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RESUMO

O projeto consistiu na preparacao e caracterizagao de sistemas de liberacao
sustentada veiculando a estreptomicina, um agente antimicobacteriano. A
estreptomicina (STM) foi encapsulada em microparticulas poliméricas preparadas a
partir do polimero biodegradavel poli(e-caprolactona) (PCL) e do copolimero
biodegradavel poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBYV), pela técnica de
emulsificagdo seguida da evaporagdo do solvente. Estas particulas foram
caracterizadas quanto ao didametro médio e distribuicdo de tamanho, morfologia,
Potencial Zeta e eficiéncia de encapsulamento. Microparticulas de PCL e PHBV
foram obtidas pelo método de dupla emulsdo e evaporacao de solvente com
diferentes morfologias, sendo que as particulas de PCL apresentaram superficie
mais lisa do que as de PHBV. Além disto, a adicao do co-solvente acetona na fase
organica, provocou a formacdo de microparticulas de PHBV maiores e mais
porosas. Alteragbes em parametros da preparagdo como, aumento da
concentracdo do tensoativo, evaporagdo de solvente a baixa pressdo e uso de
polimero com menor massa molar foram fatores que reduziram do didmetro das
particulas. A eficiéncia de encapsulamento nas microparticulas de PHBV, medida
por eletroforese capilar, foi de 43 + 4 %. No ensaio bioldgico in vitro em células V-
79 (células de fibroblastos de pulméao derivadas de hamsters chineses), hepatécitos
e Vero (células do rim de macaco) foi verificada baixa toxicidade do antibiético
estreptomicina nos alvos celulares avaliados (captura do corante vermelho neutro,
conteudo de acidos nucléicos e reducdo do corante metiltiazoletetrazolium).
Entretanto, as microparticulas de PHBV com e sem farmaco apresentaram
alteracdo no lisossoma, que pode ter sido causada pela presenca de PVA na
superficie das particulas. A atividade antimicrobiana da estreptomicina livre e
encapsulada frente a Escherichia coli foi verificada, obtendo menor eficiéncia do
farmaco encapsulado em relagao ao farmaco livre. Entretanto, nos testes frente a
Streptococcus lentus, foi verificada maior eficiéncia quando o farmaco estava

encapsulado.
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ABSTRACT

This research was related to the preparation and characterization of a
sustained release system with streptomycin, an antimycobacterial agent. The
streptomycin (STM) was encapsulated in polymeric micro and nanoparticulas from
the biodegradable polymers, poli(e-caprolactona) (PCL) and of the biodegradable
copolymers, poli(3-hydroxybutirate-co-3-hydroxyvalerate) (PHBV), by double
emulsion and solvent evaporation method. These particles were characterized in
function of the size and size distribution, morphology, Potential Zeta and
encapsulation efficiency. PCL and PHBV microparticles that were obtained by
described methods, PCL presented surface smoother than the PHBV microparticles.
Moreover, the addiction of the co-solvent acetone in the organic phase provoked the
formation of PHBV microparticles larger and more porous than in PCL. Alterations in
preparation parameters such as increase of the surfactant concentration, solvent
evaporation in low pressure and a decrease molar mass were factors that reduced
the particle sizes. The encapsulation efficiency in microparticles of PHBV, measured
by capillary electrophoresis, it was 43 + 4.4%. In the in vitro biological assay in V-79
cells (permanent lung fibroblasts cell line derived from Chinese hamsters),
hepatocytes and Vero cells (from monkey kidney) was verified low toxicity of the
streptomycin in the endpoints targets (neutral red uptake, nucleic acid content and
tetrazolium reduction). However, microparticles of PHBV with and without drug
demonstrated an alteration in the lysosome that it could have been caused by the
presence of poly vinylic alcohol (PVA) in the particles surfaces. The antimicrobial
activity of free and encapsulated streptomycin against Escherichia coli was
demonstrated. A smaller efficiency of encapsulated drug than the free one was
found. However, in the tests against Streptococcus lentus was verified larger

efficiency of the free drug than the encapsulated one.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Valores de Potencial Zeta de microparticulas de PHB-9,8% HV e PCL. 37

Tabela 2: Didametro médio e polidispersidade das microparticulas de PHB-9,8% HV
L2 O] PP STRPRSPRN 38

Tabela 3: Medidas do halo de inibicao nos testes frente as cepas E. coli e S. lentus
da STM livre e encapsulada em microparticulas e PHB-9,8% HV (MM 92.000 g.mol
D) e ettt ettt ettt ettt et n et r et en e, 50

XI



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Concentracao plasmatica efetiva de farmacos em funcéo do tempo em:
sistemas Convencionais (curva em preto) e sistemas de Liberacdo sustentada
(curva cheia em vermelho) (Duran e De Azevedo, 2002-Modificado)............cccccue.... 7

Figura 2: Estrutura do antibiotico sulfato de estreptomicina. .........cccccveeveiiiiinnen. 10

Figura 3: Micrografias de particulas de PCL preparadas com Span 80 e
poliacrilamida (método 3.1.A.): A) x 1000; B) X 20000. .....ccceeerriiiiiiiiieeieeeeeeeeen 22

Figura 4: Micrografia referente a preparacéo 3.1.A. usando agitacdo magnética no
lugar da agitacao mecanica X 500 ........ccouiiiiiiiiiiiee e 23

Figura 5: Estrutura da poliacrilamida: A) utilizada por Lu e col. (1999); B) utilizado
LT (ST (=1 oY= 11 oo TR 24

Figura 6: Micrografias de particulas de PCL preparadas com os tensoativos Span
80 e Pluronic (F68) (método 3.1.A.): A) x 600; B) x 1200. ....cceeeeeeeeeiiiieeeeeeee 24

Figura 7: Micrografias de particulas de PCL (método 5.1.A): A) preparagdo com 2
% de Pluronic e 1 % de Span 80 x 1900; B) preparacao com 10 % de Pluronic e 1
Y% de SPan 80 X 2000, ......ueeeeeeiiiiieiiee ettt e e eeeeeaaan 25

Figura 8: Micrografias de microparticulas (método 3.1.B.): A) PCL x 4500; B) PHB-
9,8% HV (MM 23.000 g.MOI™) X 4300. .......ooveieeeeeereeeeeeeeeeeee e 26

Figura 9: Micrografias de microparticulas de PHBV de diferentes massas molares
obtidas pelo método 3.1.B. : A) MM 420.000 g.mol” (7,9 %HV) x 3300; B) MM
273.000 g.mol™ (9,8 %HV) x 6000; C) MM 130.000 g.mol™ (9,8 %HV) x 3500; D)
MM 92.000 g.mol™ (9,8 %HV) x 5500; E) MM 88.000 g.mol™” (9,8 %HV) x 4500; F)
MM 23.000 g.mol™ (9,8 %HV) X 5000. ......c.cueuieeeeeeeeeeeeeeee e, 27

Figura 10: Micrografia de microparticulas de PHBV-9,8 %HV (MM 130.000......... 28

Figura 11: Micrografia de microparticulas de PHBV-9,8% HV (MM 23.000 g.mol™):
A) apés 3 lavagens x 2000; B) apés 3 lavagens x 4300; C) apos secagem x 230; D)
aPO0S SECAPEM X BO00. ...eeieiiiiiiiiiie ettt ettt e e 29

Figura 12: Micrografias de microparticulas de PHB-9,8% HV (MM 92.000 g.mol™)
obtidas com detector de elétrons retro-espalhados: A) sem farmaco x 3500; B) com
FArMACO X 3500, ... e e e e aaaeaaeeaeeaaaaa 29

Figura 13: Micrografias de microparticulas de PHB-9,8% HV (MM 273.000 g.mol™)
(método 3.1.B.): A) lavadas 2 vezes x 500; B) lavadas 2 vezes x 850; C) lavadas 3
VEZES X 750 i ieeiiii ettt ettt e e e e e e e e e e ee e e eee e e aeeeannn, 31

XII



Figura 14: Micrografias de microparticulas de PHB-9,8% HV (MM 23.000 g.mol™):
A) agitacao por sonicagao por sonda x 500; B) agitagdo em ultra turrax (11000 rpm)
X 5000, ettt e e e e e e e ——reeeeaa e n——eeeeeeaaannataaaeeeannrreeeeeeaanns 32

Figura 15: Micrografias, obtidas com detector de elétrons retro-espalhados, de
microparticulas de PHB-9,8% HV (MM 23.000 g.mol ™) obtidas pelo método 3.1.B.
com adig¢ao do co-solvente acetona na fase orgénica: A) x 500; B) x 5000............ 33

Figura 16: Micrografias de microparticulas de PHBV-9,8% HV (MM 88.000 g.mol™)
obtidas pelo método 3.1.B. sob agitacdo em ultra turrax (11000 rpm): A)
evaporagao de solvente por 12 horas sob agitagdo mecanica (640 rpm) x 1200; B)
evaporacao do solvente em rotaevaporador X 4000. ..........ccceeeeriiiiieieeeniiiiieeeee e 34

Figura 17: Micrografias de microparticulas de PCL (MM 65.000 g.mol ') obtidas
pelo método 3.1.B. sob agitacdo em ultra turrax (11000 rpm): A) evaporagao de
solvente por 12 horas sob agitacdo mecénica (640 rpom) x 1000; B) evaporacao do
solvente em rotaevaporador X 5000..........cooiiiiiiiiiiieiie e 34

Figura 18: Micrografias obtidas com detector de elétrons retro-espalhados de
microparticulas de PHB-9,8% HV (MM 92.000 g.mol): A) antes da incubagéo em
tampao fosfato x 3500; apds 15 dias de incubagdo em tampéao fosfato: B) x 1500;
C) X 4500; D) X 3000. ....eeeeeeeeiiieeieeeeeeeteieee e e s e eeeee e e e e s eneaeeeaeesesnnrereeeeeeannneeeeeeennnaes 36

Figura 19: Micrografias de microparticulas de PHB-9,8% HV de diferentes massas
molares obtidas pelo método 3.1.B. : A) MM 130.000 g.mol kDa x 370; B) MM
92.000 g.mol™ x 400; C) MM 88.000 g.mol™ x 500; D) MM 23.000 g.mol™ x 400; E)
PCL 65.000 g.MOI™" X 500. .....eoeeeieieeeseeeeeeeee e eeesene s seenarenenen s, 39

Figura 20: Termogramas da estreptomicina (STM), do estabilizante PVA e do
polimero PHBV-9,8% HV (MM 92.000 g.mol™" KDa). ......cccvoveeeeeeeeeeeeees e 40

Figura 21: Termogramas do polimero da estreptomicina (STM), das microparticulas
de PHBV-9,8% HV (MM 92.000 g.mol™') com e sem farmaco e da mistura fisica. . 41

Figura 22: A) Imagem do halo de inibicdo quando a bactéria S. aureus foi exposta
a uma concentracdo de 25 pug.mL" de estreptomicina; B) Curva analitica para a
determinacao de estreptomicina pelo método do halo de inibicdo.............cccvveeeee. 42

Figura 23: Curva analitica para a determinacdo de estreptomicina pelo método
[010] = U1 0 0 T=] (o T PP PP UPPPPSP 43

Figura 24: A) Eletroferograma do padrédo de estreptomicina 850 mg.mL™ e B) curva
analitica para a determinagdo da estreptomicina pelo método de eletroforese
[o7=1 o] = PP PRUPPPPPP 43

Figura 26: Eletroferogramas da estreptomicina: A) apoés 14 h de liberacdo e B)
Padrdes de estreptomicina na concentracdo de 55 a 550 mg.L”" e de 10 h de
1] o7=T = To= Lo 1A PPPPPPPP 45

XTI



Figura 27: Eletroferograma obtido para a amostra de 48 h de liberacdo da
estreptomicina (curva em preto) com a adicdo de padrio de 1100 mg.L”' de
estreptomicina (curva em vermelno) .........ooooiii e 46

Figura 28: Viabilidade das células V-79 na analise dos alvos celulares MTT, VN e
DNA PAra STM IIVI€. .ottt e e s e ee s 47

Figura 29: Imagem de Microscopia éptica das células V-79: A) Controle; B)
Ampliacdo da parte circulada do Controle (A); C) com microparticulas de PHBV-
9,8% HV (MM 92.000 g.mMOI™) SEM STM. w..ooeveeeiececeeeeeeeeee e 48

Figura 30: Grafico comparativo da viabilidade das células V-79 na presenca de
STM encapsulada em microparticulas de PHB-9,8% HV (MM 92.000 g.mol) na
concentragdo de 500 umol.L™ e na presenca de microparticulas de PHBV-9,8 % HV
(MM 92.000 g.MOI™) SEM STM. ..o, 49

