hidroxi polar
e metano sulfonamida, respectivamente [McTAVISH & SORKIN, 1991; McTAGGART et al.,
2001]. A hidrofilicidade reflete o potencial da estatina em cruzar as membranas celulares por
difusdo passiva [CORSINI ez al., 1999]. Estatinas lipofilicas cruzam facilmente as membranas
celulares, enquanto que as hidrofilicas necessitam de moléculas ligantes que as far@o entrar nas
células. A atorvastatina, pravastatina e a rosuvastatina sao administradas em suas formas ativas,
os hidréxidcidos, responsdveis por baixarem o colesterol plasmatico. J4 a lovastatina e a
sinvastatina sdo pro-drogas, administradas em suas formas lactonas inativas que se ativardo apos
a hidrolisa¢cdo no figado, a um B-hidréxidcido, correspondente a forma biologicamente ativa do

farmaco [TANG & KALOW, 1995].

De acordo com a Organizacdo Mundial da Satde (OMS), as doencas cardiovasculares
lideram as causas de mortes no mundo. Em 2005, cerca de 17,5 milhdes de pessoas morreram em

decorréncia dessas doengas, estimando aproximadamente 30% da mortalidade global

[BARRIOS-GONZALEZ & MIRANDA 2009].

As doengas cardiovasculares estdo relacionadas com a alta concentragdo de colesterol no
plasma. O colesterol ¢ fundamental para o organismo humano, pois mantém a integridade de
membranas celulares e func¢des fisioldgicas do corpo, como sintese de hormdnios [PASHA et al.,
2006]. Porém estd associado a patologias como a hipercolesterolemia, altos niveis de colesterol
no plasma, e a arteriosclerose, caracterizada pela deposicdo de colesterol nas paredes das artérias,
que pode desencadear diversas doengas cardiovasculares levando o paciente a morte [LACOSTE

et al., 1995; HARDMAN et al., 1996; LEVINE et al., 1995; WILLIAMS & TABAS, 1995].

Ha duas fontes de obtengdo de colesterol: a exdgena, quando o colesterol é ingerido na
dieta e a endogena, quando sintetizado pelos tecidos humanos. Cerca de 75 % do colesterol

presente no organismo € de origem endégena [FURBERG, 1999; ALBERTS et al. 1980].

A concentracdo de qualquer substancia no sangue € resultado do equilibrio entre sua taxa de

producdo e de remocdo. O colesterol € sintetizado em uma variedade de tecidos a partir da acetil -
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coenzima A (acetil-CoA) e, embora a biossintese ocorra na maioria das células, essa capacidade é
maior no figado, no intestino, no cértex adrenal e nos tecidos reprodutores [GLEW, 1998]. O
colesterol da dieta € transportado do intestino pelos quilomicrons. O figado e os tecidos
periféricos podem sintetizar esse esterdide ou obté-lo a partir das lipoproteinas circulantes. O
colesterol circula continuamente entre o figado e os tecidos periféricos. No organismo humano o
colesterol se liga a lipoproteinas de baixa densidade (LDL), e de muito baixa densidade (VLDL),
responsdveis pelo transporte do colesterol do figado para os tecidos periféricos, sendo
classificados como o “mau colesterol”, pois sua disfun¢ao pode acumular o colesterol nas paredes
dos vasos sanguineos causando efeitos deletérios no organismo. E a lipoproteina de alta
densidade (HDL), o conhecido como o “bom colesterol”, pois atua no transporte da gordura para
fora dos tecidos, removendo o “mau colesterol” dos vasos sanguineos e levando-o para o figado
onde ele serd utilizado na producdo da bile, auxiliando assim na prevencdo de doencas

degenerativas decorrente do acimulo do mesmo [VOET, et al., 2000].

A sintese do colesterol envolve mais de 30 reagdes enzimadticas, mas pode-se resumir em 4

etapas fundamentais descritas abaixo e representadas na figura 2.7.

1. A condensacdo de trés moléculas de acetil coenzima A (Acetil-CoA) produz hidroxi
metilglutaril coenzima A (HMG-CoA), que é reduzida a mevalonato pela enzima hidroxi

metilglutaril coenzima A redutase.
2. O mevalonato € convertido na unidade isoprendide, o isopentenil-pirofosfato.
3. Seis unidades isoprendides formam o esqualeno, um composto linear de 30 carbonos.

4. Através de vdrios passos, o esqualeno perde 3 grupos metil e € convertido em colesterol

[McFARLANE et al., 2009].

Os principais métodos para tratar as disfungdes do colesterol, como a hipercolesterolemia
sdo mudancgas na dieta e no estilo de vida do paciente. Quando esses métodos ndo sdo suficientes
torna-se necessdria a administracdo de farmacos especialmente desenvolvidos para este fim
[BETTERIDGE et al., 1993]. Os agentes redutores de colesterol envolvem resinas de ligacao de
acidos biliares, fibratos e inibidores da hidroxi-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase,

as estatinas.
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As estatinas sdo responsdveis por inibir a enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A
(HMG-CoA) redutase (figura 2.7), que catalisa a conversio do HMG-CoA em mevalonato, o
precursor do colesterol, constituindo a etapa limitante da via metabdlica. As estatinas por se
assemelharem ao substrato que a enzima HMG-CoA redutase se liga, competem com o mesmo
pelas moléculas da enzima, diminuindo com isso a quantidade de HMG-CoA redutase que se
ligard com seu substrato para a formacdo do colesterol, essa acdo € conhecida como inibi¢do
competitiva [LEHNINGER ez al., 2002]. A inibicdo competitiva dessa enzima pelas estatinas
produz respostas celulares compensatérias como o aumento da expressdo de receptores de LDL e
de HMG-CoA redutase. Em razdo do aumento compensatério de HMG-CoA redutase, a sintese
do colesterol celular é apenas ligeiramente reduzida, mas a eliminagdo deste pelo mecanismo de
receptor LDL € marcantemente potencializada, levando a redu¢gdes mantidas do colesterol sérico

[LENNERNAS & FAGER, 1997].

A limitacdo da biossintese de colesterol e de triacilglicerol, associada a uma dieta pobre em
gorduras e colesterol diminuem as taxas de producdo de VLDL e LDL. A remocdo de LDL da
circulacdo é mediada por receptores de LDL, possuindo uma fun¢do importante na manutengdo
dos niveis de colesterol [VEOT et al., 2000]. Cada 10% de redugdo dos niveis de colesterol estd
associado a aproximadamente 20 a 30 % de reducgdo da incidéncia de doencas cardiovasculares
[THE PRAVASTATIN MULTINATIONAL STUDY GROUP FOR CARDIAC RISC
PATIENTES, 1993; SCANDINAVIAN SIMVASTATIN SURVIVAL STUDY GROUP, 1994;
BYINGTON et al., 1995; SHEPERD et al., 1995; SACKS et al., 1996; DOWNS et al., 1998;
THE LONG-TERM INTERVENTION WITH PRAVASTATIN IN ISCHEMIC DISEASE
STUDY GROUP, 1998].

