FORMULACAO E CARACTERIZACAO DE MATRIZES DE
POLIHIDROXIBUTIRATO PARA LIBERACAO CONTROLADA DE
FARMACOS

HELENA MARIA ERBETTA LEITE

"Tese apresentada ao Laboratdrio de Materiais
Avancados do Centro de Ciéncias e Tecnologia da
Universidade Estadual do Norte Fluminense, como
parte das exigéncias para a obtencado do titulo de

Mestre em Engenharia e Ciéncias dos Materiais."

Orientador: Prof. Dr. Ruben Sanchez Rodriguez

CAMPOS DOS GOYTACAZES-RJ
ABRIL - 2004



FORMULACAO E CARACTERIZACAO DE MATRIZES DE
POLIHIDROXIBUTIRATO PARA LIBERACAO CONTROLADA DE
FARMACOS

HELENA MARIA ERBETTA LEITE

"Tese apresentada ao Laboratério de Materiais
Avancados do Centro de Ciéncias e Tecnologia da
Universidade Estadual do Norte Fluminense, como
parte das exigéncias para a obtencdo do titulo de
Mestre em Engenharia e Ciéncias dos Materiais."

Aprovada em 12 de abril de 2004.

Comisséo Examinadora:

Prof. Raul Ernesto Lopes Palacio (Doutor, Materiais e Processamento)- UNICAMP

Dr® Teresa Eligio Castillo (Doutora, Engenharia e Ciéncia dos Materiais) - UENF

Prof®. Regina Coeli Martins Paes Aquino (Doutora, Engenharia e Ciéncia dos
Materiais) - CEFET

Prof. Dr. Rubén Sanchez Rodriguez (Dout Ciéncias Quimicas) - UENFrientador



AGRADECIMENTOS

A Deus pela minha existéncia e por me dar a forca para superar 0s
obstaculos.

A Nossa Senhora e S&o José por seu amor e forca nas horas mais
desesperantes.

Ao professor Rubén Sanchez pela sua orientacdo na elaboracdo deste
trabalho. E por sua confianca na minha capacidade.

A minha familia por sua confianga, amor, estimulo e paciéncia dispensados
no decorrer da elaboracéo deste trabalho.

A Felipe Leite por seu apoio e carinho incondicionais.

As Fernandas, Valentim e Estofel, pela ajuda e apoio moral.

Ao professor Flavio Miguens e a técnica Bia que auxiliaram na obtencéo das
micrografias apresentadas neste trabalho.

Aos meus colegas de pés-graduacdo: Rosemberg, Marcilio, Sidnei, e Rodolfo
pelo apoio e estimulo.

A todos do LAMAYV, em especial a Djalma, Michele, Teresa, Raul, Shirlene,
Rosimara, Marcelo e Juliana.

Ao professor Frederico Straggiotti pela sua colaboracdo e interesse neste
trabalho.

Aos professores Cristina e Sérgio do LCQUI pela disponibilizacdo do
Espectrofotdmetro UV para obtencéo dos perfis de liberagéo.

Ao Adail por sua paciéncia.

A Rosane pelas anélises de Raio-X.

A CAPES pelo suporte financeiro.



SUMARIO

1- Introducéo

2- Objetivo e justificativa de tese

2.1- Objetivo Geral

2.2- Objetivos especificos

2.3- Justificativa

3- Revisao Bibliogréafica

3.1- Requerimentos para o emprego de um material polimérico como matriz
3.2- Liberagéo controlada de agentes ativos

3.2.1- Sistemas Reservatorios

3.2.2- Sistemas de matriz

3.2.3- Sistemas transportadores

3.2.4- Fatores que influenciam no transporte

3.3- Técnicas de microencapsulamento

3.3.1- Efeito das variaveis de processamento

3.4- Métodos de determinac¢éo da taxa de liberagao in vitro:

3.5- Polimeros biodegradaveis e sistemas de liberacdo controlada
3.5.1- Caracteristicas dos Polihidroxialcanoatos

3.5.2- Biodegradabilidade

3.5.3- Biocompatibilidade

3.6- Rotas de administracéo

3.7- Comportamento Térmico dos sistemas de liberacédo controlada

3.8- Aplicacdes das microcapsulas como sistemas de liberacdo controlada

3.9- Potencialidade dos PHAs como matrizes na liberacdo controlada de agentes

ativos

3.10- A progesterona

4- Materiais e métodos

4.1- Especificacdo dos reagentes

4.2- Especificacdo dos equipamentos

4.3- Preparacédo das microcapsulas de poliestireno e PHB

4.4- Estudo da distribuicdo de tamanho de microparticulas de poliestireno
4.5- Determinacao do Peso Molecular do PHB

4.6- Medida da cristalinidade das formula¢cées PHB/Prog

~N O o o1 WO w W Wk

W W NN N NN NMNDN P P P PP
R O O W W NN P O © OO0 01 o O

34
43
44
44
44
45
48
48
49



4.7- Estudo da morfologia e distribuicdo da carga ativa ha matriz

4.8- Estudo da incorporacédo da carga ativa

4.9- Estudo do perfil de liberacdo controlada

5- Resultados

5.1- Ajuste dos parametros do "Spray Drying"

5.2- Formulacao das microcapsulas de PHB/Progesterona
5.2.1- Peso Molecular da matriz portadora (PHB)
5.2.2-Cristalinidade da matriz

5.2.3-Morfologia externa das microcapsulas de PHB/Prog
5.2.3-Morfologia interna das microcapsulas de PHB/Prog
5.2.4- Carga efetiva contida nas microcapsulas de PHB/Prog
5.2.5- Perfil de liberacdo associado ao sistema PHB/Prog
6- Conclusdes

7- Referéncias Bibliograficas

50
50
50
52
52
55
55
56
57
62
64
64
69
70



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Comparacédo entre os modelos de cinética de liberagdo convencionais
(primeira ordem) e formulacdes de liberacdo controlada (Smith e Herbig, 1992).
Figura 2: Esquema ilustrativo de um sistema reservataorio.

Figura 3: Esquema ilustrativo de um sistema de matriz.

Figura 4: Diagrama do processo de microencapsulacao.

Figura 5: Esquema da passagem do polisorbato-80 livre (A) e encapsulado (B)
através de uma membrana bioldgica, Alyautdin et al (1995).

Figura 6: Taxa de liberacao in vitro do sulfametizol por microcapsulas de PHB com
diferentes diametros: @ 1180-2000um, Hl425-600um e A53-150um, obtidos por
Brophy e Deasy (1986).

Figura 7: Perfis de liberac&o in vitro de prednisolona a partir de particulas de PHB,
em diferentes proporcdes droga/polimero: : (H) 1:1, (1) 1:2, (@) 1:4, (O) 1.6 e (A)
1:8, (Koosha et al., 1989).

Figura 8: Frac&o de progesterona liberada em fungéo do tempo para estudos in
vitro: (O) PHB, (A) P(HB-9HV) e (7)) P(HB-24HV), Gangrade e Pricet, (1991).
Figura 9: Perfil de liberacdo de progesterona a partir de microcipsulas de P(HB-
24HV) contendo diferentes carregamentos da droga: (O) 2%, (A) 5%, ([1) 7%, (V)
10%, (¢) 15% e (M) droga pura.

Figura 10: Liberac&o de dicloro-fluoresceina a partir de microcapsulas de PHB com
diferentes carregamentos, polimero/droga : (0)1:1, (@) 1,5:1, (0) 2:1, (M) 3:1,
(Gursel e Hasirci; 1995).

Figura 11: Liberacao de dicloro-fluoresceina a partir de microcapsulas de P(HB-
7HV) com diferentes carregamentos, polimero/droga: (0)1:1, (@) 1,5:1, () 2:1,
(M) 3:1, (Gursel e Hasirci; 1995).

Figura 12: Liberacao de dicloro-fluoresceina a partir de microcapsulas de P(HB-
14HV) com diferentes carregamentos, polimero/droga: (O)1:1, (@) 1,5:1, (1) 2:1,
(M) 3:1, (Girsel e Hasirci; 1995).

Figura 13: Esquema do principio funcional de um "Spray Drying", modelo BUCHI
B-191.

Figura 14: Esquema do principio funcional da produc¢éo do fluxo de um "Spray
Drying", modelo BUCHI B-191.

Figura 15: Esquema ilustrativo do sistema utilizado para a liberacdo controlada da

7

11

19

34

36

37

39

39

41

41

42

47

a7



carga ativa

Figura 16: (a) Histogramas da distribuicdo de diametro das particulas de PS e (b)

micrografias obtidas por microscopia 6ptica, com aumento de 80x.

Figura 17: (a) Histograma da distribuicdo de diametro das particulas de PS e (b)

micrografia obtida por microscopia 6ptica, com aumento de 80x.

Figura 18: Variagéo da viscosidade reduzida com a concentracao da solugéo de

(a) PHB(1) , (b) PHB(2) e (c) PHB(3).

Figura 19: Difratograma de Raio-X das microcapsulas de PHB(1)/Prog.

Figura 20: Micrografia (MEV) das microcipsulas de PHB/Prog : (a) PHB(1), 3000

X; (b) PHB(2), 3000 x; (c) PHB(3), 5000x.

Figura 21: Férmulas da (a) Progesterona e (b) da Tionicotinamida.

51

53

54

55
57

58
59

Figura 22: Micrografia (MEV) das microcapsulas de PHB(1)/Prog, (a)3500x e
(b)10000x.

Figura 23: Micrografia (MEV) das microcipsulas de PHB(1)/Prog, (a)2000x e
(b)10000x..

Figura 24: Micrografia (MEV) das microcapsulas de PHB(3)/Prog, (a)10000x e
(b)30000x.

Figura 25: Histogramas da distribuicdo de didametro das microcapsulas de
PHB/Progesterona.

Figura 26: Micrografia Eletronica de Transmissdo de um corte equatorial para uma
das microcépsulas de PHB(1)/Prog, 7000x.

Figura 27: Micrografia Eletronica de Transmissé&o de cortes transversais das
microcapsulas de PHB(2)/Prog, (a) cortes polares e equatorial de microcapsulas
com tamanhos diferentes 4400x e (b) corte polar e equatorial 12000x.

Figura 28: Micrografia Eletronica de Transmissdo de um corte equatorial das
microcapsulas de PHB(3)/Prog, 7000x.

Figura 29: Perfil de liberacdo das microcapsulas de PHB/Prog obtidas por Spray

Drying.

Figura 30: Correlacao linear para liberacdo de ordem zero para as microcapsulas

de PHB/Prog.
Figura 31: Correlacao linear para liberagéo t
PHB/Prog.

1/2

para as microcapsulas de

64

66
67



INDICE DE TABELAS

Tabela 1: Propriedades de alguns polimeros biodegradaveis (Thies, 1989).
Tabela 2: Exemplos de polimeros biodegradaveis e suas estruturas

Tabela 3: Sistemas de transporte de drogas via parenteral para aplicagdo em
veterinaria (Carter et al., 1988).

Tabela 4: Principais vantagens e desvantagens dos sistemas de transporte
de drogas (Carter et al., 1988).

Tabela 5: Rotas mais provaveis de administracdo (Carter et al.; 1988) e
(Bissery et al., 1984).

Tabela 6: Sistemas transportadores que estdo sendo investigados na
veterinaria.

Tabela 7: Pardmetros utilizados na obtencdo de microparticulas de PS
Tabela 8: Distribuicdo de tamanho das microparticulas de PS obtidas por
"Spray Drying".

Tabela 9: Parametros selecionados para a formulacdo de microcapsulas de
PHB/Progesterona.

Tabela 10: Peso Molecular.

Tabela 11: Cristalinidade das microcdpsulas de PHB/Prog.

Tabela 12: Porcentagem da carga ativa total que foi encapsulada e carga.
Tabela 13: Coeficiente de regressao linear (R), desvio padrdo (S) do ajuste
para cinética de liberacao de ordem zero efetuados para as microcapsulas de

PHB/Prog e taxa de liberagéo especifica da progesterona na matriz (Kprog).

15
22

26

27

28

29
46

52

54
56
57
64



SIMBOLOS E ABREVIACOES

CCT - Centro de Ciéncia e Tecnologia
CCTA - Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias
EPON - Resina epoxi

HV - Hidroxivalerato

IM - Intramuscular

IPT - Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas
IV - Intravenoso

LCQUI - Laboratorio de Ciéncias Quimicas
LH - Hormonio luteinizante

MET - Microscopia Eletrdnica de Transmisséo
MEYV - Microscopia Eletronica de Varredura
P(HB-HV) - Polihidroxibutirato-co-valerato
PCL - Policaprolactona

PHAs - Polihidroxialcanoatos

PHB - Polihidroxibutirato

PLA - Acido Polilactico

PM - Peso Molecular

PMMA - Polimetilmetacrilato

Prog - Progesterona

PS - Poliestireno

SC - Subcutaneo

SEPOL - Setor de Polimeros

Tg - Temperatura de transi¢ao vitrea

Tm - Temperatura de fuséo cristalina

USP - United States Pharmacopeia

UV - Ultravioleta

Ac: diferenca de concentracdo da carga ativa entre os dois lados da membrana.

A: area superficial

C.: concentragéo da carga ativa inicialmente carregada na matriz

Cm: cOncentracdo da carga ativa na membrana na superficie do sistema.

Cms: concentracao de saturacdo da carga ativa no polimero

Cs: concentracao de saturacao da carga ativa no sistema



D - Coeficiente de difusividade da carga ativa na membrana

D: coeficiente de difusividade

dcy/dx - Gradiente de concentracdo da carga ativa na membrana
dM, /dt: taxa de liberacdo em um tempo t

J - Fluxo da carga ativa

K: razdo entre a concentragédo da carga ativa na matriz e no meio de liberacéo
L: comprimento do cilindro

I: espessura da lamina

M {: massa acumulativa da liberagc&o da carga pelo tempo.

M., : massa total da carga impregnada na matriz.

ri: raio interno do cilindro ou esfera

ro: raio externo do cilindro ou esfera

t: tempo

V: volume do reservatorio

10



11

RESUMO

O microencapsulamento de agentes ativos em microcapsulas poliméricas
apresenta uma série de vantagens tais como a possibilidade de aplicacdo Unica, o
que reduz o estresse causado durante o tratamento.

Nas ultimas décadas tem-se observado um crescente interesse neste tipo de
sistema, inclusive na éarea veterinaria estudada. Neste trabalho a carga ativa
encapsulada foi a progesterona, um horménio que atua na sincronizacao do estro de
animais, pesquisa de interesse do laboratorio de Melhoramento Genético Animal do
Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuérias (CCTA) da UENF que participa na
avaliacdo in vivo das formulagcbes. A matriz polimérica utlizada foi o
Polihidroxibutirato (PHB), um poliéster biocompativel e biodegradavel, que pode ser
obtido através de culturas de diversas bactérias.