X1V



iINDICE

TUINTRODUGAO. ...ttt s 1
1.1. Tuberculose € MICODACIENIAS .......cceviiiiiiiiiiee e 1
1.2. Sistemas de encapsulagdo de fArmacoS.........cccueeeeeeiiiiiiiiie e 3
1.3. Microscopia eletronica de varredura ..........ccoooeceeeeeeeeniiiiiiee e 6
1.4. Sistemas de liberagdo sustentada de farmacos..........ccccccciviiiiiieiiiieneneennn. 6
1.5. Biodegradabilidade do PCL € do PHBV ........cooiiiiiiiiiiiieeeeee e 7
1.6. Agente antimicobacteriano Estreptomicina (STM) ......cccccvviiiiiiiiiniennnenennn. 10
1.7. Aspectos relacionados com a STM e seu encapsulamento............ccc........ 11
1.8. CIOIOXICIAAAE ..o 12

2. OBUETIVOS ...ttt e e e s e nnnnne e as 13
P2 I €= - | PR 13
2.2. ESPECITICO .ttt 13

S.METODOLOGIA ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e ennnneeeaeas 13

3.1. Preparaga@o das PartiCulas ..o 13

3.1.A. Método de emulsao inversa (dgua/dleo) e evaporacéo do solvente (Lu e

(oTo T 1 1 ) RS PRR 13
3.1.B. Método de dupla emulsdo (agua/dleo/agua) e evaporagao do solvente
(Baran € COl., 2002) .......eeieieiiieieee et a e e e e e ee e 14
3.2. Teste de degradacao (Chen e col, 2000).......ccccommmmmieiiiiiiieeeee e 15
3.3. Caracterizacao das PartiCulas ...........ccoooeieiiiiiiiiieeeee e 15
3.3.A. Microscopia eletronica de Varredura (MEV) ... 15
3.3.B. Analise do Potencial Zeta das particulas (Maia e col., 2004) ................. 15
3.3.C Tamanho médio e distribuicdo de tamanho das particulas (Maia e col.,
P20 SRR 15
3.3.D. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) (Maia e col., 2004)........... 16
R T O V7= W g F- L o= F PR 16

XV



3.4.B. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Wakopak, 2005)......... 16

3.4.C. Halo de Inibicao (Pranoto e col., 2005) .......ccceeveiiiiiiieieeeeeiieeeee e 17
3.4.D. Polarimetro (Lu € €Ol., 1999) ....coiiiiiiiiii e 17
3.4.E. Eletroforese Capilar (Li € col., 2000) ......cooiurrierieiiiiiieeee e 17
3.5. Eficiéncia de encapsulamento ...........eeeeiiiiiiiiiiee e 18
3.6. Liberagcao SuStENtada ........ueueiiiiiiiiieeeee e 18
K IR 071 (o] (o )T [ F- Lo 1= TS EEUUR 19
3.7.A. Preparo das Culturas de células (Corréa e col. 2005) ..........ccceeeeeeinnneee 19
3.7.B. Tratamento das CEIUIAS ........ceeiiiiiiieieeiie e 19

3.7.C. Captuta do corante Vermelho Neutro (VN) (analise da integridade
lisossomal) (Borefreund and Puerner, 1984) ... 20

3.7.D. Reducao do corante metiltiazoletetrazolium (MTT) (analise da integridade

mitocondrial) (Denizot & Lang, 1986) ........ccuuuiuiiiiiiiiieiieeee e 20
3.7.E. Contetido de Acidos Nucleicos (AN) (Cingi e col., 1991).......cccocevrenn.n. 20
4. RESULTADOS E DISCUSSAOD.........cocooieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s en e, 21
4.1. Preparagao das particulas polimeriCas .........ccuuveveeiiiiiieieieiiciiieeee e 21

4.1.1. Método de emulsao inversa (dgua em 6leo) e evaporacao do solvente . 21

4.1.1.1. Otimizacao da metodologia emulsao inversa e evaporacao do solvente

.......................................................................................................................... 22
4.1.1.1.A. Influéncia do solvente de l[avagem............ccccorriiiieiiienniiieeee e 22
4.1.1.1.B. Efeito da agitagéo na formagéo das particulas............cccuveveeerrnnnnen. 23
4.1.1.1.C. Estudo de tensoativos na preparagéo das particulas....................... 23
4.1.1.1.D. Concentracao do Tensoativo Pluronic (F68) .........ccceveeviiiiiiiiiiiinnnees 24
4.1.2. Método de dupla emulsao (agua em éleo em agua) e evaporacao do
SOIVENTE. ... e 25
4.1.2.1. Morfologia das Microparticulas de PHBV ... 26
4.1.2.2. Otimizacao da metodologia de dupla emulsao (agua em éleo em agua)
€ evapPOraGao A0 SOIVENTE .....ccoi i 30
4.1.2.2.A. Remocao do estabilizante PVA Residual ...........cccooevviiiiiiiiiiiiiiiines 30
4.1.2.2.B. Influéncia da AGITAGED .....eeeeiiiiiieiiie e 31
4.1.2.2.C. AdIGA0 d€ CO-SOIVENTE ....eeeiiiiiiiiiiie e 32

XVI



4.1.2.2.D. Influéncia da evaporagao do solvente Organico ...........cccceeeeeerenunnnee. 33

4.2. Teste de degradagao das partiCulas..........ooecueeeerieiiiiiiieeie e 35
4.3. Potencial Zeta .......cooo oo 36
4.4. Tamanho médio e distribuicdo de tamanho das particulas.........cccccoccuuveeen... 37
4.5. Analise de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) ........ccccceeeviiiiieeennn. 39
4.6. Eficiéncia de Encapsulamento .........ccuueeeiiiiiiiiiie e 41

4.6.A. CUVa @NalitiCa......ccooeeeiieeeee e 41

4.6.B. Determinagéo da Eficiéncia de Encapsulamento .........ccccooiiiiiiiiinen. 43
R | o 1= = Tor= (o IS ] (=T 1 = o = USRS 44
4.8. EStUAO CItOIOXICOS ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e nnees 46

4.8.A. EStreptomiCiNa lIVI€ ........uueiiiiiiiiieiieeee e 46

4.8.B. Microparticulas com e sem Estreptomicina ...........cccuveveeeniiiiiiiieenininnee 47
4.9. Estudo da atividade antimicrobiana ..............ccovveiiiiiiiiii e 49
B. CONCLUSOES..........cooiieieeeeeeeeeeeeeee ettt en e 50
8. REFERENCIAS .........ocoiiiiiiiieeieieieee ettt 51

XVII



1. INTRODUGAO

1.1. Tuberculose e micobacterias

A tuberculose (TB) € uma das doengas mais antigas, sendo conhecida pela
humanidade desde o antigo Egito. A TB € uma doenca crbnica, infecto-contagiosa,
ocasionada pelo agente etioldgico Mycobacterium tuberculosis, isolada pelo
cientista alem&o Robert Koch; em sua homenagem, o bacilo da tuberculose ficou
conhecido como bacilo de Koch. Através da histéria a TB tem sido uma das
doencas que causa epidemias mais graves. Porém, somente em 1993, a
Organizagdo Mundial da Saude declarou que a tuberculose é emergéncia global,
lancando um esforgo conjunto para mobilizar recursos para lutar contra a epidemia
(Ministério da Saude - secretaria de Vigilancia em Saude (SVS), 2001).

A tuberculose pode atingir todos os grupos etarios, embora cerca de 85%
dos casos ocorram em adultos. Desde casos, 90% ocorrem na sua forma pulmonar
da doenca que pode atingir também a pele, 0ssos, rins, meninges e nddulos
linfaticos. A TB também pode assumir a forma de uma septicemia envolvendo um
ou mais 6érgaos, ou ainda, pode aparecer como uma simples bronquite. A principal
via de transmissao da TB é a via area sendo que medidas que ajudam a reduzir a
transmissdo sao: aumentar a ventilagdo do ambiente e cobrir a boca e o nariz ao
tossir ou espirrar.

Segundo estimativas da Organizagcdo Mundial da Saude (OMS), dois bilhdes
de pessoas correspondendo a um terco da populacdo mundial, esta infectada pelo
Mycobacterium tuberculosis. Destes, 8 milhdes desenvolverdo a doenga e 2
milhées morrerdo a cada ano (Ministério da Saude - secretaria de Vigilancia em
Saude (SVS), 2001).

O Brasil ocupa o 13? lugar no ranking dos 22 paises que concentram 80%
dos casos de tuberculose do mundo (Souza e Vasoncelos, 2005). Segundo dados
do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (Sinan/MS), séo notificados
anualmente 85 mil casos novos (correspondendo a um coeficiente de incidéncia de
47/100.000 habitantes) no Brasil (Ministério da Saude - secretaria de Vigilancia em
Saude (SVS), 2001). Especificamente no estado de Sao Paulo ocorrem 1500



mortes/ano. Quando associada com doencas como a AIDS e/ou diabetes, o
problema se agrava levando a 5000 obitos/ano (Centro de Vigilancia
Epidemioldgico de SP, 1998). A cura natural é diminuta. Nao ha, atualmente, vacina
curativa ou preventiva de uso geral e eficiente para a tuberculose exceto a BCG
que é utilizada para prevencao de formas graves em criangas, principalmente a
meningite tuberculosa e a TB miliar.

O diagnéstico da TB é por baciloscopia de escarro. A radiografia do torax
nao confirma nem descarta o diagnéstico, apenas indica a extensao das lesdes. O
tratamento é realizado mediante a quimioterapia na qual, diversos medicamentos
podem ser utilizados como, por exemplo, isoniazida, rifampicina, pirazinamida,
estreptomicina e etambutol. Estes podem ser utilizados sozinhos ou combinados
(Coll, 2003). Os problemas do tratamento da tuberculose € o longo periodo de
tratamento (cerca de 6 meses) que faz com que muitos pacientes o abandone
antes do término e a multidrogaressisténcia em que o M. tuberculosis, nao é mais
suscetivel a acdo de um ou varios farmacos anti-tuberculose. Considera-se TB
como multidrogaressisténcia (MR) quando esta resisténcia ocorre, no minimo, na
acao da isoniazida e da rifampicina. Chama-se de MR primaria quando o paciente
nunca recebeu nenhum tratamento anterior de TB e ja apresenta resisténcia
(resisténcia em casos novos). Normalmente foi contaminado por outro MR. Na
resisténcia secundaria ou adquirida se evidencia que os pacientes receberam no
minimo um tratamento anterior com mais de 1 més de duracdo. (Ministério da
Saude - secretaria de Vigilancia em Saude (SVS), 2001).

Quando o bacilo de Koch implanta-se, este se localiza principalmente no
interior de mondécitos, sendo esta localizacao intracelular um dos fatores agravantes
para o tratamento favorecendo a persisténcia microbiana. Esta resisténcia ao
tratamento quimioterapico pode estar ligado a inabilidade de alguns farmacos em
penetrar no interior da célula, ou entdo, por exibirem menor atividade
antimicrobiana no pH acido dos lisossomas. Além disto, esta resisténcia esta ligada
a administracao irregular e principalmente pelo abandono do tratamento sendo que,
0 aparecimento de cepas resistentes complicou extraordinariamente o combate a
doenca, elevando em até 200 vezes o custo da terapia e aumentando o indice de
mortalidade (Coll, 2003; Centers of Diseases Control, 1999).



Uma estratégia para solucionar este problema, seria reduzir o abandono
através do desenvolvimento de novos medicamentos ou associacoes terapéuticas
que reduzissem o tempo de tratamento, o numero de doses necessarias e
fundamentalmente, apresentassem menor toxicidade, o que poderia ser obtido
através da tecnologia de liberacao sustentada de farmacos.

1.2. Sistemas de encapsulacdo de farmacos

A intensidade da resposta farmacologica esta diretamente relacionada com a
concentracdo do farmaco no sitio alvo. A distribuicdo de um farmaco pelo
organismo depende das propriedades fisico-quimicas que, ndo necessariamente
sao compativeis com a area afetada. Desta forma, grandes quantidades de farmaco
sdo administradas para obter-se o efeito farmacolégico desejado, podendo gerar
toxicidade frente a outros tecidos. Uma alternativa para minimizar este problema é
a modificacdo na estrutura quimica do farmaco, visando o aumento da afinidade
pelo tecido alvo. Outra alternativa seria associar o farmaco a um sistema que
permita a alteracdo/adequacao de suas propriedades fisico-quimicas sem alterar a
estrutura quimica do farmaco. Isto é possivel através do sistema de encapsulacao
de farmacos. Este sistema envolve sistemas coloidais como lipossomas,
micro/nanoparticulas  (micro/nanoesferas, micro/nanocapsulas) e emulsdes
(Couvreur e col., 1995).