Apesar de serem amplamente prescritas e muito eficientes no tratamento de
hiperlipidemias, as estatinas apresentam diversos efeitos colaterais como miopatias, cefaléia,
flatuléncia, dispepsia, prurido e exantema cutaneo. Por isso os niveis de estatinas no organismo
do paciente devem ser monitorados com exames periddicos a fim de se evitar os efeitos colaterais
e buscar sempre administrar a dose terapéutica mais apropriada para o paciente [SHITARA &

SUGYIAMA, 2006].
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Figura 2.7: Sintese do colesterol e atuagdo das estatinas.

2.4.1 Efeitos Pleiotrépicos

Em 1996, MASSY e colaboradores levantaram a hipétese de que os efeitos benéficos das
estatinas poderiam ndo estar centrados apenas na redu¢do do colesterol plasmatico, mas também
na inibicdo do metabolismo do mevalonato, ji que produtos desta via metabdlica parecem ser

criticos para a proliferacdo de varias células. Como o metabolismo do mevalonato d4 origem a
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uma série de isoprendides vitais para diversas fungdes celulares, a inibicdo da HMG-CoA
redutase pode levar a vdrios efeitos pleiotropicos, como melhoria da disfuncdo endotelial
mediada por 6xido nitrico, efeitos antioxidantes, propriedades antiinflamatdrias, inibicdo da
proliferacdo celular com agdes anticarcinogénicas em animais, estabilizacdo de placas
aterosclerdticas, efeitos anticoagulantes, inibicdo da rejei¢do de enxertos apds transplante de
coracdo e rim e a¢do no tecido 6sseo [HOWLAND & MYCEK, 2007; PARK et al., 2005; LIAO
& LAUFS, 2005; KUREISHI et al., 2000]. DULAK & JOZKOWICZ, [2005] demonstraram
reducdo da morte causada por cancer em pacientes envolvidos em tratamentos com estatinas para
prevencdo de doencas cardiovasculares. Estudos recentes evidenciaram a diminui¢do das chances
(20-55%) do paciente desenvolver cancer localizado (coloretal, mama, prdstata, pulmdao e
pancredtico) quando em terapia com estatinas [BONOVAS et al., 2006; GLYNN et al., 2008].
Estudos epidemioldgicos sugerem que as estatinas diminuem os riscos de uma pessoa
desenvolver Mal de Alzheimer, doenca causada pelo acimulo de B-amiloide extracelular e
vascular no cérebro, que se torna toxico para os neurdnios [PEDRINI et al., 2005; HOGLUND et
al.,2004]. Em WOLOZIN, [2002] pacientes que receberam lovastatina e pravastina tiveram 70%
menos chance de desenvolver Mal de Alzheimer, porque a lovastatina foi capaz de reduzir os
niveis de f-amiloide no sangue para 40%, em humanos. A disfun¢cdo do metabolismo dos lipidios
tem grande importincia em doencgas e desordens do sistema nervoso central, por este ser um
orgdo com alta concentracdo de gordura [ADIBHATLA & HATCHER, 2008]. Embora niveis
baixos de LDL ndo estejam relacionados ao Mal de Parkinson [HUANG et al., 2007], as estatinas
possuem efeitos benéficos potenciais nessa patologia neuro degenerativa por possuirem

propriedades anti-inflamatdrias [BECKER et al, 2008].

As estatinas estdo emergindo também como drogas para disfuncdes ésseas, como a
osteoporose [PAHAN, 2006]. Estudos demonstram que a lovastatina pode ser usada no
tratamento de fraturas 6sseas [BARRIOS-GONZALEZ & MIRANDA, 2009]. A aplicacdo das
estatinas no tecido 6sseo foi demonstrada pela primeira vez por MUNDY e colaboradores [1999],
em estudo realizado em calvdria craniana de roedores e em estudo in vitro. Posteriormente
estudos demonstraram que as estatinas possuem efeitos benéficos na mineralizagdo Ossea,
reduzindo assim o risco de fraturas [EDWARDS & SPECTOR, 2002; PAHAN, 2006]. MACIEL-

OLIVEIRA e colaboradores [2011] obtiveram estimulo de formacdo Ossea e aumento da
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qualidade do osso alveolar formado quando aplicaram sinvastatina em defeito realizado no

alvéolo do 1° molar de ratos Wistar.

Embora o exato mecanismo pelo qual as estatinas influenciam a formacao éssea ainda nao
esteja claro, existe a possibilidade de que pequenas enzimas GTPases, preniladas pelos produtos
da sintese do colesterol, regulem negativamente a expressao da proteina dssea morfogenética do
tipo II (BMP-2), um dos principais fatores de crescimento na formagdo Ossea, que estimula a
proliferaciao e diferenciacdo dos osteoblastos. Assim, com a inibi¢do da prenilacido e fun¢do de
pequenas GTPases, que ocorre como conseqiiéncia da inibicdo da sintese do mevalonato, a
expressio de BMP-2 pode ser entdo estimulada [ROGERS, 2000]. A BMP-2 é um fator de
crescimento muito utilizado em enxertos e patologias dsseas, porém seu custo elevado limita sua
utilizacdo. Com isso, o baixo custo das estatinas as torna substancias promissoras para aplicacao
na regeneracdo de tecido dsseo [ARMITAGE, 2007]. WILDEMANN e colaboradores em 2009
demonstraram que a sinvastatina aplicada de forma local nas fraturas ésseas provocadas em tibias

de ratas apresentou efeitos semelhantes aos da BMP-2 na regeneracao do tecido.

GRIFFITHS & CARTMELL em 2007 cultivaram osteoblastos em uma solu¢do contendo
sinvastatina e subsequentemente colocaram as células em um arcabougo de poli (4cido lactico),
(PLLA). A andlise da matriz mineralizada mostrou um aumento da mineralizagcdo e da expressao
da proteina 6ssea morfogenética do tipo 2 e da proteina ndo coldgena ostepontina. Esses achados
sugerem que as estatinas além de aumentarem a mineralizacdo da matriz t€m o potencial de
aumentar a diferenciacio e crescimento de osteoblastos, podendo contribuir assim, em cirurgias

ortopédicas de reconstrugao.

WONG & RABIE [2003] avaliaram a agdo local da sinvastatina no reparo de defeitos
0sseos, quando estudaram os efeitos do enxerto de esponja de coldgeno reabsorvivel com 0,5 mg
de sinvastatina no reparo de defeitos em calvéria de coelhos, em periodo de observaciao de 14
dias. A andlise histomorfométrica revelou 308% mais de osso neoformado nos animais que
receberam o medicamento do que naqueles em que apenas a esponja de coldgeno foi implantada.
Os mesmos autores, em 2005, em estudo semelhante, examinaram a expressdo de fator de
crescimento endotelial vascular, BMP-2 e Cbfal, no processo de reparo inicial de defeitos com e

sem sinvastatina e encontraram que a estatina induziu e acelerou a formacdo 6ssea localmente,
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além de ativar a expressdo inicial de fatores que regulam a angiogénese, a diferenciacdo de

células Osseas e a osteogénese.