As microcdpsulas de Polihidroxibutirato/Progesterona foram produzidas a
partir de 3 PHBs com diferentes pesos moleculares, através da técnica de Spray
Drying. Para definir os parametros de processamento foi feito um estudo prévio da
influéncia destes no tamanho de particula e na faixa de distribuicdo de diametros,
utilizando como modelo o Poliestireno.

Realizou-se um estudo da morfologia interna e externa das microcapsulas de
PHB/Prog, da sua cristalinidade e do seu perfil e cinética de liberacao.

As microcpsulas apresentaram uma superficie pouco rugosa e diametro de
até cerca de 5um. Os testes in vitro indicaram um "burst" inicial seguido de uma

liberagdo mais lenta.
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ABSTRACT

Microencapsulation of active agents in polymeric microcapsules presents
advantages such as possibility of single application, which reduces stress during
treatment.

In the last decades an increasing interest has been observed in this type of
system, including at Veterinary practice. In the present work progesterone, hormone
that acts in estrus synchronization, has been encapsulated as active charge, in a
research of concern of Animal Genetic Improvement Laboratory - CCTA/UENF, that
takes part at in vivo evaluation of formulations. Polyhydroxybutirate (PHB), a
biocompatible and biodegradable polyester that can be obtained through culture of
various bacteria, was the polymeric matrix used.

Polyhydroxybutirate/Progesterone microcapsules were produced by Spray
Dring technique using 3 PHBs with different molecular weights. In order to define the
processing parameters a previous study of their influence in particle size and
diameter distribution range was performed using Polystyrene as model.

It was performed a study of PHB/Prog microcapsules internal and external
morphology, cristallinity and releasing outline and kinetics.

Microcapsules presented a little rough and diameter of until about 5um. In vitro

tests had indicated one burst initial followed of a slower release.
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1- Introducéao

A utlizacdo de matrizes poliméricas termoplasticas que agem como
portadoras de cargas ativas apresenta uma seérie de vantagens, entre elas a
modificacdo de aspectos fisicos de certos produtos visando facilitar seu manuseio e
uso, controlar o tempo de liberacdo de uma carga ativa, mascarar o sabor e odor de
um produto (Rognoni, 1996)

Nas ultimas décadas tem-se observado um consideravel interesse no
desenvolvimento de microcdpsulas e nanocapsulas biodegradaveis a partir de
matrizes poliméricas para utilizacdo em sistemas de liberacao controlada de agentes
ativos. Nestes sistemas a droga pode ser utilizada mais efetivamente e com maior
seguranca devido a otimizacdo da sua taxa de liberacdo, que permite um maior
tempo efetivo de dosagem e niveis controlados, o que diminui a ocorréncia de
efeitos colaterais. Essas microcdpsulas e nanocdpsulas apresentam aplicacdes em
diversos campos, tais como, agricultura, veterinaria, na indastria farmacéutica, de
cosméticos e na medicina (Soppimath et al., 2001)

No mercado, até o ano 2000, tem-se reportado cerca de 106 farmacos que
utilizam a tecnologia de encapsulamento, a tendéncia € que este numero cresca
ainda mais (Eligio, 2000). Abre-se entdo um amplo campo de pesquisa para a
formulacdo de novos sistemas de liberacdo controlada e no aprimoramento das
propriedades dos sistemas ja relatados na literatura.

Entre os polimeros utilizados como matrizes, tais como 0s poliésteres, 0s
polihidroxialcanoatos obtidos por bactérias devem ocupar um lugar de destaque no
campo médico e veterinario devido a sua biodegradabilidade e biocompatibilidade
(que permite sua possivel absor¢cdo pelo organismo), propriedades que abrem as
portas para que sejam utilizados na industria médico-farmacéutica.

O polihidroxibutirato tém sido produzido atraves de biossintese por bactérias,
este polimero tem sido avaliado por varios anos e espera condigbes soécio-
econdmicas que viabilizem seu potencial para utilizacdo na area de embalagens,
mas sua aplicagdo na area biomeédica certamente n&o serd inibida pelo seu custo
devido ao alto valor das formulacbes geradas (Pouton, 2001). No Brasil a PHB
Industrial produz de 50 a 60 toneladas anuais de PHB e exporta este produto para o
Japao, Estados Unidos e Europa. O custo da producdo de PHB no Brasil

(significativamente mais baixo que os demais paises: US$5 no Brasil e US$14 na
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Inglaterra) e o maior nivel de exigéncia da legislacdo ambiental em alguns paises
desenvolvidos séo fatores que animam a PHB Industrial a aumentar sua escala de
producéo (IPT, 2002).
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2- Objetivo e justificativa da tese

2.1- Objetivo Geral

Formulacdo e caracterizacdo do polihidroxibutirato (P3HB) como matriz
portadora na liberagdo da progesterona como carga ativa e estudo da cinética de

liberacao.

2.2- Objetivos especificos

e Determinacao das condi¢des de trabalho que permitam obter microcdpsulas com
distribuicdo de tamanho inferior a 5pum.

e Formulacdo de microcdpsulas de PHB/Progesterona pela técnica de "Spray
Drying"

¢ Investigar a distribuicdo da carga ativa nas microcapsulas e sua correlagdo com o
comportamento cinético

e Estudo do perfil da cinética de liberacdo in vitro da progesterona para sua

utilizag&o na regularizagéo do cio de equinos.

2.3- Justificativa

Os polihidroxialcanoatos, em particular o PHB obtido através de culturas de
diversas bactérias apresentam propriedades de termoplasticos, sdo biodegradaveis
e biocompativeis, ao contrario de alguns polimeros obtidos sinteticamente a partir
de derivados do petréleo. Essas propriedades justificam o interesse na utilizacao
como portador de agentes ativos utilizados na éarea veterinaria e médico-
farmacéutica estudadas.

Entre estes agentes ativos encontra-se a progesterona, um horménio que
atua na regularizacdo do cio de animais, pesquisa de interesse do laboratério de
Melhoramento Genético Animal do Centro de Ciéncia e Tecnologia Agropecuarias
(CCTA) da UENF que participa na avaliacdo in vivo destas formulacbes. O
desenvolvimento e caracterizagcdo, em particular da formulagdo PHB/Progesterona,
tem interesse cientifico e tecnologico. Do ponto de vista cientifico pretende-se

aprofundar na distribuicdo da carga ativa neste sistema e nos mecanismos que
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regulam a sua liberacdo. Do ponto de vista tecnoldgico incorpora-se maior valor ao
produto PHB, produzido utilizando-se a sacarose derivada da cana-de-agucar, pela
PHB Industrial em Serrana (SP) e paralelamente potencializa-se a industria regional,
estimulando seu desenvolvimento a partir da diversificacdo de suas producdes
tradicionais de acgucar e alcool.

O encapsulamento deste horménio para uma dosagem controlada, acarreta
uma série de vantagens, entre elas, a aplicacdo Unica, que leva a diminuicdo dos

efeitos colaterais e do estresse no animal.
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3- Revisdo Bibliogréfica

3.1- Requerimentos para o emprego de um material polimérico como matriz

Nos sistemas de liberagdo controlada de agentes ativos encapsulados em
matrizes poliméricas biodegradaveis devem-se considerar os efeitos do agente ativo
e do polimero no paciente. A toxidade e biocompatibilidade do sistema polimérico
sao caracteristicas criticas devido ao mesmo estar diretamente em contato com o
meio no qual é injetado, implantado ou inserido. No casos de matriz ou membrana,
as propriedades do polimero ndo devem ser afetadas pela exposicao prolongada ao
meio biolégico. Além disso, os produtos de degradacdo devem ser atdxicos, nao
cancerigenos e serem excretados sem uma permanéncia excessiva que leve ao seu

acumulo nos tecidos (Brunstedt e Anderson, 1992).

Outros requisitos importantes sao:

Capacidade de conter uma dose efetiva do agente ativo
Estabilidade durante o armazenamento

Facilidade de administracdo e de maneira inofensiva

Possibilidade de ser produzido em uma escala que satisfaca a demanda

N

Custo acessivel ao mercado (Thies, 1989).

Um outro requerimento € que os polimeros utilizados em microcdpsulas nao
devem apresentar temperaturas de fusdo baixas para evitar a aglomeracdo das
microcapsulas durante sua estocagem (devido ao aumento de sua temperatura por

atrito entre as mesmas).

3.2- Liberacéo controlada de agentes ativos

Entre os requisitos que devem apresentar os sistemas poliméricos para sua
utilizacdo como matrizes nas formulagdes para liberacdo controlada de age3ntes
ativos estdo as suas propriedades de transporte.

O transporte de drogas através de matrizes poliméricas ndo porosas em
sistemas de liberacdo controlada ocorre por um processo de solugdo-difusdo. A

carga deve primeiro dissolver-se na matriz e entdo difundir-se da area de alta
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concentracdo da carga para a area de menor concentracdo. Este fendmeno pode
ser quantificado pela Primeira Lei de Fick - Equacao 1 (Smith e Herbig;1992):

dCm
J=-D dx Equacao (1)

Onde:
e J: fluxo da carga ativa
e D: coeficiente de difusividade da carga ativa na membrana

e dcy/dx: gradiente de concentracdo da carga ativa na membrana.

A liberagédo da carga ativa pelos sistemas de liberagéo controlada pode seguir
uma grande variedade de comportamentos. Contudo, a cinética da liberacdo da
maioria dos sistemas que dependem da difusdo em uma matriz ndo porosa podem
ser agrupados em trés tipos de perfis de liberacao:

e cinético de ordem zero
e cinético t*2
e cinético de primeira ordem

Em sistemas que exibem cinética de ordem zero a taxa de liberacdo
permanece constante até que quase toda carga tenha sido liberada (o termo ordem
zero deriva da cinética de liberacdo ser independente da quantidade de droga
remanescente). A taxa de liberacdo diminui proporcionalmente a raiz quadrada do
tempo em sistemas de liberacéo controlada com cinética t*2. A cinética de liberacéo
de primeira ordem ocorre em sistemas onde a taxa de liberagdo é proporcional a
guantidade de droga remanescente no sistema. A liberacdo de primeira ordem é
comum em sistemas convencionais de liberagdo n&o controlada assim como em
sistemas de liberacdo controlada e é caracterizada por uma diminuicdo exponencial
da taxa de liberacdo com o tempo. Na Figura 1 € apresentado um perfil de liberagéao
tedrico para cada tipo de sistema.
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Taxa de Liberagao

3 Cinética de ordem zero

Cindticattz™

Cinética de primeira ardem

Figura 1: Comparacdo entre os modelos de cinética de liberacdo convencionais
(primeira ordem) e formulacdes de liberacdo controlada (Smith e Herbig, 1992).

A maioria dos sistemas de liberac&o controlada pode ser incluida em um grupo:
e sistemas reservatérios: a carga ativa se apresenta em um nucleo cercado por
uma membrana polimérica,
e sistemas de matriz: a carga ativa encontra-se dissolvida ou dispersada dentro de
um polimero;
e sistemas transportadores: a carga ativa esta ligada ao polimero (Brunstedt e
Anderson; 1992).

3.2.1- Sistemas Reservatorios

A carga ativa no nacleo pode estar no estado liquido ou solido e a membrana
pode ser microporosa ou nao porosa. Se a carga ativa € mantida em um estado
saturado o seu transporte molecular através da membrana permanecera constante,
pois a forca motriz ndo é alterada. Para que esta taxa de liberacéo constante (ordem
zero) ocorra a carga ativa deve permanecer no estado sélido ou em suspenséao. Se a
droga apresentar elevada solubilidade em agua, sera dificl manter o estado
saturado e até mesmo se todos os requerimentos para uma taxa de liberagdo de
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ordem zero forem mantidos, a liberacdo geralmente ndo se mantera constante nas
etapas iniciais e finais. Na Figura 2 € apresentado um esquema ilustrativo deste

tipo de sistema.

Hicleo

Membrana

Figura 2: Esquema ilustrativo de um sistema reservatorio.

Quando o sistema de liberacdo controlada é colocado em um meio de
liberacdo, é necessario um certo tempo para que uma taxa de liberacdo constante
seja alcancada, podendo ocorrer um tempo de retardo ("lag") ou uma liberagcdo muito
pronunciada inicialmente ("burst’). Se a membrana estd carregada com uma
pequena quantidade da carga ativa, serd necessario um periodo de inducéo para
que a sua liberacdo ocorra, por outro lado, se as moléculas de carga ativa se
acumularam na membrana como resultado da fabricacdo ou estocagem, a taxa de
liberacao inicial sera mais elevada do que a do periodo constante. (Leong e Langer;
1987).

As equacdes que descrevem a cinética de liberagdo dos denominados
sistemas reservatorios podem ser derivadas da Primeira Lei de Fick, adicionando-se
fatores que descrevam a geometria do sistema. As equagdes 2-4 descrevem a taxa
de liberagdo para sistemas reservatorios de geometrias diferentes (Smith e Herbig;
1992):
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=T
Mt ook —2C L
Cilindros:  dt In(ryj Equac&o (2)
7
e
dMt o
Esferas:  (t = 4nDKAc o — I Equacéo (3) @
Mt _ \pk AC
Laminas:  (t | Equacao (4)

Onde:

¢ M massa da carga ativa liberada em um tempo t

e dM;/dt: taxa de liberagdo em um tempo t

e L: comprimento do cilindro

e 1, raio externo do cilindro ou esfera

e ri: raio interno do cilindro ou esfera

e | espessura da lamina

e A: area superficial

e K: razdo entre a concentracdo da carga ativa na matriz € no meio de
liberacao

e Ac: diferenca de concentracdo da carga ativa entre os dois lados da

membrana.

O tempo "lag" e o efeito "burst" dependem da distribuicdo e difusividade da
carga ativa na membrana e da espessura da membrana. As equacdes abaixo (5 e 6)
descrevem a porcao da curva de liberacdo referente a estes fenbmenos, para um

sistema de lamina.
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Mt — Dem |, |2
Tempo lag: t= | 6D Equacéo (5)
2
Dcm |
Efeito burst: Mt = | t+ 3D Equag&o (6)

Onde:
e M quantidade de carga ativa liberada

e Cn: concentracdo da carga ativa na membrana na superficie do sistema.