O termo nanoparticula é usado de acordo com o tamanho da particula a que
esta se referindo. Particulas com tamanho menor que 1000 nm sao consideradas
nanoparticulas, enquanto que as particulas maiores sao denominadas
microparticulas (De Oliveira e André Filho, 1999). Além disto, micro e
nanoparticulas podem se apresentar em duas estruturas diferentes: a
micro/nanoesfera e a micro/nanocapsula. Denominam-se micro/nanoesferas
aqueles sistemas em que o farmaco encontra-se homogeneamente disperso no
interior da matriz polimérica. Dessa forma, obtém-se um sistema monolitico onde
ndo é possivel identificar um nudcleo diferenciado. Micro/Nanocapsulas, ao
contrario, constituem sistemas do tipo reservatorio onde é possivel identificar um

nucleo diferenciado que, pode ser liquido ou sélido. Neste caso, a substancia ativa



encontra-se envolvida por uma membrana, geralmente polimérica, isolando o
nucleo do meio externo, em estudos do tipo carogo-casaca (Duran e De Azevedo,
2002).

Os materiais-suportes para a producao de micro ou nanoparticulas podem
ser compostos nao-poliméricos como lipideos e cera de carnaudba, poliméricos
sintéticos como copolimeros de poli(D,L-lactico-co-glicélico) (PLGA), poliacrilatos
(PA) e poli(e-caprolactonas) (PCL) ou poliméricos naturais como
polihidroxialcanoatos (PHA'’s), gelatina e quitosana (Panyam e Labhasetwar, 2003,
Qurrat-ul-Ain e col., 2003).

Varios métodos de preparacao de micro e nanoparticulas poliméricas sao
descritos na literatura. Estes métodos podem ser classificados em duas principais
categorias: a que requer uma reagao de polimerizacdo ou aquelas em que se utiliza
diretamente uma macromolécula ou um polimero pré-formado (Couvreur e col.,
1995) Os métodos encontrados na literatura sdo emulsificacdo e evaporacao de
solvente, emulsificacdo/difusdo de solvente, nanoprecipitacdo, salting-out e
polimerizacao interfacial in situ. Nos métodos de emulsificacdo e evaporacao de
solvente, podem ser obtidas emulsées agua em éleo ou éleo em agua dependendo,
principalmente, do tipo de tensoativo utilizado. O tensoativo além de estabilizar a
emulsao evita, se escolhido corretamente, a adesao capilar e a coalescéncia das
particulas. Os tensoativos que favorecem a formacédo de emulsdes agua em 6leo
sdo os que apresentam balanco hidrofilico e lipofilico (HLB) entre 3-6 e os que
favorecem a formacao de emulsbées 6leo em agua sao os que tém HLB entre 7-9.
Este balanco é calculado pela equagéao (Sjoblom, 1996):

HLB = 20 (1 - S/A) (equacéo 1)
,onde S é o indice de saponificacao do éster e A é o indice de acidez acido do
acido graxo empregado. No caso de tensoativos em que a porcao hidréfila consiste
apenas de 6xido de eteno a equacgao pode ser simplificada para:
HLB = E/5 (equacéo 2)
, sendo E o peso percentual de 6xido de eteno.

Os farmacos, quando encapsulados no interior de matrizes poliméricas, nao

estao prontamente disponiveis para o sistema biolégico como quando em solucéo.

Assim, o polimero tem que degradar para que o farmaco possa ser liberado, ou
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entdo o farmaco tem que se difundir para o exterior da matriz. Em sistemas in vivo,
os polimeros podem ser degradados enzimaticamente, por erosdo de polimeros
soluveis em agua como gelatina e poliacrilamidas ou por erosdo de polimeros
inicialmente insolUveis em agua, mas que comegcam a se solubilizar por hidrélise,
ionizacao ou protonagao como copolimeros de éter metil vinilico e anidrido maleico
(PVM / MA). Neste ultimo caso, a ionizacao da fungdo acido carboxilico gera ions
hidrogénio que causam uma diminuicdo do pH da superficie da matriz, acarretando
em uma maior solubilidade do polimero em agua. Polimeros insoluveis em agua
como PCL e PLGA séao biodegradados por hidrélise formando pequenas moléculas
soluveis, facilmente eliminadas pelo corpo como, por exemplo, na hidrélise do PCL
na qual ocorre a clivagem da ligacao éster gerando o acido e-hidroxicapréico (Merkli
e col., 1998; Chen e col., 2000).

A liberacao do farmaco das micro ou nanoparticulas pode ser em alguns
dias, meses ou até anos, dependendo da natureza do principio ativo encapsulado
como sua hidrofobicidade/hidrofilicidade, das propriedades fisico-quimicas do
excipiente polimérico utilizado e da estrutura das micro ou nanoparticulas.
Principios ativos hidrofilicos como proteinas e peptideos encapsulados em
polimeros hidrofobicos (insoluveis em agua) como PLGA ou PCL, irdo se difundir
através dos poros gerados na degradacao do polimero ao invés de se difundirem
pelo mesmo j& que sdo insoluveis na matriz polimérica. Logo, a liberagdo ocorre
pela erosdo do polimero gerando poros na matriz. Neste caso, quanto maior a
velocidade de degradacao do polimero - que esta relacionada principalmente com
sua composicao e sua massa molar - mais rapido serd a liberagdo do principio
ativo. Se for necessaria uma liberacao lenta do farmaco como no caso de implantes
de contraceptivos utilizam-se polimeros que possuem baixa velocidade de
degradagao (Picos e col., 2000; Wu e col., 2003). A liberagdo do farmaco para o
meio fisiol6gico estendida a um tempo muito maior, quando comparada ao farmaco
na sua forma livre, € um dos principais fatores para a pesquisa e desenvolvimento
de sistemas nanoparticulados (Edlund e Albertsson, 2002; De Oliveira e Andreo
Filho, 1999).



1.3. Microscopia eletrénica de varredura

Uma das técnicas muito importante para a caracterizagdo de micro e
nanoparticulas € a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Esta técnica se
baseia na interacdo de elétrons primarios provenientes de um filamento que, em
geral € de tungsténio, e amostra. Os elétrons provenientes do filamento sao
acelerados em diregcdo a amostra colidindo com esta. Nesta colisdo sdo geradas
diferentes interagcbes que, de forma genérica, podem ser divididas em duas
categorias: a) interagdes elasticas que afetam a trajetéria dos elétrons no feixe sem
alterar significativamente sua energia e b) interacdes inelasticas, que resultam na
transferéncia parcial ou total da energia dos elétrons para o sélido. O sdlido no
estado excitado pode entdo emitir elétrons secundarios e raios X, dentre outros. No
caso de interagdes elasticas, ou espalhamento elastico, a colisdo de um elétron
com o atomo causa uma mudanga na direcao de seu movimento, sem alterar sua
energia cinética. O angulo de deflexdo dos elétrons que atingem a superficie do
sOlido varia de 0 a 180°. A maioria dos elétrons que colidirem inelasticamente com
os atomos da superficie em estudo acabara por perder sua energia e
permanecerdo no sélido, mas os elétrons que colidirem elasticamente com os
atomos da superficie podem sofrer varias colisdes e sair novamente da superficie,
sendo entdo chamados de elétrons retro-espalhados (back scattered electrons).
Sao estes elétrons, juntamente com os elétrons secundarios, que sao responsaveis
pelas imagens observadas ao microscopio eletronico. As amostras analisadas no
MEV devem ser condutoras ou serem previamente recobertas com um material

condutor como ouro, ou ouro/paladio ou carbono (Goldstein e col., 1992).

1.4. Sistemas de liberacdo sustentada de farmacos

Significativos  esforcos tém  sido dedicados recentemente  no
desenvolvimento de tecnologia para sistema de liberacdo sustentada. Espécies
coloidais como lipossomas, micro e nanoparticulas tém sido extensivamente

estudados para este sistema que, em geral, pode ser utilizado para melhorar a



biodisponibilidade oral, manter o efeito da droga no tecido alvo, solubilizar drogas,
melhorar a estabilidade fisica e quimica de agentes terapéuticos, minimizar os
efeitos colaterais e reduzir a toxicidade (Youan e col., 2003).

No sistema de liberacao sustentada, o principio ativo € encapsulado em uma
matriz que deve apresentar as seguintes caracteristicas: permitir a modelagem para
a forma desejada e liberacdo da substancia ativa por mecanismos adequados, ter
estabilidade adequada e possuir baixa toxicidade incluindo qualquer produto de
degradacao (Panyam e Labhasetwar, 2003; Miyazaki e col., 2003). Através deste
sistema € possivel manter a concentragdo do farmaco no plasma na faixa
terapéutica por um tempo prolongado, utilizando-se de um menor nimero de doses.
Isto € uma vantagem em relacdo as formas convencionais de administracoes
(spray, injecéao, pilulas) nas quais, a concentracdo da droga na corrente sanguinea
aumenta, atinge um pico maximo e entao declina. Uma vez que cada droga possui
uma faixa de acao terapéutica acima da qual € toxica e abaixo da qual é ineficaz,
0s niveis plasmaticos sdao dependentes das dosagens administradas, fato que pode
ser problematico se a dose efetiva da droga estiver proxima da dose téxica (Figura
1). (Qurrat-ul-Ain e col., 2003; Picos e col.,2000).
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Figura 1: Concentracao plasmatica efetiva de farmacos em fungéao do tempo em: sistemas
Convencionais (curva em preto) e sistemas de Liberacdo sustentada (curva cheia em
vermelho) (Duran e De Azevedo, 2002-Modificado).

1.5. Biodegradabilidade do PCL e do PHBV



A degradacao dos polimeros biodegradaveis utilizados na preparagdao de
micro e nanoparticulas como PCL e PHBV depende de alguns fatores como a
massa molar do polimero e o grau de cristalinidade do mesmo. Neste ultimo caso,
qguanto maior a presenga de dominios amorfos no polimero, maior a capacidade de
degradacao (Chen e col., 2000). Devido a biocompatibilidade, facil reabsorcao e
propriedades nao toxicas, os polimeros poli(e-caprolactona) (PCL) e poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV) tém sido utilizados na preparacao de
micro e nanoparticulas em sistemas de liberagdo sustentada (Rossi e col., 2004;
Chen e col., 2000).

O PCL é um polimero semicristalino e sua hidrélise in vivo € mais lenta do
que a dos polimeros PLGA e poli acido lactico (PLA) (Merkli e col.,1998).
Entretanto, os polimeros poli acido lactico e poli acido glicélico (PGA) geram
residuos acidos durante a degradagédo enquanto o PCL ndo. A baixa velocidade de
bioerosdo do PCL pode ser substancialmente acelerada por copolimerizagdo com
outros monémeros como acido latico (Ramesh e col., 2002). De acordo com MerKkili
e col. (1998), a vantagem de nanoparticulas de PCL no encapsulamento de
farmacos, como no caso de ativos para uso ocular, é a capacidade de atingir uma
boa resposta terapéutica com pequena dose do farmaco, suficiente para evitar
efeitos colaterais. Além disto, demonstraram que a velocidade de liberagdo do
agente terapéutico esta relacionada em menor dependéncia a cobertura polimérica
e é primariamente dependente da particao entre o polimero € 0 meio aquoso. Além
disto, a alta hidrofobicidade do PCL permite uma captura maior destas particulas
pelos macréfagos em relacdao a outros polimeros menos hidrofébicos como PLGA
(Murillo e col., 2002). Armani e Liu (2000) relataram que fragmentos de PCL séo
absorvidos intracelularmente por macréfagos. Este aspecto torna importante o
encapsulamento de farmacos anti-tuberculose em PCL que permitira maior acao
sobre os macrofagos, local onde M. tuberlusis se multiplica.

Poli(hidroxibutirato) (PHB) e poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)
(PHBV) sao poliésteres produzidos biologicamente por varios microorganismos na
natureza como material de reserva, na forma de granulos intracelulares
(Steinbuchel, 1996). Eles foram descobertos no inicio do século XX e tém emergido

como possiveis polimeros de cobertura em sistemas de liberacdo sustentada
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devido as seguintes vantagens: serem facilmente processados, completamente
degradados biologicamente, nao serem sintetizados quimicamente e, portanto,
apresentarem menos problemas toxicolégicos nos produtos farmacéuticos,
apresentarem propriedades fisicas reprodutiveis devido a especificidade das
enzimas microbianas (responsaveis por tornarem os polimeros regulares do ponto
de vista estereoquimico) e, além disto, por serem compativeis com o tecido animal
(Kim e col., 2000; Arshady,1991). Estes polimeros sao isotaticos e altamente
cristalinos (55-80%) o que diminui a velocidade de degradacao frente aos homo e
copolimeros lactatos (PLA) e glicolatos (PGA) (Sudesh e col., 2000). De acordo
com Conway e col. (1997), as particulas de PHB e PHBV tém maior hidrofobicidade
do que particulas de PLA e por causa disto, teriam maior afinidade com mucosas e
seriam mais facilmente fagocitadas por macréfagos. Também concluiram que PHB
com 9% de hidroxivalerato (HV) produz um 6timo efeito plastificante por aumentar o
volume livre do polimero, reduzindo a cristalinidade do mesmo. A vantagem da
plastificagdo do polimero € o aumento da velocidade de liberagdo do farmaco
devido a uma menor resisténcia de difusdo dentro da microparticula. Em estudos
similares feitos por Gangrade e Price (1991) sobre o encapsulamento de
progesterona em PHB e PHBV (9-24% de HV), também concluiram que quanto
maior o teor de HV, menor a cristalinidade do polimero por quebra da regularidade
inter-cadeia tornando a particula mais porosa e aumentando a velocidade de
liberagcdo do principio ativo. Além disto, o PHB possui baixa velocidade de
degradacédo por hidrélise in vivo quando comparado aos PLA e PHBV que
degradam mais facilmente (Pouton e Akhtar, 1996).