Em um modelo de fratura femural, GARRETT e colaboradores em 2007, administraram
lovastatina ou ndo, em microesferas biodegraddveis de PLGA para determinar se o farmaco
poderia melhorar a formacdo Ossea. Os resultados mostraram um aumento da reparacdo Ossea
utilizando-se uma escala radiografica e diminuicio da distancia entre as margens da fratura pela
imagem em tomografia computadorizada. Além disso, a resisténcia a fratura foi

significantemente maior quando foi utilizado o polimero com o farmaco.

MAEDA e colaboradores [2003] em cultura de células pré-osteobldsticas tratadas com
estatinas relataram um aumento de expressao do fator de crescimento endotélio-vascular (VEGF),

outro fator de diferenciacdo de osteoblastos.

As estatinas também podem ter efeito na diminuicdo da reabsor¢cdo dssea. Os osteoclastos
usam moléculas intermedidrias da biossintese do colesterol, o farnesil e geranilgeranil, para
modificar e ativar proteinas chaves intracelulares. Assim, a auséncia desses subprodutos pode
causar efeitos que diminuem a formacao e funcdo dos osteoclastos [CRUZ & GRUBER, 2002;
GRASSER et al., 2003].
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Capitulo 3

MATERIAIS E METODOS

3.1. Obtencao das microesferas

3.1.1 Estudo Piloto

Inicialmente desenvolveu-se um estudo piloto a fim de determinar os solventes utilizados

para dissolver o polimero e o firmaco, a concentracdo e o volume da solucdo de PVAI, ja que

esses detalhes ndo foram encontrados em literatura. As demais etapas da metodologia foram

adaptadas de GARRET et al., [2007]. A técnica por simples emulsdo em 6leo e dgua (O/W) foi

escolhida devido a natureza hidrofébica do farmaco utilizado. A tabela 3.1 resume os detalhes

dos testes realizados durante o estudo piloto e destaca (em negrito) a metodologia que permitiu a

obtencao das microesferas desenvolvidas neste trabalho.

Tabela 3.1: Detalhes dos testes realizados durante estudo piloto. Em negrito, metodologia para obtengéo

de microesferas de PLDLA sem e com o farmaco.

Solventes PVAI
Testes
Polimero Farmaco Volume Concentragéo
1 acetona acetona 50 mL 1%
2 cloroférmio | cloroférmio 50 mL 1%
3 cloroférmio acetona 50 mL 1%
4 cloroférmio acetona 100 mL 1%
5 cloroférmio acetona 250 mL 3%
6 cloroférmio acetona 250 mL 5%
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3.1.2 Microesferas sem o Fdarmaco

O PLDLA 70:30 foi sintetizado no laboratério de Biomateriais da PUC-SP, conforme
descrito em Motta [2007].

Inicialmente dissolveu-se 1,0 g de PLDLA granulado em 10,0 mL de cloroférmio (Merck)
sob agitacdo em agitador magnético (Ika) para sua total dissolucdo. A solugdo resultante foi
adicionada a 100 mL de solu¢do aquosa de PVAI a 1% (Vetec), a temperatura ambiente, sob
constante agitacdo em emulsificador a 24 rpm por 6 minutos formando-se assim a simples
emulsdo. Para que ocorresse evaporacao do solvente, a solucdo final permaneceu em agitacdo por
3 horas. O conteido do béquer foi entdo vertido em tubos de ensaio e estes submetidos a
centrifugacdo por 5 minutos a 3500 rpm. As microesferas foram retiradas do tubo e congeladas
em nitrogénio liquido para liofilizagdo por 48 horas para estocagem. O processo descrito esta

demonstrado na figura 3.1.

3.1.3 Microesferas com o farmaco Sinvastatina

O procedimento para a obtencdo das microesferas de PLDLA com o farmaco seguiu a
mesma metodologia da obtengdo das microesferas sem o firmaco. A diferenga, entretanto, foi a
adicdo de uma solugdo de sinvastatina em acetona a 5% a solu¢do de PLDLA. Posteriormente a
solucdo polimero/firmaco foi submetida a emulsificagdo com PVAI 1% seguindo a metodologia

descrita anteriormente. O farmaco utilizado foi obtido em farmécia de manipulagao.
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PLDLA
+
cloroférmio

Y

Sinvastatina EVAPORACAO DO SOLVENTE

+
acetona 3 horas sob agitacao magnética

Emulsificador

CENTRIFUGACAO
5 minutos a 3500rpm
< SECAGEM EM ESTUFA A VACUO
por 24h

Agitagdo
controlada

24 rpm - 6 min.
PVAI 1%

LIOFILIZACAO DAS AMOSTRAS
por 48h

Figura 3.1: Representaciio da metodologia utilizada na obten¢io das microesferas de PLDLA sem e com
o farmaco sinvastatina.

3.2. Caracterizacao da Morfologia e Distribuicdo de Diametros das Microesferas

3.2.1 Morfologia das Microesferas

Para a andlise morfoldgica das microesferas de PLDLA, com e sem o farmaco, foi utilizado
um microscopio eletronico de varredura mod. JEOL JXA 840A onde a tensdo utilizada foi de
10kV. Para metalizacido das amostras foi utilizado um metalizador SPUTER COATER BALTEC
SCD 050 com corrente de 40 mA por 200s. Essa andlise foi também executada no analisador

analitico de imagem baseado em microscopia dptica automatizada, Morphologi G3S.

3.2.2 Distribuicao de Didmetros

Inicialmente, o tamanho e distribui¢do de diametros das microesferas com e sem o farmaco
foram obtidos pelo equipamento Mastersizer 2000, pelo método de espalhamento de luz laser
(LLS), onde a distribui¢do de diametros das amostras foi analisada baseada em volume. Para tal

as amostras foram dispersas em dgua e agitadas por ultrasson. Apds a lenta evaporacdo do

-26-



solvente as amostras foram entdo submetidas a andlise. Utilizou-se aproximadamente 0,5 g de
cada amostra.

Para se identificar as particulas de diametros menores que 10 um, as amostras foram
submetidas a andlise de distribuicdo de diametros baseada em ndmero, pelo equipamento
Morphologi G3S. As microesferas foram dispersas em uma combinacio de solvente e surfactante
e apos a lenta evaporacdo dos mesmos, submetidas a andlise. Utilizou-se aproximadamente 0,2 g

de cada amostra.

3.3 Caracterizacdo Térmica das Microesferas

3.3.1 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

O estado fisico da sinvastatina na microesfera de PLDLA foi caracterizado pelas andlises
de curvas de DSC. As curvas foram obtidas em um equipamento TA Instruments modelo
MSDC2910 onde utilizaram-se cadinhos de aluminio com aproximadamente 10 mg de amostra,
sob atmosfera de nitrogénio (50 mL/min) e taxa de aquecimento de 10°C/min iniciando o
aquecimento em 25°C e atingindo 200°C. Realizaram-se andlises da sinvastatina pura, PLDLA
puro, microesferas de PLDLA com e sem o firmaco e mistura fisica de microesferas de PLDLA

+ sinvastatina na proporcao de 1:1.