No final do periodo de liberacdo a concentracdo da carga ativa no nucleo tera
alcancado um valor inferior ao de saturacdo e a taxa de liberacdo diminuira. A
medida que a concentracdo da carga ativa no nucleo diminui, o gradiente de
concentracdo através da membrana diminui e uma cinética de liberacdo de primeira

ordem € observada, podendo ser expressada pela Equacgéo 7, para laminas.

dMt csADK ox — ADKt
dt I P VI Equagcéo (7)

Onde:
e Cg: concentracdo de saturacéo da carga ativa no sistema
e 1 tempo

e V:volume do reservatorio (Baker e Lonsdale; 1974).

Na prética, a liberacdo da carga ativa pode ser mais complicada devido a uma
possibilidade de quebra simultdnea da matriz, dissolugcdo parcial da matriz por
substancias do meio, por¢cbes das drogas em diferentes formas e a liberacdo da
droga situada na superficie sendo mais rapida do que a liberacdo da droga dentro da
matriz. Estas complicacbes ndo foram consideradas na analise tedrica anterior

(Higuchi, 1963) e devem ser objeto de discussao para cada sistema em particular.
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3.2.2- Sistemas de matriz

E o mais simples e largamente utilizado. A liberacdo da droga ¢é
freqientemente proporcional ao quadrado do tempo de liberacdo. A carga ativa pode
permear através da matriz polimérica ou difundir-se atraveés de canais criados pela
sua dissolugdo. A liberacdo de macromoléculas que apresentam baixa
permeabilidade ocorre geralmente por estes poros, e neste caso nao se aplica a
Equacédo 1 apresentada no item 3.2. Uma vez que a extensao e tamanho dos poros
e canais criados na matriz sdo determinados pela carga ativa incorporada, o nivel de
carregamento e o tamanho da particula da carga ativa ttm uma grande influéncia na
cinética de liberacdo. Na Figura 3 € apresentado um esquema ilustrativo deste tipo

de sistema.

Matriz Polimérica

Carga Ativa

Figura 3: Esquema ilustrativo de um sistema de matriz.

Em adicéo ao nivel de carregamento e tamanho da particulas da carga ativa,
a solubilidade desta no polimero e sua difusividade na fase polimérica também séo
parametros importantes. Outro fator critico € a forma do sistema, que determina a
area superficial e a extensao do caminho de difuséo (Leong e Langer; 1987).

A taxa de liberacdo dos denominados sistemas matrizes diminuem com o
tempo. Isto ocorre devido ao caminho de difusdo aumentar com o tempo, uma vez
gue a carga ativa proxima a superficie é liberada primeiro, a localizada no interior
necessita difundir-se mais rapidamente para ser liberada a uma mesma taxa. A

cinética de liberacdo destes sistemas nao sofre alteracdes significativas devido a
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defeitos na matriz polimérica, ao contrario dos sistemas reservatérios, onde defeitos
na membrana podem alterar drasticamente a cinética de liberagéo.

Tém-se trés tipos de matriz:

e Matrizes onde toda a carga ativa esté dissolvida no polimero

e Matriz que apresentam pequenas quantidades da carga ativa dispersa no
polimero e séo liberadas por difuséo atraves deste

e Matrizes nas quais grandes quantidades da carga ativa estdo dispersas no
polimero e séo liberadas principalmente por difusdo através dos poros que séo
formados a medida que a carga ativa € liberada.
As cargas ativas liquidas estdo geralmente dissolvidas na matriz polimérica,

enguanto cargas ativas solidas estdo dispersas na mesma (Smith e Herbig; 1992).

A cinética de liberacdo de matrizes contendo uma carga dissolvida cai dentro
de dois regimes. A liberacdo dos primeiros 60% de carga segue a cinética t™?,
enquanto a liberacdo dos ultimos 60% de carga segue a cinética de primeira ordem.
(A porcao sobreposta € descrita adequadamente por ambos regimes) As equacdes
(8-13) que descrevem a cinética de liberacao para sistemas de diferentes geometrias
séo (Smith e Herbig; 1992):

— Cilindros:
1
dMm 2 MyD
Mt _t: L _ =
Para: 3 - < 0.6 dt 3Meo (2t r2 Equacéo (8)
M o, Mt 4MoD (2.405)2 Dt )
Para: 1y —> 04 di 2 2 Equacéo (9)
— Esferas:
1
dM 2 3M D
Mt _t: L _ YT
Para: 7~ < 0.6 dt 3Moo 2 r2 Equacéo (10)
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dMt 6MxD | 2Dt

Mt
Para: >0.4-: exXp| — Equacéo (11
M, dy 2 } quacao (11)
— Laminas:
1
Mt o dM oM D |2
Para: v <V.0: - S Equacao (12
Moo dt |27l3t quac ( )

Mt <
Para: 1~ >04: dt EXp| - 2 Equac&o (13)

Onde:

M : massa acumulativa da liberacéo da carga pelo tempo.

D: coeficiente de difusividade

M,, : massa total da carga impregnada na matriz.

dM, /dt: taxa de liberacdo da carga de um sistema.

t: tempo.

Matrizes contendo a carga ativa dispersa no polimero (menos que cerca de

Y2 para quase todo o processo de liberacao,

20%yv) exibem cinética de liberacdo t
assumindo-se que a maioria da carga ativa esta dispersa e nao dissolvida.
As equacgOes (14-16) que descrevem a cinética de liberacdo destes sistemas,

contendo a carga ativa dispersada na matriz sdo apresentadas abaixo:

— Cilindros:

dMt 4MoDCms

dt 120 Infl— Mt/ Moo)

Equacao (14)
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— Esferas:

dM{  3MooDCmg [ 1-M¢ /Moo /3
dt 120, 1-A-M{ /Mo 3

Equacéao (15)

— Laminas:

Equacéo (16)

dMt _ A ( DCms(2Co0 —Cms )jll 2
dt 2

T2 t

Onde:
e Cps: concentracdo de saturacdo da carga ativa no polimero
e C,. concentracdo da carga ativa inicialmente carregada na matriz (Smith e
Herbig; 1992)
De um modo geral, a taxa inicial de liberagdo de sistemas de matriz com
geometria cilindrica e esférica é mais rapida do que em um sistema de geometria

laminar.
3.2.3- Sistemas transportadores

Estes sistemas ndo apresentam cinética de liberacdo de ordem zero. Os
sistemas carga ativa solavel/polimero ligados quimicamente apresentam uma maior
acao farmacéutica quando comparada com a carga ativa livre. Este fato se deve ao
transporte restrito do sistema através de barreiras entre compartimentos do corpo, a
degradacdo lenta da ligacdo entre polimero e carga ativa ou pela reducdo da
excrecao da carga ativa ligada ao polimero.

Existem varias modos de incorporar uma carga ativa num transportador
polimérico. A carga ativa deve ser incorporada dentro da cadeia principal de um
polimero por homopolimerizagdo ou copolimerizacdo em bloco, de forma alternada
ou randémica. A carga ativa deve ser incorporada dentro de um polimero pela
reacdo com grupos reativos localizados nas cadeias laterais ou grupos finais da
cadeia polimérica. Uma vez que estes sistemas nao sao objetivo deste trabalho eles

nao sao discutidos com maior detalhamento.
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3.2.4- Fatores gque influenciam no transporte:

As duas propriedades do sistema que influenciam no transporte de massa séo
difusividade e solubilidade da carga na matriz. A difusividade € uma propriedade
cinética e descreve a facilidade com a qual as moléculas da carga ativa movem-se
dentro da matriz. A solubilidade € uma propriedade do sistema em equilibrio e
descreve a interagcdo ou compatibilidade entre a carga ativa e a matriz. Logo, 0
entendimento dos fatores que influenciam estas propriedades sdo importantes no
desenvolvimento dos sistemas de liberagédo controlada.

Os fatores principais que influenciam na difusividade da carga ativa nos
sistemas poliméricos sdo tamanho e forma das moléculas da carga ativa, a
flexibilidade das cadeias poliméricas e a cristalinidade do polimero. A medida que o
peso molecular do soluto aumenta ocorre geralmente uma diminuicdo da
difusividade do agente ativo, embora outros fatores também influam na difusividade.

A flexibilidade das cadeias poliméricas é primariamente dependente da
temperatura, plastificacdo e da quantidade de entrecruzamentos entre as cadeias
poliméricas. Os polimeros podem se apresentar em dois estados: vitreo e
borrachoso, e podem passar de um estado para outro por mudanca de temperatura
ou concentracdo de plastificante. No estado borrachoso o0s segmentos do
"esqueleto” do polimero podem mover-se livremente, permitindo uma maior
flexibilidade da cadeia polimérica, logo neste estado o polimero apresenta maior
difusividade.

Na Tabela 1 sdo apresentadas as temperaturas de transicdo vitrea (Ty) e de
fusdo (Tn) de alguns polimeros biodegradaveis utilizados como matrizes portadoras

de agentes ativos.

Tabela 1: Propriedades de alguns polimeros biodegradaveis (Thies, 1989).

Polimero T4 (°C) Tm(®)
Polilactico 57 o
Poliglicdlico 36 224-226
Poli(e-caprolactona) -60 -70 58-63
Polibis[(p-carboxifenoxi propano anidrido)] 92 230
Poli(B-hidroxibutirato) 2 176-180




29

O entrecruzamento reduz a flexibilidade das cadeias poliméricas, diminuindo
proporcionalmente a difusividade. A medida em que se aumenta o grau de
entrecruzamento diminui o comprimento das cadeias.

Polimeros cristalinos e semicristalinos possuem pequenos cristalitos, os quais
diminuem a difusividade. Estes cristalitos consistem de regibes onde as cadeias
poliméricas estdo densamente empacotadas em uma configuracdo ordenada e
orientada. A difusividade nos cristalitos € nula (efeito barreira) e essencialmente toda
difusdo em polimeros semicristalinos ocorre nas regides amorfas. Portanto, a
difusividade diminui com o aumento do grau de cristalinidade.

A morfologia das microcapsulas depende da técnica de preparacdo das
mesmas e também influi na liberacdo da carga ativa.

A solubilidade depende da extensdo da ligacdo de hidrogénio, polaridade e
forcas de dispersdo apolares. Solutos sdo mais sollveis em polimeros que tenham
funcionalidade quimica similar a estes. A solubilidade diminui proporcionalmente ao

aumento de cristalinidade do polimero (Smith e Herbig; 1992).

3.3- Técnicas de microencapsulamento

Vérias técnicas de microencapsulamento sao descritas na literatura. A maioria
delas, tais como separacdo de fase organica, secagem a jato "spray drying",
evaporacao de solvente, sdo baseadas no uso de solventes organicos para a
preparacao das microcapsulas (Breitenbach et al., 2000).

Em geral as técnicas de obtencdo de microcipsulas podem ser divididas nas

seguintes categorias (Finch, 1985):

e A partir de uma suspensao liguida

- Separacao de solugdes aquosas (incluindo coacervacéo)
- Formacéo a partir de dois polimeros incompativeis

- Polimerizacgéao interfacial

- Polimerizagéo in situ

- Secagem de um liquido

- Evaporacédo do solvente de uma emulséo

- Desolvatacéo
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e A partir de uma suspenséao de vapor
- Spray Drying

- Leito fluidizado

- Revestimento a vacuo

- Deposicao eletrostatica

e A partir de monémeros
- Poliadicdo (em suspensao, emulséo e dispersao)

- Policondensacédo (em suspensao, emulsdo e dispersao)

e A partir de materiais poliméricos

- Solidificacdo de um liquido por resfriamento
- Secagem de um liquido

- Coacervacao com separacao de fase

- Precipitacdo do polimero

- Solidificacédo do polimero fundido

O "Spray Drying" € a técnica mais utilizada nas industrias quimica (plasticos,
pesticidas, ceramicos, fertilizantes e pigmentos), alimentacdo (leite em pd) e
farmacéutica (extratos de plantas, materiais naturais e excipientes). O objetivo desta
técnica € obter um produto seco, mais concentrado e de facil conservacao ou de
manuseio do que o0s processos de extracdo de solugdes. Pode-se assumir que a
secagem guase instantanea do produto evitard ao maximo sua hidrolise, oxidacéo e
sua decomposicao (Moura et al., 1996).

A preparacdo de microcapsulas por "Spray Drying" oferece uma série de
vantagens: menor dependéncia da solubilidade do agente ativo do que os métodos
de evaporacdo do solvente, as condicbes de processamento sdo mais suaves e
adequadas para a formulacdo de microparticulas carregadas com proteinas e
peptideos, € um processo continuo de facil alimentacdo e de maneira gradual
(Clarke et al., 1998)

Na técnica de "Spray Drying" um liquido na forma de spray é secado e
coletado, sendo o residuo o produto final. A técnica de "Spray Drying" € utilizada em
varias industrias, tais como na industria de alimentos e farmacéutica na producao de

materiais plasticos e ceramicos. Ela € adequada para materiais que sejam sensiveis
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ao calor, devido ao processo de secagem ser rapido o material ndo precisa ser
submetido a altas temperaturas para concluir a secagem dentro de um tempo
razoavel.

O processo de "Spray Drying" pode ser dividido em trés etapas:

- Atomizacao do liquido por um redemoinho, presséo ou atomizador pneuméatico

e entrada deste em uma camara de secagem.

- Secagem das gotas do spray por um fluxo de gases aquecidos, produzindo um
residuo na forma de poé.

- Remocao do p6 do meio de secagem, usualmente por meio de um separador
ciclone (Crowe, 1980).

Na Figura 4 € apresentado um diagrama esquematico do processo de
encapsulacdo da droga ativa na matriz polimérica. Uma emulsao (D) é produzida a
partir de uma solucdo do material polimérico (A), um agente ativo (B) e um liquido
ndo miscivel (C). A emulsdo é homogeneizada e forma-se um spray (E) em um
aparelho. Com a evaporacéo do solvente ocorre a formacdo de uma superficie sélida
em volta de um ndcleo liquido (F). O aprisionamento do solvente restante neste
ndcleo gera uma pressao dentro do mesmo a medida que ocorre a evaporagao do
solvente ocasionando o rompimento da casca soélida (G), criando uma pequena
abertura através da qual os vapores do solvente séo liberados. Como resultado sao
obtidas pequenas capsulas do material polimérico contendo o agente ativo disperso

nas mesmas.
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Figura 4: Diagrama do processo de microencapsulacao.