Baran e col. (2002) utilizando o método de dupla emulsao (A/O/A) seguida
da evaporacao do solvente, encapsularam enzimas como, por exemplo, a catalase
e a L-asparaginase, em nanocapsulas de PHBV com diferentes massas molares
(297.000 a 21.000 g.mol ™). Os autores concluiram que PHBV é indicado no preparo
de nanocapsulas biodegradaveis e biocompativeis utilizadas no encapsulamento de

farmacos hidrofilicos, como proteinas.



1.6. Agente antimicobacteriano Estreptomicina (STM)

Em 1944 foi descoberto o primeiro antibiético para a tuberculose, a
(Figura 2)
durante alguns anos foi utilizada em regime de monoterapia e em 1952 empregada

estreptomicina  (N-metil-L-glicosaminidostreptosido-streptidina) que
no tratamento triplice (estreptomicina, acido para-aminosalicilico e isoniazida)

(Iseman, 2002).

rﬁJHZ OH lﬁlH;
NH,—C—NH NH—C—NHx (o
2
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Figura 2: Estrutura do antibiético sulfato de estreptomicina.

A estreptomicina € um aminoglicosideo soluvel em agua derivado da
Streptomyces griséus. Este aminoglicosideo é bactericida e bacteriostatica (Yamori
e col.,1992) e atua na inibicao da sintese de proteinas translacionais no ribossomo
da micobactéria (Ruiz e col., 2002).

As formas de administracbes da estreptomicina sao: via oral e via
intramuscular na concentracdo de 400 mg.mL™"'. Este farmaco é efetivo, de baixo
custo, mas nao é facilmente absorvido quando administrado por via oral. Tal
caracteristica deve-se primeiramente ao fato de ser altamente hidrofilica e
carregada positivamente, tendo dificuldade de passar através de membranas
hidrofobicas e, em segundo lugar, ao fato de ser um substrato da p-glicoproteina,
transportador de efluxo multidroga que previne a absorcdo de seus substratos
através da membrana apical do intestino por mediagdo do efluxo ativo de seus
substratos (Lu e col.,, 2003). Além disto, a estreptomicina é nefro e ototéxica
(Mingeot-Leclercq e Tulkens, 1999).

O interesse em estudar a estreptomicina, composto que ja vem sendo

utilizado no tratamento da tuberculose, envolve dentre outros aspectos, enfrentar
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novos desafios técnicos no que se refere a encapsulacao do farmaco, dada a sua
solubilidade em agua, aumentar a sua absorcdo na administracao via oral e

diminuir a sua nefro e ototoxicidade.

1.7. Aspectos relacionados com a STM e seu encapsulamento

Embora a STM tenha sido anteriormente encapsulada em lipossomas para
tratamentos com Micobacterium avium com resultados positivos do aumento de sua
eficacia terapéutica quando comparada ao farmaco livre, sua estabilidade foi um
pouco prejudicada (Ganhadharan e col. 1991), diferentemente da STM
encapsulada em micro e nanoparticulas. Kumar e col. (1994) encapsularam sulfato
de STM em microesferas de albumina para uso em tuberculose, demostrando que
seu mecanismo de liberacao foi por difusdao através da matriz. Entretanto,
microesferas de albumina in vivo podem ser prejudicadas devido a degradacao
enzimatica (Hincal e Kas, 1988). Conclusbes similares foram apresentadas quando
se utilizou gelatina na formacao de microesferas de STM (Gurkan e col., 1987).
Microesferas de gelatina acumulam a STM principalmente nos tecidos do pulmao
(Wei e col. 1990; Zhang e col. 1995), demonstrando efeitos antituberculose quando
administradas em macréfagos murinos J774 infectados com M. tuberculosis H37Rv
(Yang e col., 1998).

A STM foi encapsulada com sucesso em nanoparticulas de quitosana com
alta eficiéncia de incorporacdo diminuindo as unidades formadoras de coldnias
(UFC) aos 21 dias de infeccdo (Lu e col., 2003). Além disto, uma combinacao de
poli-(e-caprolactona) com um derivado de poliacrilamida resultou numa preparacao
eficiente de microcapsulas contendo STM, liberando 80% do farmaco em
aproximadamente 24 horas (Wang e col. 1998, Lu e col. 1999).

Microcapsulas de PLGA com revestimento de particulas micronizadas de
triamcinolona acetonideo permitiram encapsular 99% do farmaco e apés 24 h
liberaram cerca de 90% do mesmo (Talton e col., 2000).

Estudos recentes in vivo mostraram que drogas usadas no tratamento de

tuberculose (isoniazida, rifampicina e estreptomicina) encapsuladas em
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nanoparticulas pelo polimero poli-n-butilcianoacrilato e polibutilcianocrilato,
resultaram em uma liberacdo controlada da droga e diminuicdo das unidades
formadoras de col6nias (UFC) aos 8 dias de infec¢do, quando injetadas em uma
unica dose. No caso da estreptomicina e da isoniazida, a quimioterapia utilizando-
se nanoparticulas de poli-n-butilcianoacrilato e polibutilcianocrilato apresentou um
resultado melhor quando comparado com a administracdo diaria das drogas livres
diferentemente da rifampicina, que nao apresentou um aumento da atividade
microbiana e apenas uma substancial acumulagédo das nanoparticulas (Anisimova e
col., 2000).

1.8. Citotoxicidade

A citotoxicidade pode ser definida como a propriedade de ativacdo dos
mecanismos de morte celular por um composto quimico ou biolégico, ou por uma
célula mediadora como, por exemplo, os macréfagos e as células T citotoxicas
(Krdhenbihl e Tschopp, 1991). Os testes de citotoxicidade in vitro sdo uteis na
determinacdo da citotoxicidade basal, assim como no estabelecimento da faixa de
concentragdo na qual o composto apresenta atividade. Detalhes importantes sobre
os parametros citotdéxicos envolvidos, como genotoxicidade, inducdo de mutacoes
ou morte celular programada também podem ser determinados neste tipo de teste.
O estabelecimento da concentracao onde 50% de células sdo afetadas (ICs)
permite comparar quantitativamente a resposta de um mesmo composto em
diferentes sistemas, ou de varios compostos em um Unico sistema (Eisenbrand e
col., 2002).

Os alvos celulares (“endpoints”) dos testes de citotoxicidade sao baseados,
principalmente, na perda seletiva da permeabilidade celular, na reduc¢ao da funcao
mitocondrial e nas mudangas na morfologia e replicacado celular. Cada tipo celular
responde por meio de diversos mecanismos bioquimicos a presenca de diferentes
compostos, porém algumas dessas respostas sdo comuns e podem ser utilizadas

como marcadores precoces de citotoxicidade (Eisenbrand e col., 2002).
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Desenvolvimento e caracterizacdo fisico-quimica de sistemas coloidais,

contendo estreptomicina, preparados através do método de emulsificagdo e

evaporacao de solvente com polimeros biodegradaveis.

2.2. Especifico

Preparar micro e/ou nanoparticulas com o polimero biodegradavel PHBV com
diferentes porcentagens de hidroxivalerato e diferentes massas molares e com o
polimero PCL pelo método de emulsificagdo seguida da evaporagcdo do
solvente.

Encapsular o farmaco hidrofilico estreptomicina nas particulas de PCL e PHBV;
Caracterizar as particulas quanto ao didmetro, morfologia, teste de
biodegradacao e eficiéncia de encapsulamento do farmaco;

Avaliacao da citotoxicidade em diferentes culturas de célula;

Avaliagao da atividade antimicrobiana frente as cepas Streptococcus lentus e
Escherichia coli.

3. METODOLOGIA

3.1. Preparacao das Particulas

3.1.A. Método de emulsdo inversa (agua/oleo) e evaporacdo do

solvente (Lu e col., 1999)

Para a preparacdo de micro e nanoparticulas utilizou-se a técnica de

emulsificagcdo e evaporacao do solvente, sob agitacdo mecanica. Para isto, uma

fase aquosa constituida por 10 mL de solugéo 0,25% de poliacrilamida (MM 10.000

g.mol™" — Aldrich) com 5 mg de estreptomicina (Sigma) foi gotejada em 50 mL de

cloroférmio (Lafan) com 160 mg de poli(e-caprolactona) (PCL - MM 65.000 g.mol™ -
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Aldrich) e 1% de monooleato de sorbitan (Span 80 — Aldrich) sob agitacao
mecanica de 460 rpm. Apdés a evaporagcdo do solvente, as nano e/ou
microparticulas foram lavada trés vezes com agua/etanol (80:20), centrifugadas a
10000 rpm, congeladas em nitrogénio liquido e secas em um liofilizador LB 3000 TT
(Terroni-Fauvel). Testou-se também a utilizacdo de Pluronic F68 (MM 8400 g.mol ™ -
Aldrich) no lugar da poliacrilamida na preparacao citada acima. Para isto, preparou-
se um solucédo de 10 mL de Pluronic F68 na concentracao de 2% e 10% com 5 mg
de estreptomicina e gotejou-se esta fase na fase organica (50 mL de cloroférmio

com 160 mg de PCL e 1% de Span 80) e seguiu-se o procedimento descrito acima.

3.1.B. Método de dupla emulsdo (agua/dleo/agua) e evaporacdo do

solvente (Baran e col., 2002)

As microparticulas foram preparadas através do método de dupla emulsao
(4gua/dleo/agua) seguida da evaporacdo do solvente. Uma solucdo de 5 mg.mL
de estreptomicina foi adicionada em uma solugdo de poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) (PHBV) (PHB Industrial) ou poli-(e-caprolactona) (PCL) (Aldrich) em
cloroférmio (5mg.mL™") sob sonicacdo por sonda (Unique) por 60 s formando uma
emulsado agua/dleo. Em seguida esta emulsao foi gotejada, através de uma bomba
peristaltica em uma solugéo de polivinil alcool (PVA-0,1%) sob agitagdo magnética
por 1 hora formando a dupla emulsédo (agua/éleo/agua). Apos este periodo, a dupla
emulsao foi vertida em uma solucdo aquosa de PVA (0,03%) sob agitacédo
mecanica e o solvente evaporado por 12 horas a temperatura de 28 °C e em
rotaevaporador. Em seguida as microparticulas foram centrifugadas, lavadas com
agua destilada, congeladas em nitrogénio liquido e, secas em um liofilizador LB
3000 TT (Terroni-Fauvel).

Nestes experimentos foram utilizados os polimeros PHB-7,9% HV (MM
420.000 g.mol™), PHB-9,8% HV (MM 273.000, 13.0000, 92.000, 88.000 e 23.000
g.mol™") e PCL (MM 65.000 g.mol™') e o estabilizante PVA (MM 30-70.000 g.mol™).
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3.2. Teste de degradacao (Chen e col, 2000)

Em tubos falcon, 30 mg de microparticulas de PHBV (MM 92.000 g.mol™)
foram redispersos em uma solucdo tampao fosfato 50 mmol.L™" (pH 7,4). Estas
amostras foram mantidas sob agitagido de 120 rpm e a 36,5 + 0,1°C por 15 dias em
incubadora Orbital (Modelo MA 830/A). Apo6s este periodo, estas amostras foram
centrifugadas a 10000 rpm, lavadas 2 vezes com agua destilada e analisadas por

microscopia eletrénica de varredura.

3.3. Caracterizacao das Particulas

3.3.A. Microscopia eletrénica de Varredura (MEV)

As particulas foram caracterizadas quanto a morfologia por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV). Uma pequena quantidade de microparticulas foi
adicionada a uma fita de carbono fixada em um porta-amostra de latdo. Em
seguida, as amostras foram metalizadas com Au/Pd pelo processo de Sputtering
(evaporagao do metal e deposicao de uma fina camada — 10nm - sobre a amostra)
utilizando-se um metalizador BAL-TEC. As andlises foram realizadas em um
microscépio eletrénico de varredura Jeol JSSM-6360LV, utilizando-se uma tenséo de
aceleracdao de 20 kV e detectores de elétrons secundarios e elétrons retro-
espalhados.