3.3.2 Anadlise Termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica das amostras foi analisada por TGA em um equipamento Netzsch
modelo STA409C. As curvas termogravimétricas foram obtidas submetendo-se
aproximadamente 10 mg das amostras ao aquecimento na faixa de 25 a 500 °C a 10°C/min sob
atmosfera de nitrogénio (N;). Avaliou-se a estabilidade térmica do polimero utilizado, das

microesferas com e sem o medicamento e do farmaco puro.
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3.4 Eficiéncia de Encapsulacao e Estudo da Liberacéo In Vitro do Farmaco

A obtencdo da eficiéncia de encapsulagdo e o estudo de liberacdo in vitro do farmaco foram
obtidos por CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) em andlises conduzidas pelo
software Waters Breeze, equipamento Waters equipado com um detector de UV modelo 2487 e
uma bomba mod. LC-1525. A coluna utilizada na detec¢do da sinvastatina foi uma Symmetry C;g
3,9 X150 mm (Waters corporation). A absorbancia foi monitorada a 240 nm com um fluxo de
fase mével de 1,0 mL/min. A inje¢do das amostras foi de 20 pL e realizada em triplicata para
cada tubo de ensaio. O resultado final da concentracdo de farmaco é a média aritmética dos
valores obtidos. A fase mdvel utilizada era composta por 65 % de acetonitrila e 35% de tampao
acetato de amoénio 0,01M pH 6,8, filtrada em membrana de 0,45 um e submetida a banho de
ultrasson para eliminar bolhas, metodologia adaptada de KUMAR et al. [2009]. Para a obtencao
da curva de calibracdo, foram preparadas solugdes padrdo de sinvastatina em fase mével de

concentracoes 1,5; 2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0; 40,0 e 50,0 pg/mL.

Para a obtencdo da eficiéncia de encapsulagdo do farmaco no dispositivo obtido, apds a
etapa de preparacdo das microesferas coletou-se o sobrenadante final e quantificou-se a
concentracdo de farmaco existente no mesmo. Esse valor foi subtraido da quantidade total de
farmaco utilizada para se conhecer a massa de fdarmaco encapsulada. A eficiéncia de

encapsulacio do dispositivo foi calculada utilizando-se a férmula representada na figura 3.2.

o _ massa de farmaco encapsulada
Eficiéncia de Encapsulacio = - — x 100 %
massa total de firmaco utilizada

Figura 3.2: Equacdo para cilculo da eficiéncia de encapsulag¢ao do farmaco.

Para o estudo de liberacdo in vitro do farmaco colocou-se 3,0 mg de microesferas de
PLDLA com o principio ativo em tubos de ensaio contendo 1mL de solugcdo tampdo fosfato
salina (PBS, pH 7,4) e 30 % de etanol. Devido a baixa solubilidade da sinvastatina em &agua
acrescentou-se o etanol a fim de solubilizar a sinvastatina liberada. Os tubos foram mantidos em

banho termostatizado a 37,0°C % 0,5 sob leve agitacdo até o 3°, 5°, 7°, 10°, 15°, 20°, 25° e 30° dias
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de ensaio, quando os mesmos foram submetidos a centrifugacdo para separacdo das microesferas
da solucdo, e o sobrenadante retirado para andlise em CLAE os ensaios foram realizados em

triplicada. Utilizou-se um tubo para cada tempo de estudo.
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Capitulo 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencao das Microesferas

4.1.1 Estudo Piloto

Na técnica por simples emulsdo descrita em literatura dissolve-se o polimero e o farmaco
no mesmo solvente [JAIN, 2000; PEREZ et al., 2000; PASSERINI & CRAIG, 2002].
Inicialmente utilizou-se acetona devido ao fato da sinvastatina ser soliivel na mesma e 50 mL de
solucdo de PVAL 1%. Ao adicionar a solucao de farmaco e polimero a solu¢do de PVAI 1%, o
polimero coagulou formando um halo branco e rigido sobre a solu¢do do emulsificante. No
segundo teste utilizou-se cloroférmio como solvente. Apds a centrifugagdo observou-se a
formagdo de um precipitado amarelado com consisténcia coloidal no fundo do tubo de ensaio.
Esse precipitado foi transferido para uma placa de petri e seco em estufa a vacuo. Depois da
secagem nao foi possivel descolar a massa seca da placa de petri. Com isso optou-se por dissolver
o PLDLA em cloroférmio e a sinvastatina em acetona. O precipitado que se formou apds a
centrifugacdo tinha coloracdao branca e secava imediatamente quando transferido a um papel
filtro. Essa massa foi entdo submetida a estufa a vdcuo, liofilizada e analisada em microscopia
eletronica de varredura. Dessa metodologia resultaram microesferas esféricas, porém
apresentando muitos aglomerados e a ndo encapsulagdo do farmaco, pois era possivel observar
cristais do firmaco em forma de bastdes sobre as superficies das microesferas (figuras 4.1 A e B).
Desta forma, no teste seguinte utilizou-se 100 mL da solu¢do de PVAI 1% ao invés de 50 mL.
Essa foi a metodologia que se mostrou eficiente para obtengdo das microesferas de PLDLA sem e
com o farmaco, pois utilizou-se cloroférmio para dissolver o PLDLA, acetona para a sinvastatina
e 100 mL de solu¢do PVAI 1% como emulsificante. No intuito de obter particulas de didmetros

menores, mais dois testes foram realizados alterando-se apenas as concentracdes das solucdes de
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PVAIl para 3 e 5 %, porém em ambos ao acrescentar as solugdes de polimero e farmaco ao PV Al

todo o liquido se transformava em uma massa densa.

A concentracdo do polimero, massa molecular, o surfactante, a propor¢ao das fases
aquosa e oleosa e a taxa de evaporacdo do solvente sdo parametros que influenciam nas
caracteristicas finais de micro e nanoesferas, assim como na encapsulacio do farmaco
[JULIENNE ez al., 1992; PANYAM et al., 2004; MU & FENG, 2003; SONG et al., 1997,
CHUNG et al., 2001; CHUNG et al. 2002].

Os solventes organicos devem ser selecionados considerando-se dois critérios: o polimero
deve ser solivel nesse solvente e o solvente deve ser completamente imiscivel na fase aquosa.
Solventes clorados tém sido amplamente empregados na metodologia de evaporagdo e emulsao.
JULIENNE e colaboradores [1992] utilizaram diclorometano para obter nanoesferas de PLGA
com tamanho médio de 177 nm. O mesmo solvente foi utilizado por PIETZONKA e
colaboradores [2002], que obtiveram nanoesferas de diametro entre 400 e 500 nm. SONG e
colaboradores [1997] utilizaram uma mistura de diclorometano e acetona (8:2 v/v) obtendo

nanoesferas de diametro médio 117 + 40 nm.