3.3.1- Efeito das variaveis de processamento

O tamanho das particulas obtidas por "Spray Drying" depende de pelo menos
quatro fatores:
e Método de atomizacao
O tamanho das goticulas formadas, constituintes do spray, dependera do bico
atomizador utilizado na formacdo do mesmo. Goticulas menores resultardo em
particulas menores ap0s a secagem.
e Propriedades do proprio material
O tamanho das particulas dependera da densidade do material, se ele é
amorfo ou cristalino, granular, etc.
e Solidos contidos na solucéo
O tamanho da particula seca pode ser maior ou menor do que a goticula
inicial gerado no atomizador, dependendo da densidade final da particula, que
dependera dos sdlidos contidos na solucao (Duffie e Marshall, 1953).
e Condicdes de secagem
A secagem de goticulas contendo sélidos em solucdo ou suspensao é

controlada pela taxa de aquecimento e transferéncia de massa. Este processo pode
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ser um pouco mais complicado por variagdes de temperatura ao longo do sistema de
secagem (Crosby e Marshall, 1958).

3.4- Métodos de determinacéo da taxa de liberacao in vitro:

Dentre os métodos reportados na literatura utilizados no estudo da taxa de
liberacdo de agentes ativos in vitro tem-se:
e difusdo em saco de dialise
e difuséo reversa em saco de dialise
e difusdo em células com membranas biologicas
e ultracentrifugacao
e ultrafiltracéo

e Ultrafiltragc&o centrifugal (Soppimath et al., 2001)

A maioria das técnicas apresentam dificuldades na separacdo das
micro/nanocapsulas do meio de liberacdo, consumindo um tempo maior na
separacdo destes. Para evitar este problema tém sido utilizadas as técnicas de
didlise. Nesta técnica uma suspensao das micro/nanocapsulas é adicionada a sacos
ou tubos de didlise seletivos, que ndo deixem que as micro e/ou nanoparticulas
passem. Estes sacos sdo incubados no meio de dissolucéo ( LeRay et al.; 1994).

Uma outra técnica envolve a utilizacdo de uma célula de difusdo, que consisti
de dois compartimentos, um doador e outro receptor. Esta técnica foi usada para
separacédo através de membranas biolégicas ou artificiais. Neste método o estudo da
cinética ndo é efetuado com perfeitas condi¢cdes de penetragdo, uma vez que as
particulas ndo sao diluidas no meio de dissolu¢do, mas sdo separadas do meio de
liberacdo através de membranas. Deste modo, a quantidade do agente ativo no
meio de liberacdo néo reflete a quantidade do agente ativo realmente liberado.
(Cavallaro et al.; 1994).

Leavy e Benita (1990) utilizaram uma técnica de dialise reversa para uma
emulsdo oleo/agua, evitando a delimitacdo das particulas em um saco de dialise.
Esta técnica também foi utilizada por Calvo et al. (1996) na avaliagdo da liberacdo a
partir de nanocdpsulas, nanoparticulas e nanoemulsdes. Uma desvantagem deste

método € que ele ndo é muito sensivel no estudo de formulacbes de rapida
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liberacdo, podendo apenas ser utilizado em sistemas com tempos de liberacdo da
carga ativa de no minimo 1h (Jalil e Nixon, 1990).

3.5- Polimeros biodegradaveis e sistemas de liberacdo controlada

Uma das principais caracteristicas da tecnologia de liberagdo controlada é a
funcdo de suporte que os polimeros desempenham na liberacdo das drogas e a
fabricacdo dos sistemas de liberacdo de droga. A necessidade de polimeros com
propriedades fisicas e biologicas especificas tém gerado um interesse continuo na
sintese de novos polimeros tanto no meio académico como no meio comercial
(Pouton, 2001).

Pressfes econdmicas e 0 progresso tecnoldgico tém sido os principais fatores
no desenvolvimento de novos e melhorados sistemas de liberagdo controlada, tais
como os polimeros biodegradaveis apresentados na Tabela 2 (Arnold, 1988).

Os polihidroxibutiratos (PHB) e polihidroxibutirato-valerato P(HB-HV) surgiram
recentemente como possiveis agentes para liberacdo de drogas. O PHB tem uma
taxa de degradacao hidrolitica in vivo relativamente baixa se comparada com a dos
polilactideos e polimeros com maior grau de valerato degradam mais
extensivamente (Conway, 1997).

As classes de drogas para as quais sistemas de liberagdo controlada tem
larga aplicacdo na saude animal incluem agentes anti-histaminicos, antimicrobianos,
inseticidas, agentes anti-inflamatérios ndo esteroidais e horménios. Os produtos de
liberacdo controlada tem diminuido consideravelmente a inconveniéncia e o custo,
assim como o desconforto causado no animal pela repetitiva administracdo de
drogas. Além de minimizar a flutuagdo da concentragdo da droga no organismo, a
dosagem requerida e efeitos colaterais, obtendo um efeito terapico mais efetivo
(Baggot, 1988).

Outra vantagem destes sistemas € a estabilizacdo da carga ativa alcangando
um tempo maior de validade da mesma sobre condi¢des normais de estocagem
antes de seu uso. As drogas podem ser protegidas do calor, luz, oxidacdo, umidade,
substancias reativas, estresse mecanico, ou a combinacdo destes fatores (Arnold,
1988).

Na Tabela 2 sédo apresentados alguns exemplos de polimeros biodegradaveis

€ suas estruturas.



Tabela 2: Exemplos de polimeros biodegradaveis e suas estruturas
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Polimero Estrutura
—CH, O —
|l
Polilactico - C—C—O0—
L) i
—H O —
|l
—Cc—C—O0—+
Poligliclico |
L H —
0

Poli(e-caprolactona)

Polibis[(p-carboxifenoxi propano
anidrido)]

Poli(B-hidroxibutirato)

3,9-Bis(metil-2,4,8,10-tetraoxaspirol[5,5]
undecano)/1.6-hexadiolpoli(ortoester)

3.5.1- Caracteristicas dos Polihidroxialcanoatos

Os polihidroxialcanoatos (PHAs) séo poliésteres biodegradaveis que sao

produzidos por muitas bactérias como materiais para estoque de energia. Este

método de obtencdo implica em varias vantagens para aplicacdes biomédicas, uma

vez que a biossintese evita 0 uso de catalisadores e iniciadores quimicos que

podem gerar problemas toxicologicos se permanecerem no produto farmacéutico. O

emprego de enzimas microbianas geralmente resulta em um polimero estereo-

regular, provavelmente resultando em uma elevada reproducibilidade em suas

propriedades fisicas (Pouton, 1996)
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O PHA mais estudado € o poli(3-hidroxibutirato) que pode ser obtido em
grande escala pela fermentacdo de uma ampla variedade de tipos de bactérias. O
PHB é termoplastico, semicristalino (60-80%), isotatico. O homopolimero PHB tem
ponto de fusdo relativamente alto (160-180°C) e cristaliza rapidamente dificultando
seu carregamento com a carga ativa. A taxa de degradacdo depende das
propriedades do meio, tais como: pH, temperatura, da composi¢cdo quimica e da

presenca de solventes e de biocatalisadores (Hasirci et al., 2001).

3.5.2- Biodegradabilidade

A ASTM (American Society for Testing and Materials) define
biodegradabilidade como a capacidade de uma substancia sofrer decomposi¢cdo em
diéxido de carbono, metano, agua, compostos inorganicos ou biomassa no qual o
mecanismo predominante € a acdo enzimética de microorganismos, que pode ser
medida por testes padronizados, em um periodo especifico de tempo.

Os dados disponiveis na literatura para a degradacao in vivo do PHB e P(HB-
HV) sdo contraditérios, mas isso pode se dever a diferencas nos meios fisiolégicos
onde estes sédo implantados. Willians et al., (1994) estudaram a influéncia do meio
na taxa de degradacgéo destes polimeros in vivo, incluindo a influéncia de enzimas,
radicais livres, lipideos e peréxidos. Eles concluiram que a formacdo de radicais
hidroxila através da interacéo de radicais superéxidos e peréxido de hidrogénio na
presenca de ferro, € provavelmente uma das causas principais da degradacéo
polimérica em sistemas implantados. Portanto os exemplos relatados de maior
degradacéo podem ser devido a altos niveis destes radicais no local de implante.

A forma fisica do polimero é o principal determinante na taxa de degradacgéo
(Pouton e Akhtar; 1996)

3.5.3- Biocompatibilidade

O termo biocompatibilidade refere-se a aceitabilidade mutua do polimero e do
meio fisioldgico que o cerca. A biocompatibilidade pode ser descrita como dois
fenbmenos complementares: os efeitos do meio fisiolégico no polimero e os efeitos
do polimero neste meio. O primeiro influenciara a degradacdo do polimero e o

segundo a resposta do tecido ao implante polimérico (Willians; 1986)
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Kennedy et al. (1987), realizaram um estudo da biocompatibilidade in vivo e in
vitro do PHB e copolimeros de P(HB-HV). A biocompatibilidade in vivo foi estudada
através do monitoramento de inflamacdes em ratos Wistar machos. Os autores
administraram inje¢fes intramusculares do polimero (20-40um) nos musculos da
coxa dos ratos, uma analise enzimatica utilizando fosfatase alcalina e acida, foi
empregada para monitorar inflamagbes agudas e cronicas, respectivamente.
Embora tenha ocorrido como resposta uma inflamacao aguda, ela foi atribuida a um
trauma mecanico inicial da inje¢gdo. Nenhuma inflamagéo cronica foi detectada pela
analise enzimética.

A biocompatibilidade destes polimeros ainda foi estudada pela técnica de
cultura de células. Os efeitos dos copolimeros no crescimento de CHO-K1 (ovéarios
de ratos chineses) em culturas de células foi monitorado durante um periodo de 60h.
Os polimeros, usados na forma de filmes, ndo inibiram o crescimento destas células
durante este periodo, sugerindo uma boa biocompatibilidade (Pouton et al.; 1988).

Um estudo da biocompatibilidade in vivo do PHB através da injecdo de
microesferas (100um) no musculo de ratos também foi efetuado por Juni e Nakano
(1987), onde eles obtiveram resultados similares aos encontrados por Kennedy et al.
11987) na inflamacédo aguda transiente, a qual terminava apdés 7 dias ap0s injecao.

Doyle e Bonfield (1988), investigaram a utilizacdo de PHB como implantes
0sseos na coxa, eles realizaram estudos preliminares em coelhos obtendo uma boa
integracao entre o PHB e 0 0sso sem nenhuma evidéncia de inflamacéo crénica em
resposta ao procedimento. Eles reportaram posteriormente que estudos in vitro com
PHB e compésitos de PHB-Hidroxiapatita sugeriram que este polimero ndo é
citotoxico.

Apesar da inflamacé&o aguda inicial observada em varios estudos in vivo para
0s copolimeros e para o homopolimero, as quais ocorreram provavelmente em
resposta a um trauma na implantacdo ou injecdo, eles apresentaram boa
biocompatibilidade tanto nos testes in vitro como in vivo. Espera-se que os produtos
soliveis de degradacdo, geralmente os proprios mondmeros, também sejam

biocompativeis, pelos resultados dos experimentos realizados (Pouton, 1988).
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3.6- Rotas de administracao

Existem diferentes rotas de administracdo para os sistemas de liberacéo
controlada, cada rota apresenta vantagens e desvantagens. A escolha da rota de
administrac@o dependerd, entre outros fatores, da carga ativa, do sitio de acdo desta
carga e do tamanho do sistema de liberagdo. Abaixo séo apresentados as rotas de

administracdo e as cargas ativas que séo aplicadas via estas rotas.

Parenteral: Sistemas de liberacdo de agentes ativos via parenteral podem ser
utilizados para corticoesterdides, estradiol bovino (hormdnio de crescimento), para
0S quais uma taxa constante de dosagem para o0 peso do corpo € requerida, ou
para liberacdo de uma substancia utilizada no controle do nascimento de cées.
Sistemas implantaveis podem ser facilmente inseridos sem causar irritagbes nos
tecidos com a persisténcia de niveis residuais da droga no sitio de administracdo. Na
Tabela 3 séo listados sistemas de transporte de drogas via parenteral para aplicacdo

na veterinaria e na Tabela 4 suas principais vantagens e desvantagens.

Administragcdo Oral: A limitacdo mais séria nestes sistemas no uso de
liberacdo controlada de produtos orais € o tempo de residéncia da dosagem no
pequeno intestino. E estimada uma duracéo de 9 a 12h como tempo médio para
absorcado efetiva da droga apos sua administracdo, a dosagem ndao muda no trato
gastrointestinal. Isto significa que a droga deve ser administrada em intervalos de

12-24h, dependendo da meia-vida das espécies. Esta técnica é adequada para

aplicacéo de anti-helminticos em bovinos.

Aplicacdo Topica: Sistemas de liberagdo transdermal contam com o
controle da taxa de liberacdo da droga pelo sistema e/ou pela pele (penetracédo
epidermal) como fatores limitantes da taxa de absorgéo. Utilizadas como via de
aplicacdo de inseticidas e anti-helminticos em bovinos ou caprinos tém sido
desenvolvidos para prover uma protecdo duradoura contra ectoparasitas. Utilizada
também na medicina para o uso topico de pomada de nitroglicerina no tratamento de

angina.
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Administragdo Local: implantes oculares biodegradaveis carregados com

gentamicina para uso no tratamento de infecgdes bovinas, agentes antimicrobianos

colocados no utero de éguas, no tratamento local de mastites bovina (Baggot, 1988).

Tabela 3: Sistemas de transporte de drogas via parenteral para aplicacdo em

veterinaria (Carter et al., 1988).

ativos

Tipo Descrigao Tamanho
Agente ativo esta dispersado dentro do
Fibras* material polimérico
Agente ativo contido entre as camadas um-mm de espessura:
Laminados* poliméricas ou diretamente misturado no comprimentos de poucos
polimero milimetros até varias
polegadas
Tubos* Agente ativo localizado dentro da cavidade
do tubo
Prodrogas Precursores para derivados de agentes Molecular ( A)

Microcépsulas

Membrana polimérica sélida que reveste
uma solucdo, emulséo ou particula solida de

um agente ativo

De 1um até 1-2 mm de

didmetro

Microesferas

Matriz polimérica sélida na qual o agente

ativo é dispersado

De 1um até 1-2 mm de

diametro

Lipossomos

Particulas esféricas em bicamada com o
agente ativo na camada aquosa ou na

camada lipidica

2-5um de didmetro

Eritrocitos

fantasmas

Um eritrécito natural o qual tenha sido
preenchido com o agente ativo englobado

dentro de um nucleo aquoso

Limitado pelo didmetro das
células vermelhas do

sangue da espécie natural

Anticorpos

monoclonais

Agente ativo ligado a um anticorpo sem

interferir com 0 complexo antigeno-anticorpo

Molecular (A)

*Implantes
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Tabela 4: Principais vantagens e desvantagens dos sistemas de transporte de
drogas (Carter et al., 1988).