3.3.B. Analise do Potencial Zeta das particulas (Maia e col., 2004)

A carga superficial das particulas foi analisada por um Malvern Zetasizer. As
particulas foram re-suspensas em solucdo de 1 mmol.L”" de NaCl e cada amostra
foi medida 5 vezes.

3.3.C Tamanho médio e distribuicdo de tamanho das particulas (Maia e
col., 2004)
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A distribuicdo do tamanho das particulas foi determinada no aparelho LS
Particle Size Analyzer/ 230 (Beckman Coulter), que opera pelo principio de difragao
de raios laser. Uma pequena quantidade de particulas foi dispersa em Tween 80
(Sigma) e agua destilada e, em seguida, analisada. A polidispersidade foi calculada
pelo indice span através da equacao Dgyg —Dg 1/Dgs, onde Dg1. Dos € Dog sao
respectivamente os didmetros de particulas referentes a 10, 50 e 90% da

distribuicdo acumulada.

3.3.D. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) (Maia e col., 2004)

Os termogramas de DSC foram obtidos por um Calorimetro Diferencial de
Varredura DSC-Q10 (TA instruments) usando um porta-amostra padrao de aluminio
selado. As analises foram feitas em atmosfera de nitrogénio, a um fluxo de 50
mL.min”, na faixa de temperatura de -40 a +250 °C na taxa de aquecimento de 10

°C/min.

3.4. Curva Analitica

Para a determinacdo do farmaco encapsulado e da liberacdo sustentada

foram testados diferentes métodos:

3.4.A. Método Colorimétrico (United States Pharmacopoeia Convention,

1960): 5 mL de solugédo de estreptomicina (1 mg.mL") foram adicionados em 5 mL
de solucédo de 0,2 mol.L" de NaOH sob banho-maria por 10 minutos. Apés este
periodo, foram adicionados 3 mL de solugéo (1,5 % m/v) de sulfato de ferro ()
amoniacal em acido sulfarico (0,25 mol.L") a esta solugcdo sob banho de gelo. O
volume da solucao foi completado com agua destilada até 25 mL. A solugao foi
mantida em repouso por 20 minutos e a absorbancia foi lida no comprimento de
onda de 525 nm no espectrofotobmetro Hitachi (U-2000).

3.4.B. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Wakopak, 2005):

As condicoes para esta analise foram: coluna C-18 (4,6 mm x 150 mm) (Shimadzu),
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fase mével constituida por 50 mmol.L”" NH4PFg (Aldrich), HsPO4 (pH 3,5)/CH3CN
(85/15 v/v) sob o fluxo de 1,0 mL.min™". A temperatura do forno foi de 40 °C e o
volume de injecao foi de 20 uL. Neste experimento foi utilizado um cromatégrafo
Shimadzu com detector de UV-Vis no comprimento de onda de 210 nm. As
amostras de estreptomicina foram preparadas em agua e a concentracdo maxima

utilizada foi de 100 pg.mL™.

3.4.C. Halo de Inibicdo (Pranoto e col., 2005): A atividade da estreptomicina
foi avaliada em meio sélido em cepas de Staphilococcus aureus (ATCC 6538). As
vidrarias utilizadas e 0 meio de cultura de Agar nutriente foram esterilizadas a 121
°C por 30 minutos. Apds o resfriamento do meio, adicionou-se o marcador
respirométrico TTC (2,3,5-trifenil-2H-cloreto de tetrazolium) na concentragao de 25
mg.L". Em capela de fluxo laminar foram preparadas as placas, vertendo os meios
e inoculando 0,1 mL da bactéria. Ap6s a solidificacao do Agar, foi feito um pogo por
placa no meio da placa de cultura utilizando uma pipeta invertida. As unidades
formadoras de colbénias (UFC) foram determinadas por diluicdo sucessiva e
plagueamento. As amostras foram feitas em triplicata. Adicionou-se em cada poco
100 uL de solugdo do farmaco nas concentragdes de 0, 25, 50, 100, 200 e 300
ug.mL'. Apés a adicdo do farmaco, as placas foram incubadas em estufa
bacteriologica a 37 °C por 24 h. Ap0s este periodo, mediu-se o halo de inibicao

com uma régua milimétrica.

3.4.D. Polarimetro (Lu e col., 1999): Solugées aquosas de estreptomicina de
concentragdes iguais a 0,25 a 1,45 mg.mL' foram medidas em um Polarimetro da

Perkin Elmer.

3.4.E. Eletroforese Capilar (Li e col., 2000): Esta analise foi realizada no
laboratério do Prof. Fernando de Oliveira da Universidade de Mogi das Cruzes
(Nucleo de Ciéncias Ambientais) em um aparelho de Eletroforese Capilar da
Beckman-Coulter (P/ACEMDQ). Inicialmente, o tubo capilar de 75 cm foi lavado
com agua por 2 min, NaOH 0,1 mol.L™" por 2 min, agua por 2 min e eletrdlito de
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trabalho NasHPO, 50 mmol.L™" (pH 7,4) por 10 min e pressdo de 20 psi. As
amostras de concentragdes entre 55 a 850 mg.L" preparadas em tampao fosfato
50 mmol.L™" (pH 7,4) foram injetadas por 10 s com presséo de 0,5 psi. O método de
separacao foi realizado com corrente constante de 82,5 pA (para manter a
voltagem em torno de 15 kV); temperatura de 20°C (capilar); tempo de corrida de
15 minutos e pressao de 20 psi e deteccao a 195 nm. Entre uma corrida e outra, o
capilar foi lavado por 2 min com NazHPO4 50 mmol.L™" (pH 7,4).

3.5. Eficiéncia de encapsulamento

Para a determinagéo da eficiéncia de encapsulamento foi utilizada a técnica
de Eletroforese Capilar. Para isto, foram dissolvidos 21 mg de microparticulas de
PHB-9,8% HV (MM 92.000 g.mol™") com estreptomicina (Miegrica = 1,7 mg) em 2 mL
de cloroférmio. Ap6s a dissolugdo das particulas, 2 mL de tampao fosfato 50
mmol.L™ (pH 7,4) foram adicionados e, agitou-se o sistema para que o farmaco
migrasse para a fase aquosa. O sistema foi centrifugado a 4000 rpm por 5 minutos.
Uma aliquota de 1 ml da fase aquosa foi retirada e foi analisada por eletroforese
capilar nas mesmas condi¢cdes da curva de calibracdo do item 3.4.E.

3.6. Liberacao Sustentada

Para um estudo preliminar de liberacdo sustentada, 60 mg de
microparticulas de PHB-9,8% HV (MM 92.000 g.mol™") (massa de estreptomicina =
2,16 mg) foram adicionados em 5 mL de tampé&o fosfato 50 mmol.L™" (pH 7,4) em
tubos falcon. Os tubos foram mantidos em uma incubadora Orbital (modelo MA
83/A) termostatizados a 36,5 = 0,1 °C sob agitagdo de 120 rpm. Em determinados
intervalos de tempo, uma aliquota de 1 mL da suspensdo foi coletada e
centrifugada a 4000 rpm durante 5 minutos e o sobrenadante, separado para
andlise. O mesmo volume de aliquota retirado foi reposto com tampao fosfato 50
mmol.L™ (pH 7,4). A estreptomicina liberada foi determinada por eletroforese capilar
como descrito no item 3.4.E.
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3.7. Citotoxicidade

3.7.A. Preparo das Culturas de células (Corréa e col. 2005)

Os fibroblastos V79, hepatdcitos e as células Vero (de rim de macaco) foram
mantidos em cultura continua através de repiques periddicos, até atingirem a
densidade de confluéncia. Este cultivo foi realizado em meio DMEM (Dulbeccos
modified Eagles medium) contendo 100 U.mL" de penicilina e 100 mg.mL" de
estreptomicina, suplementado com 10% de soro fetal bovino. As células foram
descoladas usando solugdo de ATV (tripsina versene-tripsina a 0,1% e versene a
0,016%). O numero de células viaveis para o cultivo e plaqueamento foi
determinado homogenizando-se uma aliquota da suspensao celular com a
quantidade equivalente de solu¢do de Azul de Tripan a 0,1%, contando as células
em camara de Neubauer e excluindo as células que incorporam o corante. O cultivo
foi realizado em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). A
incubacéo foi feita em estufa a 37 °C sob atmosfera Umida e contendo 5% de CO..
Para os trés diferentes ensaios de citotoxicidade, descritos a seguir, 0
plaqueamento foi realizado inoculando 3 x 10* células.mL™ em cada poco da placa
(24 cavidades) e incubando a 37°C por 48 h.

3.7.B. Tratamento das células

Inicialmente realizaram-se experimentos com o farmaco livre para

determinar o ICso. Farmaco livre: As células foram tratadas com solucdes de

estreptomicina em meio DMEM nas concentragées de 0 a 2000 pmol.L™". Em cada
poco da placa foram adicionados 100 ul de solugéo do farmaco.

Microparticulas de PHB-9,8% HV (MM 92.000 g.mol') com fdrmaco e sem farmaco

encapsulado: Para estes experimentos, a concentracao de farmaco encapsulado foi
de 500 pmol.L" que foi a maxima solubilizacdo das microparticulas obtidas. Par
isto, 101 mg de microparticulas foram solubilizados em 5 mL de meio DMEM. Em

cada poco da placa foram adicionados 100 uL da suspensao.
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3.7.C. Captuta do corante Vermelho Neutro (VN) (analise da
integridade lisossomal) (Borefreund and Puerner, 1984)

O meio de cultura com farmaco ou com microparticulas foi removido e
trocado por outro contendo 50 pumol.L™" (segundo padronizacdo) do corante VN,
pré-incubado durante 12 h a 37°C e filtrado, em membrana Millipore (0,22 um),
antes do uso. Apds 4 horas de incubacdo a 37 °C, as células foram lavadas com
PBS-Ca®* (pH 7,4) para retirada do excesso de corante ndo incorporado pelos
lisossomas. Em cada cavidade foi adicionado 100 uL de solu¢cdo aquosa contendo
acido acético glacial (1%) e etanol (49%) para fixar as células e extrair o corante VN
incorporado nos lisossomas. As placas foram agitadas por 5 min em um agitador de
placas e a absorbancia das solugdes foram lidas em um Microplate reader
(Cambrige technology —IMC) a 540 nm.

3.7.D. Reducdo do corante metiltiazoletetrazolium (MTT) (analise da
integridade mitocondrial) (Denizot & Lang, 1986)

O meio de cultura com farmaco ou com microparticulas foi removido e
trocado por outro sem soro contendo o corante MTT (1 mg.mL™), e as células foram
incubadas durante 4h, tempo necessario para a redugao acontecer. O meio foi
retirado cuidadosamente e foi adicionado 100 puL de etanol para solubilizagdo do
formazan. As placas foram agitadas por 5 min em um agitador de placas e a
absorbancia das solucées foram lidas em um Microplate reader (Cambrige
technology —IMC) a 570 nm.

3.7.E. Contetido de Acidos Nucleicos (AN) (Cingi e col., 1991)

Apoés a leitura da placa com corante Vermelho neutro, as solu¢des de cada
cavidade da placa foram removidas. A placa foi deixada ao ar livre para secar e, em
seguida, as células foram lisadas com NaOH 0,5 mol.L™" (150 pL por cavidade, 1
hora a 37°C) e a absorbancia lida no espectrofotdmetro Beckman (Du-640B) a 260
nm.
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3.8. Estudo da atividade antimicrobiana

O estudo da atividade antimicrobiana da estreptomicina foi avaliada pelo
método do halo de inibicdo (Pranoto e col., 2005) em meio sélido frente as cepas
de Streptococcus lentus (isolada e identificada molecularmente de um reator de
lodo ativado para tratamento de efluente papeleiro) e Escherichia coli (ATCC
25922). A metodologia utilizada foi igual a descrita na secao 3.4.C. Em cada poco,
feito no meio solidificado nas placas de Petri, foram adicionados 100 uL de solugéo
do farmaco livre e encapsulado em microparticulas de PHB-9,8% HV (MM 92.000
g.mol™") na concentracdo de 280 ug.mL™" para S. Lentus e 150 pg.mL™" para E. coli.
Apl6s a adicdo do farmaco e das microparticulas, as placas foram incubadas em
estufa bacteriologica a 37°C por 24 h. Apo6s este periodo, o halo de inibicao foi

medido com uma régua milimétrica.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Preparacao das particulas poliméricas

4.1.1. Método de emulsdo inversa (agua em Oleo) e evaporacdo do

solvente

O primeiro método utilizado para a preparacao de particulas foi o de emulsao
inversa agua em Oleo e evaporacdo de solvente (método 3.1.A.). Através deste
método, foram obtidas nanoparticulas, porém estas se apresentaram aglomeradas
em estruturas maiores com diametro de 28,9 um como mostram as micrografias
das figuras 3A e 3B. Na figura 3A observa-se grandes aglomerados, entretanto ao
realizar um aumento de 20000 vezes nesta mesma regido da figura 3A, observa-se
que estes aglomerados sao formados por nanoparticulas com didametro médio,

calculado pelo software Image Tool, de 320 nm (Figura 3B).
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Figura 3: Micrografias de particulas de PCL preparadas com Span 80 e poliacrilamida
(método 3.1.A.): A) x 1000; B) x 20000.