A presenga de cristais do fairmaco em microesferas obtidas pelo método O/W [JALIL &
NIXON, 1989] tem sido atribuida ao efluxo do solvente da fase oleosa que é capaz de levar o
farmaco para a superficie das microesferas. Quando o solvente, em contato com a fase aquosa,
perde seu poder de dissolugdo, as particulas do farmaco precipitam nas superficies das

microesferas ou se mantém suspensas no meio aquoso.

Aumentando-se a concentracdo do PV Al é possivel obter microesferas de didmetros
menores [JOBMANN & RAFLER, 1998]. Porém altas concentracdes de PVAI podem impedir a
separacdo das microesferas resultando em grande nimero de particulas agregadas [YANG &

OWUSU-ABABIO, 2000].

O processo de extragdo/remoc¢do do solvente pela técnica de simples emulsdo em 6leo e
agua (O/W), conforme descrito na metodologia permitiu a obtencdo com sucesso de microesferas
com e sem o farmaco sinvastatina. As andlises de microscopia eletronica, distribuicdo de
diametro, DSC e TGA demonstraram que as particulas obtidas nesse estudo apresentaram-se
esféricas, com didmetros na faixa de micrometros, manuten¢do das caracteristicas do polimero

apds o processamento e interacdo do polimero com o farmaco utilizado.
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4.2 Microscopia Eletronica de Varredura

As imagens obtidas pela microscopia eletronica de varredura e pela andlise analitica de
imagem baseada em microscopia Optica automatizada (Morphologi G3) demonstraram que as
microesferas de PLDLA com e sem o fiarmaco apresentam morfologia esférica, superficie lisa,
tamanho em escala micrométrica, grande distribuicdo de didmetros, e auséncia de agregacdo ou

adesdo como pode ser observado nas Figuras 4.1 C-E, 4.2 e 4.3.

Segundo MARTIN e colaboradores [2000] microesferas preparadas com polimeros
amorfos como o PLGA, poliestireno e resinas acrilicas tem levado a formagdo de esferas com
superficie lisa enquanto que as preparadas com polimeros cristalinos como o Poli (hidroxi
butirato) e o Poli (hidroxi butirato-co-valerato) tem apresentado superficie rugosa e porosa,
sugerindo que as por¢des cristalinas do PHB e do PHBV determinam o comportamento das
cadeias poliméricas.

A porosidade das microesferas depende, em parte, do fluxo de dgua entre as particulas
poliméricas que vao originar as microesferas. Microesferas porosas permitem maior facilidade de
difusdo do meio pelo interior da microesferas liberando assim o fairmaco de forma mais acelerada

quando comparadas as microesferas macigas [WISCHKE & SCHWENDEMAN, 2008].
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Figura 4.1: Microscopia eletronica de Varredura das Microesferas: A e B) Microesferas com farmaco
obtidas no estudo piloto; C e D) Microesferas de PLDLA com o fairmaco; E) Microesferas de PLDLA sem
o farmaco.
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Figura 4.2: Conjunto representativo das fotos de microesferas de PLDLA obtidas pelo Morphologi G3.
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Figura 4.3: Conjunto representativo das fotos de microesferas de PLDLA com o firmaco obtidas pelo

Morphologi G3.
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4.3 Distribuicao de Diametros das Microesferas

A técnica de espalhamento de luz laser (LLS) assim como a andlise analitica de imagem
baseada em microscopia Optica automatizada fornecem importantes parametros que devem ser
considerados na caracterizagdo da distribuicdo de diametros de microesferas. Pardmetros como
d(0,1)-diametro abaixo do qual se encontram as particulas que representam 10% da amostra,
d(0,5)-diametro abaixo do qual se encontram as particulas que representam 50% da amostra e
d(0,9)-diametro abaixo do qual se encontram as particulas que representam 90 % da amostra para
distribui¢des de didmetros em volume e nimero e, os didmetros minimo, médio e maximo das
particulas analisadas na distribui¢do de didmetros em nimero.

Inicialmente as microesferas obtidas foram submetidas a andlise de distribuicdo de
diametros em volume para se conhecer a distribui¢do de didmetros das mesmas.

As microesferas de PLDLA sem o fiarmaco apresentaram grande distribui¢do de diametro
variando entre 0,56 e 69,18 um (figura 4.4).

Para as microesferas de PLDLA com o farmaco, o grafico da distribuicdo de diametros
baseada em volume demonstrou diametros entre 0,42 e 60,25 um (figura 4.5). Pode-se observar
no grifico uma indicagdo da diminuicdo no didmetro das microesferas, pois o volume que as
particulas menores que 10 um representam mostra-se um pouco maior quando comparado ao

mesmo conjunto da amostra nas microesferas de PLDLA.
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Figura 4.4: Distribui¢ao de didmetros baseada em volume das microesferas de PLDLA sem o farmaco.
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Figura 4.5: Distribui¢ao de didmetros baseada em volume das microesferas de PLDLA com o farmaco.

Quando se tem uma amostra com grande distribuicdo de didmetros, a distribuicao baseada
em volume destaca as particulas de maiores diametros, ja que as de menores didmetros
representam um volume muito pequeno da amostra. Por isso, a fim de se conhecer melhor as

microesferas de diametros menores que 10 um, as amostras foram submetidas a andlise de

distribui¢do de diametros baseada em niimero.
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As distribui¢des de didmetros baseadas em nimero das microesferas de PLDLA sem e com

o farmaco, obtidas por microscopia Optica automatizada, estdo demonstradas nas Figuras 4.6 e

4.7, respectivamente.
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Figura 4.6: Distribui¢do de didmetros baseada em niimero de microesferas de PLDLA sem o firmaco.
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Figura 4.7: Distribui¢ao de didmetros baseada em nimero de microesferas de PLDLA com o farmaco.
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A distribuicdo de didmetros baseada em nimero demonstrou que a maior parte das
microesferas possui didmetros menores que 10 pm tanto na amostra de PLDLA sem o farmaco
como na amostra com o farmaco encapsulado. Os valores dos didmetros minimos, médios e
maximos obtidos nas amostras de PLDLA sem e com o farmaco estdo representados na tabela

4.1.

Tabela 4.1: Diametros minimos, médios € maximos das amostras de PLDLA sem e com o farmaco.