Sistema de Vantagens Desvantagens
transporte
Manufatura simples, possibilidade
Implantes de carregamento de uma grande Possivel rejeicao do implante
gquantidade da droga
Em geral seu desenvolvimento é de Identificacdo de um fator de
Prodrogas baixo custo, larga atividade

identificacao util, limitada

farmacologica funcionalidade quimica do agente

ativo

Materiais de grande massa molar | Os custos de fabricacdo podem ser

podem ser encapsuladas elevados, pode ocorrer dificuldade

satisfatoriamente, polimeros na liberacdo controlada de
Microcépsulas biodegradaveis ou ndo compostos de baixo massa molar

biodegradaveis podem ser gue tenham elevada solubilidade em

utilizados agua

Podem ser obtidas a um baixo A liberag&o controlada de materiais

custo se um processo de de elevada massa molar pode ser

Microesferas encapsulamento correto for

dificil , carregamento de drogas de

utilizado no maximo 20-30%

Lipossomos Diversidade de composicdo Limitada difusdo transmembranar,
fosfolipidica e propriedades fisicas baixos carregamentos de drogas
Utilizagéo de materiais naturais e Limitada difusdo transmembranar,

Eritrocitos biodegradaveis variacdes na liberacdo de acordo

fantasmas com as diferentes espécies

utilizadas.
Anticorpos Ligacdo da droga a um sitio ativo
moclonais especifico (alvo). Dificil identificagdo do antigeno

Na Tabela 5 séo listadas as rotas mais provaveis de administracao para cada
tipo de sistema de liberacdo controlada.
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Tabela 5: Rotas mais provaveis de administracdo (Carter et al.; 1988) e (Bissery et

al., 1984).
Sistema Parenteral” Oral Vaginal Ocular
Transportador IM SC \Y
Implantes X X X X
Prodrogas X X X X
Microcapsulas X X X X
Microesferas X X X X X
Lipossomos X X X
Eritrocitos X
fantasmas
Anticorpos X X
Monoclonais

*IM= intramuscular, IV= intravenoso, SC=subcutaneo.

Carter et al (1989) relatam que as microcapsulas podem ser administradas
intramuscularmente ou subcutdneamente. No entanto se as microcapsulas

apresentarem um tamanho inferior a 5um, elas podem ser aplicadas
intravenosamente em éguas, evitando problemas inflamatérios. Na literatura
encontra-se relatado o uso de varios polimeros biodegradaveis e/ou biocompativeis
como matrizes transportadoras de cargas ativas, tais como os polihidroxialcanoatos,
polilactideos, policarbonatos, polianidridos, entre outros (Koosha et al, 1989).

Na Tabela 6 sao listados os sistemas transportadores que tém sido estudados
e comercializados nas ultimas décadas para utilizacdo na veterinaria, reportados na

literatura.
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Tabela 6: Sistemas transportadores que estdo sendo investigados na veterinéria.

Sistema Polimero Carga ativa Objetivo Animal
Tubos (Jaffe e Poli(e- Metopreno Controle da Gado
Hayes; 1983) caprolactona) artropodes
Tubos (Scaletta et Silicone Testosterona, Aumento dos niveis | Carneiro
al.; 1986) estradiol de esteroides no
sangue
Fibras, Syncro-Mate- | Hydron® (hidrogel, Norgesterona Sincronizagéo do Gado
B® (Mares; 1978) HEMA) cio
Fibras (Kent et al., | Colesterol/PEG/Es | LHRH analogos Sincronizagao do Gado
1980) tearato de Mg cio
Fibras (Rankin; 1986) Silicone Agente Prevencéo de Gado
antibacteriano mastites
Fibras, Compudose® Silicone 17 B-estradiol Auxiliar no Gado
(Hsieh et al.; 1984) crescimento
Fibras, Synovex S®, | - Benzoato Auxiliar no Gado
H® e C® (Cardinal, estradiol, crescimento
1985) progesterona,
testosterona
Fibras, Ralgro® | ~  ------ Hormaonio Auxiliar no Gado
(Cardinal, 1985) sintético crescimento
(Zeranol®)
Fibras (Dunn et al.; | Policaprolactona, Esteroides Sincronizagéo do Gado
1985) polietileno e cio
polipropileno
Comprimidos (Miller Polipropileno Ivermectinas Controle de pestes | Animais
et al.; 1981) domésti
cos
Comprimidos (Jaffe Poli(d,l-acido Metopreno Controle de larvas Gado
et al.; 1978) lactideo) (Altosid®) de insetos
Comprimidos (Jaffe | Vicryl® (lactideo- Metopreno Controle de Gado
et al.; 1980) co-glicolideo) (Altosid®) Al3- artropodes
36206
Microesferas (Jaffe et Poli(d,l-acido Metopreno Controle de larvas Gado
al.; 1978) lactideo) de inseto
Microesferas Policaprolactona MgO, Mg Tratamento de Gado
(Gardner et al.; 1983) poliol hipomagnesia
Microcépsulas d,l-polilactideo MgO, Mg Tratamento de Gado
(Gardner et al.; 1983) hipomagnesia
Microcapsulas (Nebel | Alginato de sodio | Espermatozoide | Aumentar as taxas | Gado
et al.; 1986) bovino de concepcéo
Microc4psulas Poli(d,l-lactideo- GnRH Controle da Eguas/
(Kessler et al.; 1986) co-glicolideo) ovulacdo Gado
Eritrocitos fantasmas | Células vermelhas Metotrexato Alvo para células Cées
(DeLoach et al; naturais do sangue Kupffer do figado
1984)
Prodrogas (Cardinal; Esteres de d- Contracepgéo Cées
1985) Norgesterol

® produtos disponiveis comercialmente.
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3.7- Comportamento térmico dos sistemas de liberagédo controlada

O comportamento das matrizes empregadas na liberagcdo controlada de
cargas estad intimamente relacionado com suas propriedades térmicas e de
transporte. Assim o processo utilizado para obter as microcdpsulas pode modificar a
microestrutura e morfologia do polimero empregado na matriz, considerando o
método de preparacdo e a interacdo com a carga. Estas modificacbes poderao
refletir-se entre outras coisas também nas propriedades mecéanicas, importantes na
estocagem das microcapsulas.

Estas transformagdes terdo consequéncias diretas na Ty e na cristalizagéo do
polimero. O problema torna-se ainda mais complexo quando uma carga ativa esta
encapsulada na matriz polimérica. Dependendo da técnica de encapsulamento a
droga estara dissolvida ou fisicamente dispersa na matriz. Se a droga encontra-se
inicialmente dispersa na matriz e permanece nesta forma, a situacao € bastante
simples: a carga ativa estara fisicamente suspensa na matriz polimérica. No entanto,
se a carga ativa estd inicialmente dissolvida poderéo ocorrer trés coisas:

a) a carga ativa pode dissolver-se na matriz, levando a uma solugéo sélida

b) a carga ativa pode permanecer com suas moléculas dispersas no polimero, com
interacOes fracas entre as moléculas da carga ativa e as cadeias poliméricas,
gerando um estado estavel

C) a carga ativa pode cristalizar durante a preparacdo das microcapsulas (ficando
na forma uma disperséo cristalina fisicamente espalhada pela matriz polimérica)

Estes trés estados possuem diferencas na estabilidade durante a estocagem
e nas caracteristicas de liberacdo da carga ativa (Dubernet, 1995). .

Em uma solugdo solida as moléculas da carga ativa e o polimero
desenvolvem fortes interagdbes entre si, levando a plastificagédo do polimero. Como
consequéncia tém-se a diminui¢do da Ty e a auséncia de um pico de fuséo referente
a carga ativa. No caso b a droga permanece no estado molecular, devido apenas a
elevada viscosidade do meio a difusdo da carga ativa é inibida, ndo ocorrendo sua
cristalizagdo. Em um caso ideal, as moléculas da carga ativa e as cadeias
poliméricas ndo interagem entre si, conservando-se deste modo as caracteristicas
do polimero (Tg).

A analise térmica é portanto uma poderosa ferramenta na investigacdo das

propriedades térmicas das matrizes poliméricas e da natureza da dispersao da carga
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ativa nas microcapsulas. Entretanto, ela também pode ser utilizada na determinacéo
da solubilidade da carga ativa na matriz polimérica. Para realizar este estudo
microcapsulas com diferentes quantidades da carga ativa incorporada devem ser
preparadas e o seu calor de fuséo deve ser medido por DSC. Os valores obtidos sédo
plotados contra a taxa de encapsulamento. A concentragdo da carga ativa
correspondendo ao valor zero do calor de fusdo (auséncia de cristais) deve
corresponder a solubilidade da droga. No entanto, deve ser enfatizado que esta
solubilidade € determinada no ponto de fusdo da carga ativa, logo este valor pode
diferir um pouco na temperatura ambiente (Theeuwes et al., 1974).

O problema da determinacdo da solubilidade da carga ativa torna-se ainda
mais complicado quando a carga ativa funde a uma temperatura superior a
temperatura de fusdo do polimero. Em tais casos, mede-se a solubilidade da carga
ativa no polimero fundido na temperatura de fusao (bem diferente da solubilidade da
droga no polimero solido a temperatura ambiente). Este é o caso de microesferas de
P(HB-HV) carregadas com progesterona. O copolimero funde a 124°C,
apresentando um largo pico endotérmico. A progesterona funde a 130°C (forma o)
ou 121°C (forma B), podendo sobrepor-se ao pico de fusdo do polimero. Os
polimeros carregados com 5 ou 10% de carga ativa apresentaram estas na forma de
cristais, mas nenhum pico de fuséo referente a ela foi detectado. Entretanto, para um
carregamento de 30%, um pico correspondente a fusdo da progesterona pode ser
observado. Nesta concentracdo, a solubilidade da droga no polimero fundido pode
ser ultrapassada. Nao é possivel portanto determinar com preciséo a solubilidade da
droga no polimero sélido, embora ndo seja zero no caso de progesterona e P(HB-
HV) como estimada pela diminuicdo da temperatura de fusdo do polimero (Gangrade
e Price; 1991).

3.8- Aplicacfes das microcdpsulas como sistemas de liberagdo controlada
Na odontologia

Como o uso de antibidticos pode causar diversos efeitos colaterais
(sensibilidade, bactérias resistentes, super-infeccbes) a administracdo local de

antibioticos tém recebido consideravel atencdo. Colocando-se a tetraciclina

diretamente nas bolsas periodontais evita-se complicacdes observadas em estudos
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prévios. A aplicacdo local de tetraciclina tém sido realizada utilizando sistemas
transportadores, tais como, fitas acrilicas, fibras géis, entre outros. Sistemas de
liberacdo de drogas, utilizando sdélidos ndo degradaveis requerem a remocéao clinica
do transportador podendo ocorrer uma re-infeccéo ao final do tratamento. Portanto
estudos mais recentes tém focado a administracdo local da droga utilizando
transportadores (ou bases, suportes) biodegradaveis.

Sendil et al (1999) relatam em seu trabalho que € possivel construir sistemas
de liberacdo controlada de tetraciclina, utilizando polimeros biodegradaveis, tais
como microcapsulas de polihidroxibutirato-co-valerato (PHBYV), colocando-as
diretamente nas bolsas periodontais, evitando problemas de transporte, metabolismo

e distribuicdo e eliminando a necessidade de remocao.

Na veterinaria

A liberacdo controlada de drogas tem uma ampla faixa de aplicacdes na
terapéutica veterinaria e no controle de parasitas nos animais. Devido a variacdes
na fisiologia digestiva das espécies e na taxa de biotransformacao de drogas lipidio-
soluveis, cada produto deve ser designado especificamente para o tratamento de
cada espécie. Em animais que serdo consumidos pelo ser humano a frequéncia de
administracdo da droga e a auséncia de retencdo desta em tecidos séo
caracteristicas imprescindiveis (Baggot, 1988).

A maioria dos produtos nesta area disponivel no mercado séo para:

e prevencao e controle de doencas pela liberacdo de antibidticos e agentes anti-
parasita

e promocdao do crescimento pela administracdo de anti-helminticos, bactericidas ou
hormonios

e sincronizagdo do cio através de horménios (progesterona)

e suplementacédo alimentar utilizando elementos tracos

e controle da fertilidade em animais domésticos (Carter et al, 1988).

IndUstria de cosméticos

A tecnologia de microencapsulamento pode ser utilizada para preservar

compostos volateis em diversos produtos aumentando sua durabilidade. O produto



46

preserva por mais tempo seu cheiro e textura pois evita-se o contato dos compostos
volateis com os demais componentes da formula. As microcipsulas produzidas com

esta finalidade podem ser obtidas pela técnica de Spray Drying (R&, 2000).

IndUstria de alimentos

As microcapsulas apresentam uma importante utilizacdo em comidas
congeladas. Neste produto, um corante latente na agua € encapsulado e as
capsulas colocadas em uma fita. Esta fita indicadora € aderida em embalagens
antes destas serem congeladas. Os envoltérios das microcapsulas quebram quando
congeladas mas o corante congelado permanece no envoltério até ser derretido. No
derretimento, o corante flui para fora dando uma coloracdo Obvia que indica o
descongelamento do produto.

O encapsulamento de sabores apresentam uma série de vantagens:
protecdo contra oxidacdo e evaporacdo, permite que sabores liquidos sejam
apresentados agradavelmente ou com sabor suave, liberando-os somente quando
desejados. Esta liberacdo pode ser feita por mastigagdo, aquecimento ou
dissolucéo. Alimentos congelados oferecem um largo potencial onde temperos ou
sabores, os quais oxidam ou evaporam até mesmo guando congelados, podem ser

protegidos até seu aquecimento (Sudekum).

Na medicina

Polimeros biodegradaveis, tais como o &cido polildtico (PLA) e o
polihidroxibutirato e mais recentemente os policarbonatos tém sido estudados como
possiveis materiais para formulacdes de liberacdo controlada. Entre as aplicacdes
reportadas para estes polimeros encontram-se o controle de fertilidade,
quimioterapia e anestésicos locais. As formulacdes baseadas nestes polimeros
encontram-se principalmente na forma de implantes, microparticulas injetaveis,
microesferas e nanoparticulas.

Borchardt et al. (1994), estudaram a passagem de polisorbato-80 através de
uma membrana biologica (do cérebro) e observaram que sua passagem através

desta € mais efetiva quando esta droga esta encapsulada em nanoparticulas de
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polimetilmetacrilato (PMMA) em comparagdo com a administracdo da droga livre.

Segundo Alyautdin et al (1995), isto pode ser explicado por dois mecanismos:

a) ligacdo das nanoparticulas ao revestimento endotelial interno dos capilares
cerebrais, deste modo as particulas da droga se comunicam ao cérebro e
através de um alto gradiente de concentracdo, aumenta-se a difusdo passiva,;

b) reconhecimento do endotélio cerebral por fagocitose.