4.1.1.1. Otimizacdo da metodologia emulsdo inversa e evaporacdo do

solvente

4.1.1.1.A. Influéncia do solvente de lavagem

Para avaliar o melhor solvente de lavagem, as particulas foram lavadas com
dois diferentes solventes: agua e agua:etanol (80:20). Quando as particulas foram
lavadas apenas com agua destilada e em seguida liofilizadas, obteve-se apenas um
residuo viscoso de cor amarela, similar ao tensoativo Span 80. Este resultado
indica que o tensoativo residual Span 80 nao foi totalmente removido devido a
baixa solubilidade deste tensoativo em &gua. Entretanto, quando as particulas
foram lavadas com o solvente agua:etanol (80:20) e liofilizadas em seguida, um pé
branco foi obtido, demonstrando uma maior eficiéncia na remocao dos tensoativos.
Por este motivo, o solvente agua:etanol (80:20) foi mantido como solvente de
lavagem nas demais preparagoes.

A etapa de lavagem é uma etapa importante no processo de preparagao de
particulas, pois remove o excesso de tensoativo residual existente sobre a
particula. A escolha do solvente de lavagem esta diretamente relacionada as

caracteristicas do tensoativo utilizado.
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4.1.1.1.B. Efeito da agitacdo na formacao das particulas

Um estudo do efeito da agitacdo na formagao das particulas foi realizado
alterando a agitagdo mecanica por agitacdo magnética. O uso da agitacao
magnética na preparacao das particulas, usando os tensoativos Span 80 e
poliacrilamida e mantendo as mesmas condi¢des descritas no método 3.1.A,,
ocasionou o coalescimento das particulas formando apenas grandes aglomerados
como mostra a figura 4. Sendo assim, a agitacdo mecanica foi mantida nas demais

preparagoes.

Figura 4: Micrografia referente a preparacao 3.1.A. usando agitacao magnética no lugar da
agitacdo mecanica x 500.

4.1.1.1.C. Estudo de tensoativos na preparacéo das particulas

Inicialmente o tensoativo Span 80 foi utilizado por ter um HLB igual 4,3 que
favorece a formagdo de emulsdes agua em Oleo. Juntamente com o tensoativo
Span 80 foi utilizada poliacrilamida com a finalidade de conferir estabilidade
estérica as particulas como descrito por Lu e col. (1999). De acordo com estes
autores, um derivado de poliacrilamida (figura 5A) confere as particulas uma
estabilizacdo deste tipo. Entretanto neste estudo foi utilizada uma poliacrilamida
diferente (figura 5B) de massa molar 100 vezes menor que acabou n&o conferindo
as particulas tal estabilidade obtendo apenas grandes aglomerados de

nanoparticulas como descrito no item 4.1.1.
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Figura 5: Estrutura da poliacrilamida: A) utilizada por Lu e col. (1999); B) utilizado neste

trabalho.

Por este motivo, utilizou-se um outro tensoativo no lugar da poliacrilamida.
O tensoativo escolhido foi o Pluronic (F68). A utilizagdo dos tensoativos Span 80
em conjunto com o Pluronic (F68) reduziu a formagao de aglomerados e melhorou
a redispersao das particulas secas em agua. Entretanto houve um aumento no
didmetro das particulas para 25,9 um (calculado pelo software Image Tool) como

mostram as figura 6A e 6B.

Figura 6: Micrografias de particulas de PCL preparadas com os tensoativos Span 80 e
Pluronic (F68) (método 3.1.A.): A) x 600; B) x 1200.

4.1.1.1.D. Concentracdo do Tensoativo Pluronic (F68)
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Neste estudo duas concentragbes de Pluronic F68 foram utilizadas (2 e 10%
m/v). Quando 2% de Pluronic F68 foram utilizados, obteve-se microparticulas de
diametro, calculado pelo software Image Tool, de 25,9 um (figura 7 A) e, quando
10% de Pluronic F68 foram utilizados, reduziu-se o diametro médio das particulas
para 1,42 um (calculado pelo software Image Tool). Esta redugdo no didmetro das
particulas esta de acordo com Ferdous e col. (1998) que verificaram que o aumento
da concentracdo do estabilizante PVA reduz o diametro das particulas. Entretanto,
a adicdo em excesso de Pluronic (F68) nao foi vantajosa, visto que as
nanoparticulas formadas encontravam-se presas em uma provavel camada de

tensoativo que nao foi removida mesmo apds seis lavagens (figura 7 B).

Figura 7: Micrografias de particulas de PCL (método 5.1.A): A) preparagao com 2 % de
Pluronic e 1 % de Span 80 x 1900; B) preparacdo com 10 % de Pluronic € 1 % de Span 80
x 2000.

Apesar da formacao tanto de micro quanto de nanoparticulas de PCL
utilizando o método de emulséo inversa dgua em 6leo e evaporacédo de solvente,
este método nado foi reprodutivel, pois resultados diferentes com esta mesma
metodologia foram obtidos como tamanhos diferentes de particulas, ndo formacao
de particulas entre outras alteracdes. Por este motivo, passou-se a utilizar o
método de dupla emulsdo agua em 6leo em agua e evaporagdo de solvente,

obtendo microparticulas de PCL e PHBV.

4.1.2. Método de dupla emulsdo (agua em oleo em agua) e evaporacao

do solvente
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Através deste método foram obtidas microparticulas de PCL e PHBV com
diferentes morfologias. As microparticulas de PCL apresentaram superficie mais
lisa do que as microparticulas de PHBV como mostra a figura 8. Esta diferenca foi
independente da massa molar do polimero PHBV e da porcentagem de
hidroxivalerato (HV) sendo, portanto, uma caracteristica do polimero utilizado. As
microparticulas de PCL apresentaram diametro médio de 17,6 um, enquanto que, o
didmetro médio das microparticulas de PHBV foi variavel, mudando de acordo com

a massa molar do polimero como sera descrito no item 4.4.

Figura 8: Micrografias de microparticulas (método 3.1.B.): A) PCL x 4500; B) PHB-9,8%
HV (MM 23.000 g.mol ™) x 4300.

4.1.2.1. Morfologia das Microparticulas de PHBV

A morfologia praticamente n&o foi alterada com a variagdo da massa molar
do polimero PHBV. A figura 9 mostra microparticulas obtidas utilizando o polimero
PHBV com as massas molares de 420.000, 273.000, 130.000, 92.000, 88.000 e
23.000 g.mol™". Em todos os casos as microparticulas apresentaram uma superficie

rugosa e forma esférica.
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Figura 9: Micrografias de microparticulas de PHBV de diferentes massas molares obtidas
pelo método 3.1.B. : A) MM 420.000 g.mol™ (7,9 %HV) x 3300; B) MM 273.000 g.mol™
(9,8 %HV) x 6000; C) MM 130.000 g.mol™ (9,8 %HV) x 3500; D) MM 92.000 g.mol ™ (9,8
%HV) x 5500; E) MM 88.000 g.mol™ (9,8 %HV) x 4500; F) MM 23.000 g.mol™ (9,8 %HV) x
5000.

Em alguns experimentos foi observada uma camada de nanoparticulas sobre
microparticulas de PHBV. Na figura 10A observa-se um conjunto de microparticulas
de PHB-9,8% HV (MM 130.000 g.mol™"). Ao realizar um aumento de 10000 e 60000
vezes nesta mesma regido da figura 10 A, observa-se uma camada de
nanoparticulas sobre estas microparticulas, conforme mostram as figuras 10 B e C.
Resultado similar foi obtido por Rosca e col. (2004) utilizando o polimero PLGA. De
acordo com estes autores a formacdo de uma camada de nanoparticulas sobre
microparticulas é uma consequéncia direta do mecanismo de formacdo das
particulas. Eles concluiram que quando o polimero precipita na interface das gotas
de agua, este tende a formar uma crosta continua em torno destas gotas. Ao
mesmo tempo, a particula estd encolhendo devido a perda de solvente, deste
modo, a crosta de polimero vai continuamente se fragmentando gerando

nanoparticulas.
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Figura 10: Micrografia de microparticulas de PHBV-9,8 %HV (MM 130.000 g.mol'1): A) x
850; B) x 10000; C) x 60000.

Fendmeno similar foi observado antes da liofilizacdo das particulas. As
figuras 11 A e B mostram micrografias de particulas de PHB-9,8% HV (MM 23.000
g.mol™") antes da liofilizacdo. Nestas micrografias observam-se particulas com
didmetro médio, calculado pelo software Image Tool, de 1,6 um aglomeradas.
Estes aglomerados tém um diametro médio de 27,9 um (calculado pelo software
Image Tool). Apés a secagem destas particulas pelo processo de liofilizacao, foi
observado apenas microparticulas com diametro igual a 18,5 um (calculado pelo
software Image Tool) (figura 11 C e D). Possivelmente, nas etapas de lavagem e
liofilizacdo, as particulas com diametros menores podem estar coalescendo,

formando microparticulas.
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Figura 11: Micrografia de microparticulas de PHBV-9,8% HV (MM 23.000 g.mo|'1): A) apos
3 lavagens x 2000; B) ap6s 3 lavagens x 4300; C) apds secagem x 230; D) apbs secagem
x 6000.

Observou-se uma diferenca morfolégica nas particulas ao encapsular o
farmaco estreptomicina como mostram as micrografias da figura 12, obtidas com
detector de elétrons retro-espalhados. Quando se encapsula o farmaco, a

superficie da microparticula apresenta-se mais porosa.

Figura 12: Micrografias de microparticulas de PHB-9,8% HV (MM 92.000 g.mol'1) obtidas
com detector de elétrons retro-espalhados: A) sem farmaco x 3500; B) com farmaco x
3500.
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4.1.2.2. Otimizacdo da metodologia de dupla emulsdo (agua em Odleo

em agua) e evaporag¢ao do solvente

4.1.2.2.A. Remocgé&o do estabilizante PVA Residual

Para avaliar o nimero de lavagens suficientes para a remocao do PVA
residual das particulas, estas foram lavadas duas, trés ou quatro vezes com agua
destilada. As microparticulas de PHB-9,8% HV (MM 273.000 g.mol™) lavadas duas
vezes e em seguida liofilizadas, apresentaram residuo de tensoativo entre as
particulas que as uniam como mostram as figuras 13A e 13B. Entretanto, quando
as microparticulas de PHB-9,8% HV (MM 273.000 g.mol”) foram lavadas trés
vezes com 4gua destilada e em seguida liofilizadas, ndo foi observado residuo
entre as particulas como mostra a figura 13C. Resultado similar foi obtido com
quatro lavagens, sendo portanto, necessarias, no minimo, trés lavagens para a
remocao do tensoativo residual. Esta conclusdo esta de acordo com Lee e col.
(1999) que verificaram que trés lavagens sao suficientes para remover o tensoativo
residual ficando apenas uma monocamada de PVA nas particulas. Esta
monocamada, independente do numero de lavagens, ndo € removida devido ao
fato da existéncia de uma ligacao irreversivel do PVA com a camada de polimero
da interface.
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Figura 13: Micrografias de microparticulas de PHB-9,8% HV (MM 273.000 g.mol'1)
(método 3.1.B.): A) lavadas 2 vezes x 500; B) lavadas 2 vezes x 850; C) lavadas 3 vezes x
750.