Diametro Diametro Diametro

Minimo Médio Maximo
(um) (um) (um)
PLDLA sem farmaco 2,22 10,08 65,22
PLDLA com farmaco 2,22 7,47 53,81

Analisando-se os valores dos didmetros representados na tabela 4.1 e os gréficos da
distribui¢do de diametros em nimero pode-se afirmar que a amostra das microesferas de PLDLA
com o farmaco apresenta um material mais fino, ou seja, hd mais particulas com didmetro abaixo
de 10 ym que a amostra de PLDLA sem o farmaco. Esse aumento na quantidade de particulas
menores pode ser devido ao farmaco que estava aderido a parede das microesferas e se soltou no
processo de dispersdo da amostra. BERKLAND e colaboradores [2003] demonstraram que a
medida que se diminuiam os diametros das microesferas, o farmaco rodamina encontrava-se mais
na superficie do dispositivo. Como foi discutido na se¢do 4.1 deste trabalho o efluxo do solvente
da fase oleosa para a aquosa do método O/W pode levar o farmaco para a superficie das
microesferas. Esses resultados refletirdo na liberacdo do farmaco, pois o tamanho e a distribui¢do
de diametros e a localiza¢do do farmaco no dispositivo afetam diretamente a cinética de liberacao

do mesmo.

-38 -



Os valores de d(0,1), d(0,5) e d(0,9) obtidos nas distribui¢cdes de diametros baseadas em
volume e em nimero, para as microesferas de PLDLA sem e com o farmaco confirmam que a
amostra de PLDLA com farmaco possui maior quantidade de particulas menores que 10 pm

quando comparada a amostra de PLDLA sem farmaco. Os valores estdo representados na tabela

4.2.

Tabela 4.2: Comparacio dos valores de d(0,1), d(0,5) e d(0,9) para as distribuicdes de didmetros baseadas

em volume e em numero.

d(0,1) d(0,5) d(0,9)

. PLDLA sem fdrmaco 11,48 um 28,19 um 49,28 um
Distribuicao de

Diametros baseada em
Volume PLDLA com farmaco 3,71 ym 22,75 um 41,13 um

. PLDLA sem farmaco 2,92 um 6,84 um 21,54 pm
Distribuicao de

Diametros baseada em
Numero PLDLA com farmaco 2,65 um 4,71 um 16,6 um

Virios fatores determinam o tamanho e a distribuicio de diametros das microesferas
como a massa molecular do polimero, o surfactante, a concentracio do mesmo, a proporcdo da
fase organica/aquosa, o solvente utilizado na dissolu¢do do polimero, a taxa de evaporacdo do
solvente, a encapsulacdo do farmaco e a velocidade de agitacio da emulsio [ASTETE E

SABLIOV, 2006; WU, 1995b; JAIN et al., 1998].

Segundo JAIN [2000], um sistema de liberacdo de farmacos ideal deve apresentar
particulas com didmetros médios que nido excedam 250 um, possibilitando assim sua aplicacdo

com seringas sem causar o entupimento da agulha.
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O tamanho da microesfera afeta a taxa de degradacdo do polimero, o carregamento e a

liberacdo do farmaco do dispositivo [RAMAN et al., 2005].

Quando se quer obter microesferas para liberacdo de farmaco por um longo periodo de
tempo, é desejavel que as particulas tenham distribui¢do de tamanho variando de 20 a 100 um

[JEFFERY et al., 1991; JOHANSON et al., 2000; O’HAGAN & SINGH, 2004].

Microesferas com grande distribui¢do de didmetro muitas vezes liberam o fairmaco em duas
fases diferentes, a inicial, conhecida como “burst” por liberar uma dose alta de farmaco logo no
inicio da aplicagdo, e a controlada que libera o firmaco em pequenas quantidades durante certo
periodo de tempo. Uma possivel explicacdo para esse fendmeno é que as microesferas de
diametro menor que 10 um degradam mais rapido que as de didmetro maior e, portanto, causam o
efeito “burst”. A fim de evitar a liberacdo inicial, alguns pesquisadores removeram as
microesferas menores de suas amostras [AKBUGA, 1991; COHEN, 1991; SANSDRAP, 1997;
NARAY ANI, 1996; BEZEMER, 2000].

Homogeneizadores de baixa rotacdo, vortices e agitadores magnéticos permitem a obtencdo
de microesferas de didmetros entre 20 e 100 um, enquanto que homogeneizadores de alta rotacao

produzem microesferas de diametros menores, mas sdo menos utilizados nos procedimentos de

microencapsulacdo [SCHUCHMANN & DANNER, 2004].

4.4 Analises Térmicas

4.4.1 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As técnicas de DSC e TGA tem sido muito utilizadas para investigar interacdo entre
polimeros e farmacos em micro e nanoparticulas [GAMISANS et al., 1999; CALVO et al.,
1996].

A Figura 4.8 A-E mostra as curvas de DSC para o PLDLA puro, para a Sinvastatina pura,
para as microesferas de PLDLA com e sem a incorporagdo de sinvastatina e para a mistura fisica

de microesferas de PLDLA+sinvastatina.
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A sinvastatina pura (Curva 4.8 A) mostra um pico endotérmico que corresponde ao ponto
de fusdo a 139°C, indicando sua natureza semicristalina. Os resultados encontrados estdo de

acordo com ALI e colaboradores [2010] e OLIVEIRA e colaboradores [2010].

O PLDLA puro exibiu uma temperatura de transi¢do vitrea (Tg) de 59 °C referente ao
processo de relaxacdo das cadeias poliméricas (Curva 4.8 B). De acordo com os resultados de

MOTTA, 2007 e RIBEIRO, 2006 .

Sendo o PLDLA um copolimero amorfo, ndo se observou ponto de fusdo, pois ndo hi
regides cristalinas na composicdo do material. E conveniente que os dispositivos apresentem grau
de cristalinidade baixo para que a taxa de degradacdo seja mais elevada, diminuindo assim a
permanéncia de fragmentos do material no local do implante, pois a medida que o polimero
degrada fragmentos cristalinos sdo acumulados no organismo gerando reacdo inflamatéria
[LEIGGNER, 2006]. Desta forma o PLDLA mostra-se um material adequado para a aplicacao

em liberacdo de farmacos por ndo apresentar os inconvenientes de materiais cristalinos.

As microesferas de PLDLA sem o farmaco apresentaram temperatura de transi¢do vitrea
semelhante a do PLDLA puro (59 °C) (Figura 4.8 C) comprovando que a técnica utilizada para a

microencapsulacdo ndo afetou as transi¢oes térmicas do polimero [MAINARDES et al., 2006].

A curva 4.8 D representa as microesferas com sinvastatina encapsulada e demonstra que a
Tg desta amostra foi a mesma do polimero puro (59 °C). Nao se detectou o pico endotérmico do
farmaco no sistema de liberagdo. Isso pode ser uma indicac@o de que a incorporacao do farmaco
nas microesferas resulta em um sistema altamente desordenado disperso na matriz polimérica, e

que o processo de microencapsulacido ndo interferiu na estrutura quimica do polimero.

Como demonstrado na figura 4.8 E, a mistura fisica de microesferas de PLDLA +
sinvastatina exibiu a Tg do polimero e o ponto de fusdo do farmaco o que indica que ndo houve
interacdo entre os materiais, contrastando com o resultado obtido na curva das microesferas de

PLDLA com o farmaco.