Na Figura 5 é apresentada uma representacdo esquematica deste fenémenao.

Droga Livre

(A)

Figura 5: Esquema da passagem do polisorbato-80 livre (A) e encapsulado (B)

através de uma membrana biolégica, Alyautdin et al (1995).

3.9- Potencialidade dos PHAs como matrizes na liberagcdo controlada de

agentes ativos

A potencialidade dos PHAs como matrizes para liberagdo controlada de
agentes ativos tem sido estudada por diversos autores.

Bissery et al. (1984) estudaram a liberagdo in vitro e in vivo de lomustine
(CCNU), um agente utilizado no combate ao cancer, a partir de microcapsulas de
PHB e de PLA. Eles injetaram intravenosamente microesferas marcadas com **C e
observaram que estas se acumulam principalmente nos pulmdes, bacos e figados 7
dias apos a injecado. As microcapsulas de PHB obtidas por evaporacdo do solvente

apresentaram-se como uma mistura de particulas individuais variando entre 1 e
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12um de diametro e agregados consistindo de particulas pequenas que ndo podem
ser separadas.

As microcapsulas de PHB apresentam uma taxa de liberacdo de lomustine
mais rapida, com uma completa liberacdo apos 24h, enquanto o PLA liberou cerca
de 70% apos 90h. Em outro artigo os autores relatam que a liberagcdo completa da
do agente ativo pelo PLA ocorre apos 7 dias. Com base na distribuicdo nos tecidos
0s autores avaliaram o uso de PLA e PHB em carcinomas de Lewis em pulmdes de
ratos, encontrando um efeito pequeno utilizando-se microcdpsulas de PHB
carregadas com lomustine e que as microcapsulas de PLA carregadas com a droga
pode aumentar a sobrevivéncia ao carcinoma nos pulmdes.de ratos.

Brophy e Deasy (1986) estudaram a taxa de liberacdo in vitro e in vivo de
sulfametizol por microcapsulas de PHB obtidas por evaporacdo do solvente, com
morfologia irregular e com diferentes faixas de tamanho de particula. A taxa de
liberacdo in vivo foi estudada a partir de microparticulas administradas por via oral
em 6 cachorros machos pesando entre 20 e 30Kg e o estudo in vitro foi realizado
utilizando-se um aparelho de dissolucéo USP (United States Pharmacopeia).

Os autores observaram que um aumento no peso molecular do polimero
levou a um aumento na taxa de liberacdo do sulfametizol, que foi atribuida a uma
distribuicdo desigual da droga, que pode ser mais pronunciada em polimeros de
elevado peso molecular. A taxa de liberacdo pode ser diminuida aumentando-se o
tamanho das microcépsulas, diminuindo o carregamento da droga ou usando um
copolimero (PHB-HV) ao invés do homopolimero PHB.

Na Figura 6 é apresentado um grafico mostrando o perfil de liberacao in vitro
do sulfametizol obtidos pelos autores para microcapsulas de diferentes tamanhos.
Pode-se observar que apos 30min as microcapsulas de menor tamanho (53-150um)
liberaram cerca de 90% de sulfametizol, enquanto as microcapulas de maior
tamanho (425-600um e 1180-2000um) liberaram aproximadamente 40 e 20%

respectivamente, neste mesmo tempo.
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Figura 6: Taxa de liberacdo in vitro do sulfametizol por microcdpsulas de PHB com
diferentes diametros: 1180-2000um, m 425-600um e A 53-150um, obtidos por
Brophy e Deasy (1986).

As matrizes de PHB podem ainda ser usadas na liberacdo de peptideos.
McLeod et al. (1988) estudaram a eficacia de implantes de PHB na liberacédo de
niveis baixos de LHRH administrados subcutaneamente, para estimular a secrecao
de LH, promover o crescimento do foliculo pré-ovulatério e induzir a ovulagcdo em
ovelhas. Os implantes de PHB revelaram-se mais eficazes (em comparacdo a
injecbes de depositos a base de 6leo) na liberacdo prolongada do horménio por 2-4
dias, sendo adequado para causar a ovulacdo em ovelhas. Foi obtido 94% de
sucesso utilizando dois implantes de PHB/LHRH por animal.

Koosha et al. (1987) prepararam nanoparticulas (170-210nm) de PHB pela
técnica de emulsédo a alta pressdo e Akhtar et al. (1991) obtiveram microparticulas
de PHB (20-40um) atraveés da técnica de "Spray Drying". Estes autores observaram
uma liberagéo relativamente rapida de prednisolona ou vermelho metil, uma droga
modelo, a partir das microparticulas de PHB. A liberacdo completa ocorreu apos
cerca de 48h.

Na Figura 7 é apresentado o perfil de liberacdo in vitro da prednisolona a
partir de paticulas de PHB obtido por Koosha et al. (1989). Os autores obtiveram um
efeito "burst”" no inicio da liberagdo, devido a liberagédo da prednisolona contida na

superficie da matriz portadora, em seguida a liberacao torna-se mais lenta, pois a



50

liberagdo da carga ativa contida no volume da matriz portadora necessita de um

tempo maior.
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Figura 7: Perfis de liberacdo in vitro de prednisolona a partir de particulas de PHB,
em diferentes proporc¢des droga/polimero: : (H) 1:1, (1) 1:2, (@) 1:4, (O) 1.6 e (A)
1:8, (Koosha et al., 1989).
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Deasy et al. (1989) investigaram a utilizacdo de compressas frias de PHB
contendo tetraciclina e metronidazol dispersada fisicamente no tratamento de
periodontite humana. O estudo foi realizado com 12 voluntarios aplicando uma
compressa compactada de 7.5 mm de didametro contendo 50% de tetraciclina
aplicada no dente molar superior. Observou-se que foram encontrados niveis
terapéuticos do antibiotico na saliva no decorrer do periodo em estudo (10 dias).
Todos os pacientes mostraram melhora clinica, porém esta melhora ndo se manteve
apos a remocao da compressa. O estudo da liberacéo in vitro foi realizado utilizando-
se uma solucdo imitando saliva e mostrou que a taxa de liberacdo independe da
pressdo de compactacado na faixa de 106-318Kg/cm?.

A diminuicdo no peso molecular do PHB ou a alteracdo para PLA levam a
uma diminuicdo da taxa de liberagdo da tetraciclina e um aumento na quantidade de
HV nos copolimeros P(HB-HV) tendem a aumentar a liberacao inicial da droga. Este
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fato pode ser atribuido a maior facilidade de difusdo da droga através de
copolimeros .

Gangrade e Pricet (1991) estudaram a preparacdo, morfologia e as
propriedades de liberagcdo da progesterona por microcapsulas de P(HB-HV). Eles
obtiveram microcapsulas esféricas, muito porosas e com superficies irregulares
utilizando cloroférmio como solvente pelo método de evaporagéo de solvente a partir
de uma emulséo, quando utilizaram o cloreto de metileno como solvente ao autores
obtiveram microcépsulas de superficie mais regular, em ambos os casos o tamanho
das microparticulas foi de cerca de 15um. Através de cromatografia gasosa foi
observado que as microcapsulas aquecidas a 40°C durante 30 minutos n&o
apresentaram residuos do solvente.

A Figura 8 apresenta os perfis de liberagcdo de progesterona apresentados
para diferentes quantidades de HV, obtidos in vitro utilizando um aparelho de
dissolucdo USP XXI. A liberacdo de progesterona ocorreu mais rapidamente nas
microcapsulas de PHB e de P(HB-24HV) do que nas microcapsulas de P(HB-9HV).
Os autores atribuiram este fato a diferenca de porosidade das matrizes poliméricas
formadas durante a evaporacdo do solvente, sendo a matriz P(HB-9HV) a que
apresentou menor porosidade. Na Figura 9 é apresentado o perfil de liberacdo da
progesterona por microcapsulas de P(HB-24HV) contendo diferentes quantidades de
droga encapsulada até a droga livre. Pode-se observar que a droga nao
encapsulada dissolve-se completamente no meio de dissolucdo com a metade do

tempo necessario para a droga encapsulada na matriz polimérica.
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Figura 8: Fracdo de progesterona liberada em funcdo do tempo para estudos
in vitro: (O) PHB, (A) P(HB-9HV) e (1) P(HB-24HV), Gangrade e Pricet, (1991).
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Figura 9: Perfil de liberacdo de progesterona a partir de microcapsulas de P(HB-
24HV) contendo diferentes carregamentos da droga: (O) 2%, (A) 5%, (7)) 7%, (V)
10%, (¢) 15% e (M) droga pura.

A morfologia e as propriedades de liberacdo dependeram do emulsificante, do

solvente, composicéo do polimero, temperatura de preparacdo e da concentracdo da
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solucdo polimérica. Os autores concluiram que microcapsulas de P(HB-HV) podem
ser potencialmente utilizadas na liberagcéo controlada de progesterona via parenteral.
As microcapsulas de tamanho adequado podem ser suspensas em um veiculo
adequado e injetadas sub-cutaneamente, intra-muscularmente ou localmente no
sitio de acao.

Diferencas morfolégicas em microesferas de PHB e copolimeros foram
analisadas por Embleton et al. (1992, 1993). Os pesquisadores encontraram que
polimeros de pesos moleculares mais elevados utilizando o método de dupla
emulsdo produzem microesferas mais uniformes. Eles observaram que particulas
contendo policaprolactona (PCL) apresentam maior porosidade para percentagens
até de 50% de PCL, a porosidade diminui para quantidades maiores. A 80% de PCL
obtém-se particulas ndo porosas e muito suaves.

Juni et al. (1987-1992) tém estudado a taxa de liberacdo de agentes anti-
cancerigenos, entre eles, a aclarubicin, doxorubicin, bleomycin e 5-fluorouracil a
partir de microcapsulas de PHB. Eles observaram que a liberacdo dos agentes anti-
cancerigenos pelo PHB ocorre vagarosamente, ao contrario do que encontrado por
Brophy e Deasy (1986). A baixa taxa de liberagdo pode ser atribuida ao maior
tamanho das particulas obtidas e a natureza da droga. A taxa de liberacao da droga
pode ser aumentada pela incorporacdo de ésteres etilicos ou butilicos de acidos
graxos com mais de 10 ou 12 carbonos, nas microcapsulas de PHB.

A cristalinidade das microcépsulas carregadas com a droga néao foi afetada
significativamente pela inclusdo de aditivos, e em um estudo do mecanismo
envolvido no aumento da liberacdo eles sugerem que ela ocorre através da difusédo
em canais formados pelos acidos graxos na matriz de PHB. A influéncia da
guantidade de HV na eficiéncia do carregamento da droga pela matriz e
consequentemente na taxa de liberacdo da mesma € complexa e depende das
condicbes de processamento adotadas. Gursel e Hasirci (1995) relataram que a
liberacdo de dicloro-fluoresceina € menor para copolimeros, diminuindo com o
aumento da quantidade de HV, como observado para o P(HB-14HV), (Figuras 10-
12), porém Akhtar et al. (1991) declaram o oposto para a liberacdo de vermelho
metil. Materiais obtidos por técnicas de vaporizacdo do solvente apresentam um
comportamento muito diferente dos materiais produzidos por extrusdo de um fundido
ou compressao de um fundido. A explicacdo normalmente encontrada para este fato

esta na taxa de cristalizacédo do polimero e na morfologia obtida para cada técnica.
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Figura 10: Liberacdo de dicloro-fluoresceina a partir de microcapsulas de PHB com
diferentes carregamentos, polimero/droga : (0)1:1, (®) 1,5:1, (1)) 2:1, (W) 3:1,
(Gursel e Hasirci; 1995).
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Figura 11: Liberacao de dicloro-fluoresceina a partir de microcapsulas de P(HB-7HV)
com diferentes carregamentos, polimero/droga: (0)1:1, (@) 1,5:1, (7)) 2:1, (M) 3:1,
(Gursel e Hasirci; 1995).
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Figura 12: Liberacdo de dicloro-fluoresceina a partir de microcapsulas de P(HB-
14HV) com diferentes carregamentos, polimero/droga: (0)1:1, (@) 1,5:1, (17) 2:1, (H)
3:1, (Gursel e Hasirci; 1995).

Sa (2000), obteve microcapsulas de PHB carregadas com tionicotinamida
(TNA) pelas técnicas de emulsdo tamanho de 7-10um e de "Spray Drying" com
tamanho de 12-15um. as microcapsulas obtidas por "Spray Drying" apresentaram
uma membrana capsular densa que originou uma menor taxa de liberacdo em
relacdo nas microcapsulas obtidas por emulsdo, onde a membrana obtida foi porosa

e com existéncia de microcanais.

Em geral observa-se que:
- a taxa de liberacdo de cargas ativas cresce com a diminuicdo do tamanho das
microcapsulas,
- polimeros de maior massa molecular levam a maior uniformidade das
microcapsulas,
- microcapsulas mais porosas liberam a carga ativa mais rapidamente.
- tipos diferentes de carga ativa incorporada em um mesmo tipo de matriz

polimérica apresentam taxas de liberacao diferentes.
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3.10- A progesterona

A progesterona é uma droga lipofilica utilizada no controle do aborto natural e
na supressao ou sincronizacdo do periodo de copulagcdo. A progesterona torna-se
atrativa no controle da fertilidade devido a sua ocorréncia em altas concentracdes
sobre condi¢bes naturais sem nenhum efeito colateral conhecido. O uso oral de
progesterona ndo é adequado devido a esta ndo ser oralmente ativa exceto a
elevadas dosagens e ter um curto tempo de meia vida biologica. No entanto, o
emprego de sistemas de liberacdo controlada da droga possibilita o controle da
fertilidade.

Nos ultimos anos encontra-se na literatura varios estudos de sistemas
poliméricos de liberacdo controlada para utilizacdo no controle da fertilidade de
humanos e de animais. Encontram-se disponiveis dois produtos que alcangaram
utilizacéo clinica, o Progestasert ® e o Norplant ®. O primeiro € um dispositivo em
formato de T que prové uma liberacdo constante de progesterona através de uma
membrana de etileno-vinil acetato e o segundo € um dispositivo com base de
silicone para liberacdo de levonorgestrel. Estes dois polimeros ndo sé&o
biodegradaveis, o que torna necessario a remocdo destes dispositivos apds a
liberacdo de toda a droga.

Diversos polimeros biodegradaveis tém tido seus potenciais na utilizacdo em
sistemas de liberacdo controlada de horménios avaliados, tais como os acidos
polilacteos, acidos poliglicolicos, poli-e-caprolactona e os polihidroxialcanoatos(Latha
et al.; 2000).