4.1.2.2.B. Influéncia da Agitacao

Para o estudo da influéncia da agitacao (Ferdous e col., 1998) foi utilizada
no lugar da agitacdo por sonicacdo por sonda a agitacdo em ultra turrax (11000
rpom) na formagao da primeira emulsao agua em o6leo. A alteragdo da agitagao de
sonicagao por ultra turrax ocasionou o aumento do didmetro e uma deformagéo das

microparticulas como mostram as micrografias da figura 14.
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Figura 14: Micrografias de microparticulas de PHB-9,8% HV (MM 23.000 g.mol'1): A)

agitacao por sonicagao por sonda x 500; B) agitagao em ultra turrax (11000 rpm) x 500.
4.1.2.2.C. Adicdo de co-solvente

Outro parametro alterado no método de dupla emulsdo e evaporagao de
solvente (método 3.1.B.) foi a adicdo de um co-solvente na fase organica. O co-
solvente utilizado foi a acetona na concentracédo de 20% (v/v). Com a adicao do co-
solvente, foram obtidas microparticulas de PHB-9,8% HV (MM 23.000 g.mol™') mais
porosas do que as microparticulas obtidas sem a adigcao de um co-solvente como
mostram as micrografias da figura 15 obtidas com detector de elétrons retro-
espalhados. Além disto, o didmetro das particulas aumentou de 7,5 um que
corresponde ao didametro das microparticulas preparadas sem a adicao de acetona,
para 11,5 um, que corresponde ao diametro das microparticulas preparadas com a
adicao de acetona. O aumento da porosidade das particulas esta relacionado com
o fato da acetona ser um néo solvente para o polimero PHBV, ocasionando um
aumento na velocidade de solidificagcdo do polimero gerando, desta forma, poros na
matriz polimérica. Ja o aumento no didmetro das particulas pode estar relacionado
com uma reducao de eficiéncia de agitacao, resultada do aumento da viscosidade
da fase organica devido a redugcdo da solubilidade do PHBV na mistura
cloroférmio/acetona (Yoon e Park, 2004). Este resultado estd de acordo com
Youan e col. (1999) que verificaram que a adigdo do co-solvente acetona na fase
orgéanica ocasionou a formacao de particulas com didmetro e porosidade maiores,
além de aumentar a eficiéncia de encapsulamento do ativo soro albumina bovina

(BSA). Este aumento da porosidade na particula altera a velocidade de liberacao do
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ativo como descrito Conway e col. (1997), o que demonstra a possibilidade de
controle na taxa de liberagéo.

Figura 15: Micrografias, obtidas com detector de elétrons retro-espalhados, de
microparticulas de PHB-9,8% HV (MM 23.000 g.mol'1) obtidas pelo método 3.1.B. com

adicao do co-solvente acetona na fase organica: A) x 500; B) x 5000.

4.1.2.2.D. Influéncia da evaporacdo do solvente orgénico

Utilizando a metodologia de dupla emulsdo e evaporacdo de solvente
(metodologia 3.1.B.) com agitacdo em ultra turrax na formacado da emulsdo agua
em Oleo, o solvente foi evaporado de duas maneiras nao concomitantes: a
temperatura ambiente (28 °C) sob agitagdo mecéanica (640 rpm) por 12 h e a baixa
pressdo em rotaevaporador sob temperatura de 30 °C. Microparticulas de PHB-
9,8% HV (MM 88.000 g.mol™") com diametro médio de 28,1 um (calculado pelo
software Image Tool) foram obtidas quando o solvente foi evaporado por 12 horas
sob agitacdo mecanica (figura 16 A). Entretanto, quando se utilizou evaporacao do
solvente a baixa pressao (rotaevaporador), o diametro médio das microparticulas
de PHB-9,8% HV (MM 88.000 g.mol™) foi de 5,8 um (figura 16 B). Esta reducdo no
diametro das particulas deve-se possivelmente a uma maior velocidade de difusao
do solvente organico para a fase aquosa, quando o sistema estd sob baixa
pressdo. Este resultado estd em concordancia com Chung e col. (2002) que
obtiveram microparticulas de poli(L-lactico) (PLLA) e poli(D- lactico) (PDLLA) com
diametros menores quando o solvente foi evaporado a baixa pressao (160 mmHg)

do que quando o solvente foi evaporado a pressdo ambiente (760 mmHg). Esta
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reducao no didmetro das particulas pode ser explicada pela equagao de Laplace,
expressa como:

dP =2y/r (equacgao 3)
,onde dP ¢é a diferenca de pressao fora e dentro do filme liquido de uma gota, y é a
tenséo superficial do liquido e r € o raio de uma gota esférica (Atinks, 1998).

A diferenca de pressao (dP) no processo de evaporacao de solvente a baixa
pressdo € maior do que no processo de evaporagdo de solvente a pressao
ambiente. Desta forma, pela equacao de Laplace, o raio da gota sera menor o que
justifica a reducéo do diametro das particulas.

Resultado similar foi obtido com o polimero PCL, reduzindo o didmetro médio

das microparticulas de 17,6 um para 2,4 um (figura 17).

rticulas de PHBV-9,8% HV (MM 88.000 g.mol'1) obtidas

pelo método 3.1.B. sob agitagdo em ultra turrax (11000 rpm): A) evaporagao de solvente

Figura 16: Micrografias de miéropa

por 12 horas sob agitacdo mecéanica (640 rpm) x 1200; B) evaporagdo do solvente em

rotaevaporador x 4000.

Figura 17: Micrografias de microparticulas de PCL (MM 65.000 g.mol'1) obtidas pelo
método 3.1.B. sob agitacao em ultra turrax (11000 rpm): A) evaporagao de solvente por 12
horas sob agitacdo mecénica (640 rpm) x 1000; B) evaporagdao do solvente em

rotaevaporador x 5000.
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4.2. Teste de degradacao das particulas

Foi realizado um estudo de degradagdo em tampao fosfato 50 mmol. L™ (pH
7,4) das microparticulas de PHB-9,8% HV (MM 92.000 g.mol™") por 15 dias. A
figura 18A mostra a imagem de MEV com detector de elétrons retro-espalhados de
microparticula de PHB-9,8% HV (MM 92.000 g.mol”) com o farmaco antes da
incubacao em tampao fosfato. As figuras 18B e 18C mostram imagens de MEV
com detector de elétrons retro-espalhados da microparticula de PHB-9,8% HV (MM
92.000 g.mol™") com o farmaco apés a incubacdo em tampao fosfato por 15 dias.
Nestas micrografias observa-se que apos 15 dias de incubagao, as microparticulas
ficaram mais rugosas. Além disto, observa-se na figura 18C uma conexao entre
particulas vizinhas que, possivelmente, foi originada por coalescéncia das
particulas e/ou por sua descamagado. A baixa velocidade de hidrélise do PHBV
(Sudesh e col., 2000) pode contribuir para a presenca destes dois fendmenos.

Em algumas particulas foi observada erosdo como mostra a imagem de MEV
da figura 18D obtida com detector de elétrons retro-espalhados. De acordo com Wu
e col. (2003), farmacos hidrofilicos encapsulados em matrizes poliméricas
hidrofébicas, como o PHBV, irdo ser liberados para o meio externo, principalmente,
através dos poros gerados na degradacdo do polimero (processo de erosao),
sendo a difusdo, através da matriz polimérica, dificultada devido a baixa
solubilidade do principio ativo nesta matriz.
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Figura 18: Micrografias obtidas com detector de elétrons retro-espalhados de
microparticulas de PHB-9,8% HV (MM 92.000 g.mol'1): A) antes da incubacdo em tampao
fosfato x 3500; ap6s 15 dias de incubagao em tampao fosfato: B) x 1500; C) x 4500; D) x
3000.

4.3. Potencial Zeta

Na andlise de potencial Zeta, verificou-se que as particulas tém carga
superficial negativa e que a carga superficial das microparticulas de PHBV-9,8%
HV (MM 23.000, 88.000 e 92.000 g.mol') e PCL (MM 65.000 g.mol ") nao variou
significativamente ao encapsular o farmaco estreptomicina (STM) como mostra a

tabela 1.
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Tabela 1: Valores de Potencial Zeta de microparticulas de PHB-9,8% HV e PCL.

Polimero Microparticula sem STM | Microparticula com STM
(mV) (mV)
PHBV 23 KDa -5,0+0,9 -5,1£0,9
PHBV 88 KDa -5,7+0,6 -6,0 £0,7
PHBV 92 kDa -5,4+0,4 -5,5+0,8
PHBV 130 kDa -6,0+0,6 -6,310,4
PHBV 287 kDa N&o medido -7,7+1,5
PHBV 420 kDa N&o medido -8,6+1,4
PCL 65 kDa -5,0+0,4 -4,1£0,8

4.4. Tamanho médio e distribuicao de tamanho das particulas

A tabela 2 mostra as medidas do didametro das microparticulas de PHBV e

PCL obtidas pelo método de dupla emulsdo e evaporacado de solvente (método

3.1.B.). Nesta tabela observa-se que o diametro das particulas esta diretamente

relacionado com a massa molar do polimero, como descrito por Ferdous e col.

(1998). Nas mesmas condi¢gbes de preparacao, quanto menor a massa molar do

polimero PHBV menor foi o didmetro médio das particulas, variando de 28,7 um

quando foi utilizado PHB-9,8% HV de massa molar de 130.000 g.mol" até 6,7 um

para a massa molar de 23.000 g.mol' (9,8% HV). O diametro médio das

microparticulas de PCL com e sem farmaco ndo teve uma diferenga significativa.
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Tabela 2: Diametro médio e polidispersidade das microparticulas de PHB-9,8% HV e PCL.

Microparticula Diametro (D) indice de
D1o Dso Dgo Span
PHBV 23kDa 1,7 7.6 20,1 2,4
sem STM
PHBV 23kDa 1,8 9,3 22,5 2,2
com STM
PHBV 88kDa 4,3 21,0 61,2 2,7
sem STM
PHBV 88kDa 3,2 18,4 34,9 1,7
com STM
PHBV 92kDa 3,8 18,4 29,4 1,4
sem STM
PHBV 92kDa 5,6 22,6 35,3 1,3
com STM
PHBV 130kDa 5,6 28,7 53,7 1,7
sem STM
PHBV 130kDa - Nao medido - -
com STM
PCL sem STM 3,4 17,6 29,8 1,5
PCL com STM 8,1 16,4 29,0 1,3

A figura 19 mostra micrografias de microparticulas de PHB-9,8% HV de
diferentes massas molares e de PCL. Nestas micrografias pode ser observada a
distribuicdo média das particulas.
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Figura 19: Micrografias de microparticulas de PHB-9,8% HV de diferentes massas molares
obtidas pelo método 3.1.B. : A) MM 130.000 g.mol” kDa x 370; B) MM 92.000 g.mol™ x
400; C) MM 88.000 g.mol™ x 500; D) MM 23.000 g.mol” x 400; E) PCL 65.000 g.mol™ x
500.

4.5. Analise de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A figura 20 mostra os termogramas da estreptomicina (STM), do
estabilizante PVA, e do polimero PHB-9,8% HV (MM 92.000 g.mol™). Observa-se
no termograma do PVA a presenca de 3 picos endotérmicos em 105, 189 e 325 °C.
No termograma do polimero PHBV, observam-se 2 picos endotérmicos em 170 e

288 °C e, no termograma da STM, observa-se um pico exotérmico em 214 °C. A
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figura 21 mostra os termogramas da STM, das microparticulas de PHB-9,8% HV
(MM 92.000 g.mol™") sem STM e com STM e da mistura fisica dos componentes.
No termograma das microparticulas de PHBV sem STM, observam-se 2 picos
endotérmicos, em 289 e 167 °C, referentes ao polimero PHBV. No termograma da
mistura fisica, observam-se 3 picos, sendo 2 endotérmicos, em 190 e 305 °C, e um
exotérmico, em 229 °C. Esses trés picos referem-se ao PVA, ao PHBV e a STM,
respectivamente. Ja no termograma da microparticula de PHBV com STM, nao
observa-se o pico exotérmico referente ao farmaco. A auséncia deste pico indica
que, provavelmente, ndo ha uma interagéo entre o farmaco e o polimero, mas este
esta disperso na matriz polimérica, sendo que, o polimero mantém suas

caracteristicas na microparticula preparada (Dhanaraju e col., 2003).

EXOT 0—:

DSC (mW)

1294 ——sTM™

1| pva

1 | —— PHBV

-16 T T T T T T T T T
0 100 200 300 400

Temperatura ( °C)

Figura 20: Termogramas da estreptomicina (STM), do estabilizante PVA e do polimero
PHBV-9,8% HV (MM 92.000 g.mol" kDa).
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Figura 21: Termogramas do polimero da estreptomicina (STM), das microparticulas de
PHBV-9,8% HV (MM 92.000 g.mol") com e sem farmaco e da mistura fisica.