A temperatura de transicdo vitrea (Tg) do polimero aponta o inicio do movimento das
cadeias do polimero que compdem as regides amorfas. Nesse estado a difusdo do farmaco pela
matriz polimérica é facilitada devida a mobilidade da cadeia. O valor da Tg depende das
caracteristicas do polimero, mas sabe-se que a interacdo do polimero com o firmaco pode

diminuir o valor da Tg [WISCHKE & SCHWENDEMAN, 2008].
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O farmaco em estado amorfo torna-se mais solivel e biocompativel quando comparado ao
estado cristalino [YU, 2001]. Em FERNANDEZ-CARBALLIDO et al. [2004] a curva de DSC
das microesferas de Poli (DL-acido léctico-co-glicdlico) (PLGA) contendo ibuprofeno ndo
apresentou o pico de fusdo caracteristico do farmaco, indicando, dessa forma, a mudanca no
estado fisico do mesmo. Resultados semelhantes de farmacos hidrofébicos com polimero
biodegraddvel foram encontrados por outros autores [VENIER- JULIENNE & BENOIT, 1996;
MU & FENG, 2002; FITZGERALD & CORRIGAN, 1996].

Dispersoes solidas preparadas com polivinilpirrolidona (PVP) podem alterar ou inibir a
cristalizacdo de farmacos nas dispersdes resultando em formas amorfas, as quais sdo menos
estdveis termodinamicamente e liberam o farmaco mais rapidamente. A inibi¢do da cristalizacao
pode ser atribuida as ligagdes de hidrogénio entre o polimero e o farmaco e a incorporacao de
moléculas do farmaco dentro da matriz polimérica durante o preparo das dispersdes sélidas

[FORD, 1986; MATSUMOTO & ZOGRAFI, 1999; MOOTER et al., 2001].

Ha relatos, na literatura, de producao de dispersdes sélidas de sinvastatina com PVP K30
preparadas pelo método de evaporacdo de solvente com polietilenoglicol PEG4000. As
dispersdes solidas aumentaram a solubilidade da sinvastatina em solu¢do aquosa em até 11,3
vezes em relacdo ao farmaco apenas. Entretanto, as propor¢des de polimero utilizadas foram
muito altas (90,9%) e dessa forma, o desenvolvimento de comprimidos e cdpsulas com essas
propor¢des ¢ dificultado, principalmente no caso de medicamentos com doses mais altas de
sinvastatina (40 mg e 80 mg). Nesse estudo, ndo se relata a possibilidade de degradacdo da
sinvastatina que venha a ocorrer durante o preparo das dispersdes [AMBIKE et al., 2005; PATEL
& PATEL, 2008].
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Figura 4.8: Termogramas de DSC: A) sinvastatina pura, B) PLDLA puro, C) microesferas sem farmaco,
D) microesferas com farmaco e E) mistura fisica de microesferas de PLDLA + sinvastatina.

4.4.2 Andlise Termogravimétrica (TGA)

A termogravimetria € utilizada para avaliar perda de massa em funcdo do aumento da
temperatura demonstrando assim a decomposicao térmica dos materiais. Em muitos estudos, esta
técnica também tem sido utilizada para determinar a presenca ou auséncia de solvente residual
nas microesferas preparadas pela técnica de emulsificacao/evaporacdo do solvente [DUBERNET

et al., 1991; DUBERNET, 1995; GIRON, 2002].

A Figura 4.9 A-D mostra as curvas de TGA da sinvastatina pura, do PLDLA puro, das

microesferas de PLDLA sem e com a incorporagio de sinvastatina.

A andlise termogravimétrica da sinvastatina pura (Figura 4.9A) demonstrou que o farmaco
apresenta estabilidade térmica até 240°C e como ilustrado na curva da derivada hd perda de

massa maxima por volta de 320°C que, segundo XU et al. [2003] é decorrente da degradacio do
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farmaco. Os mesmos valores foram encontrados em estudos desenvolvidos por OLIVEIRA e

colaboradores [2010], SOUZA e colaboradores [2007] e PEREIRA e colaboradores [2007].

As curvas termogravimétricas do PLDLA puro (Figura 4.9B) mostram um tnico estagio de
decomposic¢ao que varia entre uma temperatura inicial (Ti) da ordem de 315°C e uma temperatura
final (Tf) de, aproximadamente, 380 °C com perda de massa maxima de acordo com RIBEIRO,

[2006] e MOTTA & DUEK, [2008].

As microesferas de PLDLA sem o firmaco (Figura 4.9C) apresentaram estabilidade térmica
semelhante a do polimero puro. Pode-se observar na curva que houve um tnico estdgio de perda
de massa com inicio a temperatura préxima de 310 °C e a temperatura onde a perda de massa é

maxima estd préxima a 370 °C.

O inicio da perda de massa das microesferas de PLDLA carregadas com sinvastatina
(Figura 4.9D) se deu por volta dos 270°C. A curva da derivada apresentou dois picos de perda de
massa maxima: a primeira em 317°C referente ao fairmaco e a segunda em 355°C referente ao
polimero. Como descrito em MAINARDES, [2006], ndo houve pico relacionado a fusdo do
farmaco o que refor¢ca o fato da sinvastatina estar ligada em estado amorfo na matriz polimérica

como verificado através das analises de DSC.
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Figura 4.9: Curvas de perda de massa (%) em funcdo da temperatura da andlise termogravimétrica

(TGA): A) sinvastatina pura, B) PLDLA puro, C) microesferas sem firmaco e D) microesferas com

farmaco.
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4.5 Eficiéncia de encapsulacio e Estudo de liberacao in vitro do farmaco

4.5.1 Eficiéncia de Encapsulacao do Fdarmaco

Conforme apresentado no item 3.4.1 da metodologia, a eficiéncia de encapsulagdo do
farmaco foi calculada subtraindo-se a concentracdo encontrada no sobrenadante da concentracdo
total usada na preparacdo das microesferas. As andlises realizadas em cromatografia liquida

demonstraram que a eficiéncia de encapsulagdo do farmaco foi de 96,2 + 1,2 %.

A eficiéncia de encapsulacdo pode ser influenciada pela técnica de encapsulacio escolhida,
velocidade de agitacdo da emulsdo, concentracdo e temperatura do emulsificante (PV Al), pH da
fase aquosa, quantidade de farmaco utilizada, massa molar do polimero e natureza do firmaco
[O'DONNEL & MCcGINITY, 1997; PARK er al., 2005; ALI et al., 2010] ou ainda pela
solubilidade do solvente utilizado para solubilizar o polimero. Na técnica O/W a alta solubilidade
do solvente pode resultar em um aumento da perda de fiarmaco na fase continua do processo,

reduzindo assim a eficiéncia de encapsulagdao [WISCHKE & SCHWENDEMAN, 2008].