Progesterona
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4- Materiais e métodos
4.1- Especificacdo dos reagentes

O poli(3-hidroxibutirato) é um poliéster semicristalino, biodegradavel e
biocompativel, utilizado como matriz polimérica na obtencdo de microcapsulas. Ele
apresenta uma Tg:ZOC e Tm=176-180°C. Utilizou-se 3 PHBs de pesos moleculares
diferentes: PHB(1) e PHB(2) cedidos pela PHB Industrial, e PHB(3) comprado da
Aldrich,

A progesterona € um hormonio utilizado na regularizacao do cio de éguas,
apresenta-se como um poé branco e de peso molecular de 314,5. Sua temperatura
de fusdo é de 130°C para a forma o e de 121°C para a forma p. Este horménio sera
a carga ativa encapsulada na matriz de PHB.

O cloroférmio € um solvente organico incolor e peso molecular de 119,38;
sera utilizado para dissolver o polimero e a carga ativa, na preparacdo da emulsao
de partida para obtencao das microcapsulas por "Spray Drying".

O Alcool isopropilico € um solvente orgéanico incolor de peso molecular 60,1,

utilizado como solvente da progesterona no estudo do perfil de liberacéo.
4.2- Especificacdo dos equipamentos
Mini Spray Dryer BUCHI B-191: preparacdo das microcapsulas.

Balanca Analitica METTLER TOLEDO, modelo AB54 (4 digitos)
Ultra centrifuga Hitachi modelo Himac CR21, 4000-20000rpm.

RN

Microscopio otico ZEISS Axioplan com camera CCD Hamamatsu C3077
acoplada, utilizado na medida do tamanho das microparticulas de

poliestireno.

\

ZEISS 692: Microscopio eletronico de varredura, utilizado para caracterizar a

morfologia das microcapsulas.

— ZEISS 900: Microscopio Eletronico de Transmissdo, utlizado para
caracterizar a morfologia interna das microcapsulas.

— Difratbmetro de raios-X URD65: medida da cristalinidade das microcapsulas.

— Espectrofotonetro UV-1601PC SHIMADZU: obtencéo dos perfis de liberacao

da carga ativa em fung&o do tempo
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— Bomba peristaltica Masterflex L/S™, Standard drive.
4.3- Preparacédo das microcapsulas de poliestireno e PHB

As microparticulas de poliestireno (PS) foram obtidas pela técnica de "Spray
Drying", variando-se os parametros do processo com o objetivo de determinar quais
parametros permitem obter capsulas de didmetro inferior a 5um, com uma faixa de
distribuicAo de tamanho estreita. Os parametros utilizados (Tabela 7) foram
selecionados com base nos resultados de tamanho de particula reportados por
diversos autores. Os parametros adotados foram selecionados de acordo com as
condi¢cBes do equipamento utilizado neste trabalho e a disponibilidade de material e
tempo. As microcapsulas de PHB/Progesterona a partir de com 3 PHBs diferentes,
foram obtidas pela mesma técnica. A concentracdo das solucbes foi de 1%plv,
devido a solubilidade do PHB em cloroférmio. A carga tedrica de progesterona
encapsulada foi de 20% p/p. A partir dos resultados obtidos para o poliestireno foram
escolhidos os parametros a serem utilizados preliminarmente para o PHB, utilizando
como fator de selegdo a obtencdo de microparticulas de tamanho médio até 5um,
fator limitante para a utilizacdo das microcapsulas na aplicacdo intra-venosa, de

interesse neste trabalho.



Tabela 7: Parametros utilizados na obtencdo de microparticulas de PS
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Amostra | Temperatura |Temperaturade| Fluxo Aspirador | Bomba
inicial (°C) saida (°C) (NL/h) (%) (mL/min)
A 56 47 600 85 5
B 56 47 600 95 5
C 56 44 600 75 10
D 56 43 600 85 10
E 56 46 600 95 10
F 56 44 600 75 15
G 56 44 600 85 15
H 56 45 600 95 15
I 56 46 650 75 5
J 56 45 650 85 5
K 56 46 650 95 5
L 56 45 650 75 10
M 56 44 650 85 10
N 56 43 650 95 10
@) 56 44 650 75 15
P 56 44 650 85 15
Q 56 44 650 95 15
R 56 45 700 75 5
S 56 45 700 85 5
T 56 46 700 95 5
U 56 46 700 75 10
\% 56 44 700 85 10
w 56 45 700 95 10
X 56 45 700 75 15
Y 56 45 700 85 15
V4 56 45 700 95 15
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Nas Figuras 13 e 14 sdo apresentados o esquema do principio funcional e do
fluxo do produto no "Spray Drying", modelo BUCHI B-191 com fluxo de ar
concorrente, disponivel no setor de Polimeros do Laboratério de materiais

Avancados do Centro de Ciéncia e Tecnologia da UENF.
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entrada na camara de secagem
4) Ciclone, separacao do produto
e da corrente de ar
5) Aspirador
6) Temperatura do ar na entrada
7) Temperatura do ar na saida
8) Vaso coletor do produto final
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6) Agulha de limpeza

Figura 14: Esquema do principio funcional da producédo do fluxo de um "Spray
Drying", modelo BUCHI B-191.
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4.4- Estudo da distribuicdo de tamanho de microparticulas de poliestireno

Com a finalidade de desaglomerar as microparticulas de poliestireno obtidas
em diferentes combinacfes de parametros, estas foram suspensas em 25mL de
metanol e duas gotas de Tween 20. A centrifugacao foi realizada com o objetivo de
separar em duas faixas de distribuicdo de tamanho de particula.

Cada amostra passou por duas etapas de centrifugacao:

- Centrifugacéo a 4000rpm, coletando-se a fragcdo sedimentada.
- Centrifugacdo a 18000rpm do sobrenadante da primeira centrifugacao, e nova
coleta da fragc&o precipitada.

As microparticulas foram aderidas em laminas de vidro, utilizando-se uma
solucéo de alcool polivinilico a 1%p/v, e observadas em microscopio éptico ZEISS,
acoplado a um microcomputador. O tamanho das particulas foi medido com o auxilio

do software AnalySIS.
4.5- Determinacédo do Peso Molecular do PHB

O peso molecular dos 3 diferentes PHBs utlizados foi medido por
viscosimetria utilizando um viscosimetro Ostwald. Partiu-se de 10 mL de solucdo na
concentracdo de 0,05g/mL, utilizando cloroférmio como solvente. As medidas foram
efetuadas a 20°C, cada medida foi repetida 12 vezes. Esse procedimento foi
repetido para 3 concentragdes: 0,045; 0,042 e 0,038g/mL. As constantes de Mark-
Houwink utilizadas no célculo do Peso Molecular foram 0=0,756 e k=1,51.10?mL/g

(Akhtar, 1991). O Peso Molecular foi obtido utilizando as seguintes relagdes:

Equacéo 17

onde:

nsp: Viscosidade especifica

t: tempo de escoamento da solugao polimérica
to: tempo de escoamento do solvente
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[77] =k.M* Equacéo 18

onde:

n: viscosidade intrinseca

k e a: constantes para um determinado par polimero-solvente a uma dada
temperatura.

M: Peso Molecular viscosimétrico.
4.6- Medida da cristalinidade das formulacdes PHB/Prog

A cristalinidade das microcdpsulas de PHB/Progesterona foi analisada
através de difracdo de raios-X com o objetivo de relacionar o valor desta com as
propriedades de transporte de massa. O grau de cristalinidade (Xc) foi calculado
mediante o ajuste do difratograma a funcdes gaussianas através do programa

Microcal Oringin 6.0 e utilizando a relagéo abaixo:

X = areatotal — areaamorfa
¢ areatotal
Onde a area da gaussiana refere-se a parte amorfa do sistema e o restante

a fase cristalina.
4.7- Estudo da morfologia e distribuic&do da carga ativa na matriz

Através de Microscopia Eletronica de Varredura foi feita a observagdo da
topografia das microcipsulas obtidas, que influe na taxa de liberacdo destas.

As amostras foram fixadas em uma fita de carbono dupla face, aderida em um
suporte metalico, e cobertas com um filme de ouro de cerca de 20nm de espessura,
pela técnica de "Sputtering".

A Microscopia Eletronica de Transmissao foi utilizada para observar a
morfologia interna das microcapsulas, com a finalidade de se analisar a porosidade das

mesma, um parametro que também tém influéncia na taxa de liberacdo da carga ativa.
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As amostras foram impregnadas em resina Epon e cortes da ordem de 70nm
foram obtidos com o auxilio de um Ultratrim. Estes cortes foram coletados em grades

de cobre e observados em Microscépio Eletrénico de Transmisséo a 50kV.

4.8- Estudo daincorporagéo da carga ativa

A carga efetiva de progesterona incorporada nas microcapsulas de PHB foi
determinada por Espectroscopia no ultravioleta. Foram dissolvidas 5mg de
microcapsulas em 40mL cloroférmio e a quantidade de progesterona presente foi
medida utilizando um Espectrofétometro UV-1601PC SHIMADZU. O branco utilizado foi
uma solucdo de PHB em cloroférmio na concentragdo de 0,1mg/mL. Esse
procedimento foi realizado para as microcapsulas obtidas dos 3 polimeros de diferentes

massas moleculares.

4.9- Estudo do perfil de liberacdo controlada

Para a obtencdo do perfil de liberacdo 15 mg de microcapsulas foram
submetidos a um fluxo constante com o auxilio de uma bomba peristaltica Masterflex
L/S™. Para dar suporte as microcapsulas utilizou-se uma membrana Fluoropore PTFE
de 1,04um de porosidade. A solucdo utilizada foi uma mistura de agua MilliQ e alcool
isopropilico na proporcéo de 65:35. Em intervalos regulares foi retirado 1mL da solugéo
e a quantidade de progesterona contida nestas aliquotas foi medida por Espectroscopia
ultravioleta, utilizando uma cubeta de quartzo e comprimento de onda de 247nm. Apés
cada retirada de amostra o volume foi completado com 1mL da solugdo pura. O volume
total utilizado foi de 19mL. Na Figura 15 ém apresentado um esquema ilustrativo do

sistema utilizado para a liberacao controlada da carga ativa.
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Fluxo da solugio

Membrana

Figura 15: Esquema ilustrativo do sistema utilizado para a liberacdo controlada da

carga ativa.
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5- Resultados

5.1- Ajuste dos parametros do "Spray Dryer"

Na Tabela 8 é apresentada a distribuicdo de tamanho das microparticulas de
PS obtidas utilizando-se diferentes parametros, pela técnica de "Spray Drying". Na
Figura 16 sdo apresentados os histogramas e micrografias correspondentes a
amostras que diferiram em apenas um dos parametros em relacdo a amostra que
apresentou o tamanho de microparticula na faixa adequada para a aplicacdo

desejada (menor que 5um).

Tabela 8: Distribuicdo de tamanho das microparticulas de PS obtidas por "Spray

Drying".

Diametro (um)

Amostra |[0al| 1a?2 2a3 3a4 4ab 5a6 6a’7 7a8 8a9 >9

A 0,00 | 8,72 | 24,42 | 24,42 | 16,86 | 10,47 | 6,98 4,07 3,49 | 0,58

0,00 | 29,57 | 47,31 | 16,67 4,84 0,54 0,00 1,08 0,00 | 0,00

0,00 | 827 | 30,08 | 31,20 | 19,17 | 9,02 1,88 0,38 0,00 | 0,00

0,00 | 0,00 4,62 20,00 | 36,15 | 20,77 | 7,69 4,62 3,85 | 231

0,00 | 0,85 5,93 33,90 | 27,12 | 16,95 | 9,32 1,69 3,33 | 0,85

0,00 | 1,41 | 1549 | 31,92 | 20,19 | 14,08 | 5,63 3,29 2,82 | 5,16

0,00 | 261 | 24,84 | 28,10 | 18,61 | 9,15 9,15 3,92 0,65 | 1,96

0,00 | 2,21 6,08 2597 | 2541 | 20,44 | 9,39 4,97 1,10 | 4,42

059 | 414 | 2899 | 3550 | 17,16 | 8,28 2,37 2,37 2,17 | 4,35

0,00 | 7,69 | 4208 | 31,22 | 10,41 | 7,24 0,90 0,45 0,00 | 0,00

0,50 | 28,36 | 38,81 | 20,90 6,97 1,00 2,49 1,00 0,00 | 0,00

191 | 21,02 | 36,31 | 28,03 | 10,19 | 2,55 0,00 0,00 0,00 | 0,00

0,68 | 29,25 | 36,05 | 17,01 6,80 8,16 1,36 0,68 0,00 | 0,00

0,00 | 0,00 5,06 30,90 | 26,97 | 25,28 | 6,74 1,69 0,56 | 2,81

0,00 | 18,94 | 37,88 | 26,52 8,33 3,79 3,03 1,52 0,00 | 0,00

0.00 | 10,10 | 34,85 | 30,30 | 10,10 | 7,58 2,02 2,53 0,51 | 2,02

0,00 | 1,45 | 16,67 3,16 16,67 | 11,59 | 9,42 6,52 2,17 | 4,35

0,00 | 13,45 | 30,41 | 30,99 | 14,62 | 5,85 3,51 1,17 0,00 | 0,00

0,00 | 49 | 27,47 | 30,77 | 20,33 | 10,99 | 2,75 2,75 0,00 | 0,00

0,00 | 893 | 41,67 | 28,57 | 1429 | 1,79 4,17 0,60 0,00 | 0,00

0,00 | 14,56 | 47,57 | 23,79 8,25 3,40 2,43 0,00 0,00 | 0,00

0,00 | 0,96 | 14,42 | 38,46 | 25,00 | 12,50 | 6,73 0,00 1,92 | 0,00

1,07 | 31,02 | 27,81 | 1444 8,56 9,09 3,21 2,67 0,53 | 1,60

0,00 | 27,92 | 40,91 | 18,83 8,44 3,90 0,00 0,00 0,00 | 0,00

0,57 | 9,77 | 36,21 | 36,78 | 10,92 | 4,02 1,15 0,57 0,00 | 0,00

N|<|X|S|<|C|Hd|w|DO|T|0|Z|Z|r | Rle|—|T|O|mm|o|0|m

0,00 | 0,00 4,62 17,69 | 26,92 | 20,77 | 16,92 | 5,38 538 | 231
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Figura 16: (a) Histogramas da distribuicdo de diametro das particulas de PS e (b)

micrografias obtidas por microscopia Optica, com aumento de 80x.
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Na Figura 17 apresenta-se o histograma e uma micrografia da amostra que

apresentou melhor resultado, ou seja, o tamanho das particulas variou entre 1-5um,

com a maior parte das microparticulas apresentando diametro entre 2 e 3um.