4.6. Eficiéncia de Encapsulamento

4.6.A. Curva analitica

Para o calculo da eficiéncia de encapsulamento e da liberacao sustentada foi
necessaria a construgao de uma curva analitica de acordo com a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (Anvisa, 2003). De acordo com a Anvisa, a curva analitica
deve apresentar coeficiente de correlagdo r = 0,99 e precisdo < 2%. Além disto, o
método escolhido deve ter baixo limite de quantificacédo, j& que nos experimentos
de liberagcao sustentada o farmaco é liberado gradualmente. Em vista disso, foram
testados diferentes métodos analiticos, a comecgar pelo colorimétrico. O método
colorimétrico ndo teve reprodutibilidade provavelmente, pela baixa eficiéncia na
complexagdo da estreptomicina com o ferro, ndo sendo possivel medir a
absorbancia em varios experimentos. Dessa forma, testou-se o método de CLAE
que também ndo se mostrou eficiente. Isto porque, o pico referente a
estreptomicina (tmigragio = 7 Minutos) apresentou baixa intensidade e a linha base
nao estabilizou. Por estes motivos, os métodos de colorimetria e CLAE néo foram

utilizados para a constru¢ao da curva de calibragéao.
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O terceiro método analitico testado foi o método do halo de inibigao. As
figuras 22A e 22B mostram o halo de inibicdo medido quando o meio solido com S.
aureus foi exposto a uma concentragdo de 25 pg.mL™" de estreptomicina e a curva
analitica para a determinacdo da estreptomicina, respectivamente. A equacao da
reta obtida foi y = 0,6 + 0,001x e o coeficiente de correlacao (r) igual a 0,99. Apesar
do coeficiente de correlacdo estar dentro das recomendagdes da Anvisa, este
método mostrou-se inviavel para o objetivo de quantificar a estreptomicina no
estudo de liberacdo sustentada, uma vez que, requer um tempo muito longo e

apresenta erros nas medidas dos halos.

T T T T T T
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Figura 22: A) Imagem do halo de inibigdo quando a bactéria S. aureus foi exposta a uma
concentracdo de 25 pg.mL™" de estreptomicina; B) Curva analitica para a determinacéo de

estreptomicina pelo método do halo de inibi¢ado.

O quarto método analitico testado foi o polarimétrico. A curva analitica obtida
por este método estd apresentada abaixo na figura 23. A equacéo da reta foi y = -
0,0007 + 0,007x e o coeficiente de correlacéo (r) foi 0,99. Apesar do coeficiente de
correlacdo estar dentro das recomendagdes da Anvisa, o limite de quantificagao foi
alto (0,25 mg.mL') sendo, portanto, necessarias grandes quantidades de
microparticulas nos experimentos de liberagdo sustentada. Desta forma, partiu-se

para uma outra técnica, a eletroforese capilar.
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Figura 23: Curva analitica para a determinacdo de estreptomicina pelo método

polarimétrico.

A curva analitica para o método de Eletroforese Capilar foi construida na
faixa de concentracdo de 55 a 850 mg.L " de estreptomicina em tampé&o fosfato 50
mM (pH 7,4). A figura 24A mostra um exemplo de eletroferograma de um padrao de
estreptomicina na concentracdo de 850 mg.L" e a figura 24B mostra a curva
analitica obtida por esta técnica. A equacao da reta obtida foi y = -1574 + 105,3x e
o coeficiente de correlagéo (r) foi de 0,99, portanto dentro das recomendacgdes da
Anvisa.
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Figura 24: A) Eletroferograma do padrdo de estreptomicina 850 mg.mL" e B) curva
analitica para a determinacao da estreptomicina pelo método de eletroforese capilar.

4.6.B. Determinag&o da Eficiéncia de Encapsulamento
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A partir da curva analitica obtida por eletroforese capilar, calculou-se a
eficiéncia de encapsulamento das microparticulas de PHB-9,8% HV (MM 92.000
g.mol™") obtendo o valor de 43 + 4%. Entretanto, para as demais preparagées com
PHBV de diferentes massas molares nao foi possivel verificar a eficiéncia de

encapsulamento devido a baixa robustez do método como descrito no item 4.7.

4.7. Liberacao Sustentada

Para quantificar o farmaco liberado em fungdo do tempo, foi utilizada a
técnica de eletroforese capilar. Entretanto, ndo se obteve sucesso, provavelmente
pela baixa robustez do método utilizado. Isto porque a técnica de Eletroforese
Capilar tem baixa resisténcia a variagbes nos parametros analiticos como, por
exemplo, o pH, a temperatura, a corrente e a matriz.

As aliquotas retiradas, em determinados intervalos de tempo, no
experimento de liberacado sustentada continham outras substancias diferentes da
estreptomicina, como monémeros do polimero e/ou do tensoativo residual
hidrolisados, tensoativo residual solubilizado, além de uma possivel interacao entre
a estreptomicina e essas outras moléculas presentes no meio. Em visto disso, os
eletroferogramas obtidos apresentaram um pico com tempo de migracao (tmedio =
8,6 min") diferente do tempo de migracdo da estreptomicina da curva de calibracdo
(tmedio = 7,9 min™). A figura 26A mostra um exemplo de eletroferograma referente ao
tempo de liberacdo de 14 h e a figura 26B refere-se a uma ampliagdo de
eletroferogramas na regido de 7 a 10 minutos dos padrdes de estreptomicina na
faixa de concentragdo de 55 a 550 mg.L" e também, de uma amostra referente a
10 h de liberagao.
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Figura 26: Eletroferogramas da estreptomicina: A) apés 14 h de liberacao e B) Padroes de
estreptomicina na concentracéo de 55 a 550 mg.L" e de 10 h de liberacéo.

Para investigar se o pico no tempo de migracéo de 8,6 min™' correspondia a
estreptomicina, foram adicionados 50 puL de um padrao de estreptomicina (1100
mg.L") em 500 uL de uma amostra referente a 48 h de liberacdo, obtendo o
eletroferograma da figura 27. A curva preta refere-se a amostra de 48 h de
liberacdo sem a adigao de padrao de estreptomicina e a curva vermelha refere-se a
amostra de 48 h de liberacdo com a adicao de padrdao de estreptomicina (1100
mg.L"). Na curva vermelha, observam-se dois picos: um deles no tempo de
migracdo de 7,86 min™', referente & estreptomicina adicionada e o outro em 8,63
min™', presente nas amostras de liberacdo sustentada sem adicdo de padrdo de
estreptomicina. Portanto, com este eletroferograma nao é possivel concluir que o
pico em 8,63 min™' refere-se a estreptomicina, sendo necessario um estudo mais
aprofundado das possiveis interagdes entre o farmaco e outras moléculas do meio,

modificando a mobilidade eletroforética da estreptomicina.
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Figura 27: Eletroferograma obtido para a amostra de 48 h de liberagéo da estreptomicina
(curva em preto) com a adicdo de padrdo de 1100 mg.L" de estreptomicina (curva em

vermelho).

4.8. Estudo citotoxicos

4.8.A. Estreptomicina livre

Nos estudos citotoxicos da estreptomicina (STM) livre foi observado que a
STM apresentou baixa toxicidade nos alvos celulares analisados (VN, MTT e AN)
em culturas de células V-79, nao atingindo o ICs até a concentracédo estudada (de
2000 pumol.L") (Figura 28). Resultados similares também foram obtidos para as

células Vero e hepatécitos.
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Figura 28: Viabilidade das células V-79 na analise dos alvos celulares MTT, VN e DNA

para STM livre.

4.8.B. Microparticulas com e sem Estreptomicina

As microparticulas com e sem farmaco foram testadas em cultura de células
V79. Neste experimento, foi observada uma alteragdo no lisossoma quando a
célula foi exposta as microparticulas com e sem farmaco (figura 29). A figura 29A
mostra uma fotografia de células V-79 mantidas por 24 h em meio DMEM seguidas
de 4 h em contato com o corante VN. A figura 29B refere-se a ampliacdo da parte
circulada da figura 29A. Comparando a fotografia da figura 29B com a fotografia da
figura 29C que refere-se a células V-79 mantidas por 24 h em meio DMEM com
microparticulas de PHBV-9,8% HV (92.000 g.mol') por 24 h seguidas de 4 h com
corante VN (figura 29C), observa-se um aumento no lisossoma evidenciado por um
aumento na captura do corante VN pelas células. Esta diferenga também foi
verificada quantitativamente como mostra a figura 30. Nesta figura, observa-se um
aumento de cerca de 5 vezes, em relacdo ao controle, na captura do corante VN

pelas células em contato com microparticulas com e sem estreptomicina em
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relacdo ao controle. O aumento na captura deste corante pode estar relacionado
com a presenca de residuos de estabilizante PVA na superficie da particula. De
acordo com Renzi e col. (1993), tensoativos tem a habilidade de solubilizar a
membrana fosfolipidica, facilitando a entrada do corante VN para o lisossoma. Ja
na analise de reducdao do MTT, nao foi observada alteracdo na mitocondria das
células, uma vez que, ndo houve variagdao nos valores percentuais de absorcao do

corante em relagdo ao controle (figura 30).

7

Lisossoma

Figura 29: Imagem de Microscopia Optica das células V-79: A) Controle; B) Ampliacao da
parte circulada do Controle (A); C) com microparticulas de PHBV-9,8% HV (MM 92.000
g.mol™) sem STM.
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Figura 30: Grafico comparativo da viabilidade das células V-79 na presenca de STM
encapsulada em microparticulas de PHB-9,8% HV (MM 92.000 g.mol™") na concentracéo
de 500 umol.L" e na presenga de microparticulas de PHBV-9,8 % HV (MM 92.000 g.mol ™)
sem STM.

4.9. Estudo da atividade antimicrobiana

Os testes de atividade antimicrobiana foram realizados frente a duas cepas
de bactérias: S. lentus e E. coli nas concentracdes de 280 e 150 pg.mL”,
respectivamente. Nestes testes, foram comparadas as eficiéncias da estreptomicina
livre e encapsulada em microparticulas de PHB-9,8% HV (MM 92.000 g.mol™"). A
estreptomicina encapsulada apresentou menor eficiéncia em relacdo a
estreptomicina livre no teste com a bactéria E. coli. Entretanto, no teste com a cepa
S. lentus, a estreptomicina encapsulada demonstrou maior eficiéncia em relacao a

estreptomicina livre, como mostram os dados da tabela 3.
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Tabela 3: Medidas do halo de inibicdo nos testes frente as cepas E. colie S. lentus da STM
livre e encapsulada em microparticulas e PHB-9,8% HV (MM 92.000 g.mol™).

Cepa bacteriana Concentracao Halo (cm)
E. coli STM livre (150 pg.mL™) 1,8
STM em microparticulas de PHBV 1,0
(150 ug.mL™)
S. lentus STM livre (280 ug.mL™) 2,0
STM em microparticulas de PHBV 3,0
(280 ug.mL™)

5. CONCLUSOES

Dentre os dois métodos de preparacao de particulas estudados, observou-se
que o método mais eficiente foi 0 de dupla emulsao e evaporagao de solvente. Com
este método, foram obtidas microparticulas de PCL e de PHBV de diferentes
massas molares e porcentagem de HV. Observou-se que a massa molar é um fator
que altera o diametro médio das particulas, sendo que, menores valores de massa
molar, reduzem o didmetro das particulas de PHBV. Outro fator que contribuiu para
a diminuicdo do didmetro médio das particulas de PHBV e PCL foi a realizagdo da
evaporacao do solvente a baixa pressao. Além disto, verificou-se que alteracdes no
método, como a adicao de um co-solvente na fase orgéanica, alteram a morfologia
das particulas de PHBV tornando-as maiores e mais porosas. No estudo de
degradacao das microparticulas de PHBV durante 15 dias, foi observado que estas
coalescem e podem estar perdendo camadas, além de sofrem eroséo, podendo ser
esta uma das vias de liberacdo do farmaco para o meio externo.

A eficiéncia de encapsulamento da estreptomicina em microparticulas de
PHB-9,8% HV (92.000 g.mol™), quantificada por eletroforese capilar, foi de 43 + 4%.
Pode-se ainda utilizar outra técnica analitica com maior robustez para quantificar a
estreptomicina encapsulada.

Nos estudos de citotoxicidade da estreptomicina livre em culturas de células

V-79, hepatocitos e Vero foi verificada baixa toxicidade nos alvos celulares

50



(“endpoints”) estudados (VN, MTT e AN), sendo necessario analisar outros alvos
celulares, como o swelling mitocondrial ou testes in vivo.

Nos estudos da atividade antimicrobiana pelo método do halo de inibicao
frente a cepa E. coli foi verificada menor eficiéncia da estreptomicina encapsulada
em relagdo a estreptomicina livre. Entretanto, nos testes com S. lentus, a
estreptomicina encapsulada mostrou maior eficiéncia do que a estreptomicina livre.

Os resultados obtidos neste trabalho mostram um promissor método de
obtencdo de microparticulas com diametro, morfologia e porosidade controladas,
utilizando os polimeros biodegradaveis PHBV e PCL, e a utilizagdo destas
particulas no encapsulamento de fa&rmacos hidrofilicos para sistemas de liberagéo
sustentada.
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