A solubilidade do solvente em dgua determina a formacgdo inicial das microesferas no
processo de preparacdo. Em geral, uma precipitacdo rdpida do polimero devido ao efluxo do
solvente para a fase externa € considerado vantajoso por se obter alta eficiéncia de encapsulacio
[BODMEIER & MCcGINITY, 1988; MAO et al., 2008]. Porém, se o solvente é muito solivel em
agua, e/ou um grande volume de dgua € usado, a solidificacdo do polimero ocorrerd mais répido,
formando uma casca polimérica densa em volta das gotas impedindo-as de diminuir de tamanho,
originando particulas ocas [BIRNBAUM et al, 2000; BIRNBAUM & BRANNON-PEPPAS,

2003] ou defeituosas, quando o solvente é extraido do nucleo das esfera.

A alta solubilidade do farmaco no emulsificante utilizado também pode diminuir a
eficiéncia de encapsulacdo, pois o farmaco preferira interagir com o emulsificante a interagir com
o polimero, ndo ocorrendo desta maneira a encapsulacdo do mesmo nas microesferas poliméricas

[YANG & OWUSU-ABABIO, 2000].
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4.5.2 Estudo da liberagdo “in vitro” do farmaco (HPLC)

O estudo de liberagdo in vitro do farmaco é necessdrio para se conhecer a cinética de
liberacdo do dispositivo a fim de se propor a melhor aplicacdo buscando o maximo em eficiéncia

no tratamento de doencas especificas [TZAFRIRI et al., 2005].

O estudo de liberacdo in vitro da sinvastatina demonstrou liberag¢do inicial explosiva do
farmaco, “burst release”, apos 3 dias de ensaio, seguida por uma liberacdo mais lenta e controlada
observada nos demais tempos de estudo (Figura 4.10). A concentracdo de sinvastatina no
sobrenadante diminuiu nos tempos de 5, 7 e 10 dias e, essa diminuicdo deve-se ao fato da
sinvastatina degradar em seu hidréxidcido sob condi¢des de hidrélise dcida, como demonstrado
em trabalhos recentes [OLIVEIRA er al., 2010; SILVA, 2009]. Como ¢é conhecido, a hidrélise
dos poli (hidroxi 4cidos) gera produtos dcidos. Esses produtos dispersos no meio aquoso podem
interferir na estabilidade do farmaco [LI et al., 1990; PARK, 1995; VAN APELDOOR et al.,
2004; DING & SCHWEDEMAN, 2004]. A maior parte dos métodos de cromatografia para
deteccao e quantificacdo da sinvastatina retém a sinvastatina e seu hidréxidcido, isso se d4 devido

as condi¢des que o farmaco € analisado [Y ANG et al., 2003].

Nos cromatogramas 4.11 a 4.14 é possivel observar com clareza os picos correspondentes a
sinvastatina, ao hidroxidcido e aos produtos de degradacdo (PD) ndo identificados, esses
resultados estdo de acordo com os obtidos por GOMES e colaboradores [2009], CHAUDHARI e
colaboradores [2007], MALENOVIC e colaboradores [2006], MALENOVIC e colaboradores
[2004].

Nos tempos de 15, 20, 25 e 30 dias de ensaio a quantidade do farmaco no meio aumentou, o
que supde que havia farmaco encapsulado no interior das microesferas de diametros maiores que

10 um; os picos de retencdo desses tempos estdo demonstrados nos cromatogramas 4.15 a 4.18.

O gréfico 4.10 ilustra a curva de liberacdo do farmaco em fungdo do tempo estudado. Esses
dados sdo caracteristicos de sistemas compostos por carreadores de diversos didmetros, onde as
microesferas de menor didmetro degradam rapidamente liberando o fiarmaco e as maiores
apresentam liberacdo lenta. Os resultados obtidos estdo de acordo com os encontrados em ALI ez.

al., [2010]; SILVA,[ 2009]; MU & FENG,[ 2002].
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Figura 4.10: Quantidade de sinvastatina liberada in vitro pelo tempo de liberacdo estudado.

A liberacdo do farmaco pode ser controlada por difusdo, erosdo, osmose, ou pela
combinacdo desses mecanismos [SCHWENDEMAN et al, 1997]. O diametro das microesferas
poliméricas € o primeiro determinante da taxa de degradagdo do dispositivo e da liberacdo do
farmaco. Conforme se aumenta o diametro das particulas diminui-se a superficie especifica dos
dispositivos de liberacio com o meio aquoso, o que conseqiientemente diminui a taxa de
liberag¢do do farmaco, pois o farmaco passa por difusdao para o meio liquido. Portanto particulas
de diametros menores degradam e liberam rapidamente o fairmaco encapsulado [BERKLAND et

al., 2003].

Além do diametro das microesferas, a cinética de liberacdo do farmaco pode ser
influenciada pela localizagdo do farmaco na matriz polimérica, se este se encontra na superficie
do dispositivo serd liberado em menor tempo que o farmaco que estd no interior do mesmo. A
porosidade da microesfera € outro fator determinante, quanto maior for a quantidade e o didmetro
dos poros maior serd a difusdo de liquidos pelo dispositivo resultando assim numa degradacao
mais rapida do polimero com conseqiiente liberacdo do farmaco; as caracteristicas intrinsecas do
polimero como tempo de degradacio, por¢do amorfa e cristalina também influenciam na cinética

de liberacdo do farmaco [SOPPIMATH et al., 2001].
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Um sistema de liberac@o controlada de farmacos pode apresentar até trés diferentes fases de
liberacdo: a liberacdo rdpida do farmaco em poucas horas ou dias, conhecido como liberagdo
explosiva, no inglés “burst release”, que ¢ atribuida ao farmaco que se encontra aderido a parede
das microesferas que apesar da agitacdo do sistema ndo se soltou; a liberacado lenta dependente da
degradacdo do polimero e a liberacdo tardia acelerada, que ocorre devido as condi¢des do meio
que aceleram a degradacdo das matrizes poliméricas [MAKINO et al., 2000; WISCHKE &
SCHWENDEMAN, 2008].

A degradacao dos poli (hidréxi dcidos) ocorre pela hidrélise das ligagdes ésteres que pode
ser auto-catalizada pelo acimulo de produtos dcidos no meio [ANDERSON & SHIVE, 1997]. A
velocidade de hidrdlise desses polimeros depende de sua composi¢do quimica, da propor¢do dos
monOmeros e do tamanho da cadeia podendo-se obter tempos de degradacdo que variam entre

algumas semanas e varios meses.
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Capitulo 5

CONCLUSAO

O método de simples emulsdo, como descrita neste trabalho, possibilitou com sucesso a

obten¢do de microesferas de PLDLA com alta efici€éncia na encapsulacdo da sinvastatina.

As microesferas apresentaram morfologia e distribuicdo de didmetros adequados para a

aplicacdo como dispositivos para liberacdo local e controlada do farmaco.

As microesferas obtidas sdo dispositivos promissores para aplicacdo na liberacdo local e

controlada de farmacos.
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SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

» Estudo in vivo da liberagao do farmaco;

» Aplicagio local das microesferas em osso para avaliacdo dos efeitos pleiotrdpicos da

sinvastatina;

» Aplicagido das microesferas para tratamento da hipercolesterolemia.
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