100

90 (a) Fluxo do spray: 600NL/min
T de entrada: 56°C

T de saida: 47°C

Bomba: 0,5mL/min
Aspirador: 95%

80 4
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304
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10 ~

1
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o

Figura 17: (a) Histograma da distribuicdo de diametro das particulas de PS e (b)

micrografia obtida por microscopia 6ptica, com aumento de 80x.

Observou-se que o tamanho das microparticulas tende a diminuir com o

aumento da aspiracao, diminuicdo do fluxo de gas e da bomba.

A partir dos resultados obtidos para as microparticulas de PS, foram adotados

preliminarmente os parametros utilizados na amostra B para a obtencdo das

microcapsulas de PHB/Progesterona, uma vez que estes parametros resultaram na

maior porcentagem de particulas de tamanho inferior a 5um. Na tabela 9 séo

apresentados os parametros selecionados.

Tabela 9: Parametros selecionados para a formulagcdo de microcapsulas de

PHB/Progesterona.
Temperatura de entrada (°C) 56
Temperatura de saida (°C) a7
Fluxo (NL/h) 600
Aspirador (%) 95
Bomba (mL/min) 0,5
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5.2- Formulacéo das microcpsulas de PHB/Progesterona

5.2.1- Peso Molecular da matriz portadora (PHB)

Na Figura 18 sdo apresentados os graficos utilizados no célculo do Peso
Molecular dos 3 PHBs. A viscosidade intrinseca ([n]) € obtida pela extrapolacédo dos
valores de viscosidade reduzida (nsp/C). Na tabela 10 sdo apresentados os valores
dos pesos moleculares dos diferentes PHBs, utilizando as equagbes 17 e 18 e os
obtidos por GPC.

Nsp = ( - to)/to Equacéo 17

[n] =k.M*  Equacao 18

6000 5000
@ 000 (®)
3000 4 3000 A
2000
1000 -
04
04
© © -1000
= 3000 4 = 2000
=3700
[n] -3000
-6000 - -4000
-5000 - [n=5000
-9000 4 -6000
T T T -7000 T T
0.00000 0.00002 0.00004 0.00006 0.00000 0.00002 0.00004 0.00006
Concentragédo Concentragédo
15000
(©
13500
12000 A
10500
9000
1
o 7500
o
= 6000
4500
3000
1500 - [1]=2410
0 T T
0.00000 0.00002 0.00004 0.00006
concentragao

Figura 18: Variacao da viscosidade reduzida com a concentracéo da solucéo de (a)
PHB(1) , (b) PHB(2) e (c) PHB(3).
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Tabela 10: Peso Molecular Viscosimétrico (M,).

Polimero My
PHB(1) 640.000
PHB(2) 887.000
PHB(3) 370.000

Segundo relatado por Brophy e Deasy (1986) a taxa de liberacdo da carga
ativa deve ser maior para as microcapsulas obtidas com polimeros de peso
molecular mais elevado, atribuida pelas autoras a uma distribuicdo mais desigual da
droga nos polimeros de maior peso molecular. Portanto, com os valores de Peso
Molecular obtido por viscosimetria, espera-se que as microcapsulas obtidas
utilizando o PHB(1) e (2) como matriz, liberem a carga ativa mais rapidamente que
as obtidas com o PHB(3).

5.2.2- Cristalinidade da matriz

Na Figura 19 ¢é apresentado o difratograma de raio-X obtido para as
microcapsulas de PHB(1)/Prog e na tabela 11 sdo apresentados o valor de
cristalinidade obtidos para os polimeros testados

A cristalinidade € um fator muito importante para sistemas de liberacéo
controlada, pois a difusdo da carga ativa ocorre somente na por¢cdo amorfa do
polimero. Deste modo uma maior cristalinidade resultard em uma maior dificuldade

de difusdo da carga ativa pelo efeito barreira gerado pelos cristalitos.
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Figura 19: Difratograma de Raio-X das microcapsulas de PHB(1)/Prog.

Tabela 11: Cristalinidade das microcapsulas de PHB/Prog.

Polimero My Cristalinidade (%)
PHB(1) 640.000 72
PHB(2) 887.000 72
PHB(3) 370.000 70
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Os trés PHBs estudados apresentaram valores de cristalinidade muito

proximos. Portanto, a cristalinidade ndo deve causar

taxa de liberacdo da carga ativa para os polimeros estudados.

5.2.3- Morfologia externa das microcapsulas de PHB/Prog

diferencgas significativas na

Na Figura 20 é apresentada uma micrografia para os diferentes PHBs

utilizados. As microcapsulas de PHB/Prog obtidas pela técnica de "Spray Drying"

apresentaram uma forte tendéncia a se aglomerarem devido a eletricidade estética e

a coalescerem durante a sua formac&do. A coalescéncia pode ser explicada pela
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presenca de cloroférmio residual nas microcapsulas apés passarem pelo ciclone. As
microcapsulas se unem em alguns pontos e permanecem assim ap0s a evaporagao
completa do solvente. Este resultado indica a necessidade de ajustar a relacéo

temperatura de saida/fluxo de gas.

\
8 y

x3000 1OV ey —— 15KV x3000 10mm———— 15KV 10mm
#102633 PHB1/PROG HELENA #102633 PHB2/PROG HELENA

x5000 T ma—1 15kU
#102639 PHB3/PROG HELENA

Figura 20: Micrografia (MEV) das microcapsulas de PHB/Prog : (a) PHB(1), 3000 x;
(b) PHB(2), 3000 x; (c) PHB(3), 5000x.

As Figuras de 22-24 apresentam micrografias obtidas em MEV para os 3 tipos
de PHB e na Figura 25 sao apresentados os histogramas da distribuicdo de diametro
das particulas. As microcapsulas apresentaram um tamanho de 1-5um, com um
namero ndo representativo de microcipsulas com cerca de cerca de 15um (Figuras
2la e 22a). O tamanho de particula obtido foi inferior ao de Sa (2000) para
microparticulas de PHB carregadas com tionicotinamida em sua tese de Mestrado
empregando a técnica de dupla emulsdo obteve microparticulas de 5-13um, com

uma distribuicdo mais larga de tamnho de particula. As microparticulas obtidas pela
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autora através da técnica de "Spray Drying" utilizando cloroférmio como solvente,
apresentaram tamanho de 8,5-15um e com 27% das particulas com um tamanho
superior a 15um, também com uma larga distribuicdo de particula. Comparando os
valores relatados por de S& com o0s obtidos neste trabalho observa-se que os
parametros escolhidos para obtencao das microcdpsulas foram adequados.

Nas Figuras 22b, 23b e 24, com os maiores aumentos é possivel observar
que a superficie das microcapsulas apresentam rugosidade, porém menos
pronunciada que as observadas em trabalhos apresentados por Gangrade e Pricet,
(1991). Esse fato pode ser explicar pelo método de obtencdo das microcapulas e
para os PHBs 1 e 2, isto pode se dever a presenca de cadeias menores que atuam
como plastificantes. Estes autores observaram ainda a presenca de cristais de
progesterona na superficie das microesferas de PHB quando a carga tedrica foi
superior a 5%, fato ndo observado para os sistemas estudados neste trabalho, com
uma carga tedrica de 20%.

De Sa (2000) obteve microparticulas por "Spray Drying" com uma superficie
de topografia mais irregular a observada neste trabalho, este fato parece ser devido
a caracteristica lipofobica da carga utilizada (tionicotinamida) pela autora enquanto

gue a progesterona é lipofilica.

CH,
H3C C—— S
H,C ) \\
| A NH,
=
N
0
@) (b)

Figura 21: Férmulas (a) da Progesterona e (b) da Tionicotinamida.



73

x3500 10vmr———— 15KV 9mm x10000 b=\ 15kV
#102633 PHB1/PROG HELENA #102633 PHB1/PROG HELENA

Figura 22: Micrografia (MEV) das microcapsulas de PHB(1)/Prog, (a)3500x e
(b)10000x.

x2000 20pm ———————————————————————— 15KV 10mm x10000 2pm——— 15KV ) 9mm
#102633 PHBZ2/PROG HELENA #102638° PHBZ2/PROG HELENA -

Figura 23: Micrografia (MEV) das microcapsulas de PHB(1)/Prog, (a)2000x e
(b)10000x.
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Micrografia (MEV) das microcapsulas de PHB(3)/Prog, (a)10000x e

Figura 25: Histogramas da distribuicdo de diametro das microcapsulas de

PHB/Progesterona.



75

5.2.3- Morfologia interna das microcapsulas de PHB/Prog

Nas figuras 26-28 sdo apresentadas as micrografias com cortes polares e
equatoriais das microcapsulas de PHB/Prog de diferentes tamanhos, obtidas em
Microscopio Eletrdnico de Transmissdo. Através destas micrografias pode-se
observar que as microcapsulas possuem em geral um nucleo central de
progesterona, envolvido por uma membrana de polihidroxibutirato. As microcapsulas
de PHB(1) e (3) possuem uma membrana mais densa do que a do PHB(2).
Entretanto, possivelmente parte da carga ativa esteja dispersa na membrana devido
seu carater lipofilico. Nas microcapsulas formuladas com PHB(1) e PHB(3) a
membrana obtida é densa. As microcipsulas obtidas a partir do PHB(2)
apresentaram parte da carga ativa dispersa formando pequenos agregados,

provavelmente ligados com a superficie (Figura 27b).

Figura 26: Micrografia Eletrénica de Transmissdao de um corte equatorial para uma

das microcapsulas de PHB(1)/Prog, 7000x.
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Figura 27: Micrografia Eletronica de Transmissdo de cortes transversais das
microcapsulas de PHB(2)/Prog, (a) cortes polares e equatorial de microcapsulas com

tamanhos diferentes 4400x e (b) corte polar e equatorial 12000x.

Figura 28: Micrografia Eletronica de Transmissdo de um corte equatorial das
microcapsulas de PHB(3)/Prog, 7000x.
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5.2.4- Carga efetiva contida nas microcapsulas de PHB/Prog.

Na Tabela 12 sdo apresentados os valores de carga efetiva incorporada
encontrados por espectroscopia UV. Em todos os sistemas PHB/Prog a carga ativa
foi encapsulada com uma elevada eficiéncia. Este fato deve-se ao carater lipofilico
da carga ativa, deste modo a progesterona ndo sofre rejeicdo pela matriz e é

encapsulada em um nucleo central e uma parte encontra-se dispersa na matriz.

Tabela 12: Porcentagem da carga ativa total que foi encapsulada e carga.

Sistema Porcentagem Carga efetiva (mgProg/gPHB)
PHB(1)/Prog 99 198
PHB(2)/Prog 96 192
PHB(3)/Prog 98 196

5.2.5- Perfil de liberacdo associado ao sistema PHB/Prog.

Na Figura 29 sdo apresentados os perfis de liberacdo para as microcapsulas
de PHB/Prog estudadas.
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Figura 29: Perfil de liberagdo das microcapsulas de PHB/Prog obtidas por Spray
Drying.
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Nos perfis de liberagcdo dos 3 diferentes PHBs (Figura 29) observa-se como
caracteristica geral a existéncia de um "burst" inicial, onde cerca de 18% da carga
ativa teorica é liberada nas primeiras 7h para o PHB(2) e o PHB(3), enquanto uma
porcentagem similar é liberada em apenas 2h pelo PHB(1). Isso indica que 18% da
carga ativa estava proxima a superficie das microcdpsulas, sendo liberada com
maior rapidez do que a carga contida no nacleo, pois esta deve primeiro dissolver-se
na matriz e entdo difundir até a superficie e ser liberada.

A presenca da carga ativa proxima a superficie pode ser devida ao a um
efeito de estocagem. Durante a estocagem a carga ativa dissolve-se na membrana
que envolve o nucleo até que esta fique saturada.

O "burst" mais pronunciado para o PHB(1) deve-se ao maior tempo de
estocagem destas microcéapsulas, que foram preparadas dias antes das outras.

Esse "burst" inicial € encontrado em diversas formulacdes reportadas na
literatura. Gangrade e Pricet (1991) observaram um "burst" com uma liberacdo de
cerca de 30% de progesterona a partir de microcapsulas de PHB, apo6s 1h de
liberacdo. Este "burst" mais elevado observado pelos autores deve-se a presenca de
cristais de progesterona na superficie das microcapsulas e a maior rugosidade
superficial destas, que leva a uma maior area superficial.

Para determinar a ordem da cinética de liberacdo da progesterona pelas
microcapsulas de PHB foi feita uma correlacdo entre a morfologia interna por MET e
modelo cinético que poderia ajustar-se a distribuicdo da carga ativa observada. E
importante observar que para sistemas de liberacdo controlada com morfologia
capsular e membrana ndo porosa a cinética de liberacdo mais encontrada é a de
ordem zero e para sistemas monoliticos a cinética caracteristica é a do tipo t*?
(Smith e Herbig;1992). Estes sdo casos extremos em que se tem uma morfologia
Unica e bem definida, no entanto podem existir casos em que além de um nucleo
central parte da droga esteja dispersa na membrana, dando lugar a uma cinética
mais complexa.

Foram analisados os ajustes dos dados experimentais considerando os
modelos cinéticos de perfis de liberagcdo que descrevem: cinética de ordem zero e
1/2

cinética t—< atendendo a morfologia observada (Figuras 30 e 31).

Para sistemas reservatérios:  dM/dt = kM" Equacéao 19



Integrando a equacéo 19:

Para sistemas de matriz: n=1/2

.

para n=0 (ordem zero) —» M; =kt + Mg

13
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Figura 30: Correlacéo linear para liberacdo de ordem zero para as microcapsulas de

PHB/Prog.
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Figura 31: Correlacao linear para liberacéo t

Na Tabela 13 s&o apresentados os valores do coeficiente de regressao linear,
desvio padrdo do ajuste para cinética de liberacdo de ordem zero efetuados para as
microcapsulas de PHB/Prog e taxa de liberacdo da progesterona na matriz. Esses

valores devem ser analisados para definir a cinética de liberacédo da carga ativa.

Tabela 13: Coeficiente de regressao linear (R), desvio padrao (S) do ajuste para
cinética de liberacdo de ordem zero efetuados para as microcapsulas de PHB/Prog e

taxa de liberagéo especifica da progesterona na matriz (Kprog)-

Matriz R S Kprog X 10° (h™)
PHB(1) 0,945 0,34 3,37
PHB(2) 0,944 0,46 2,82
PHB(3) 0,969 0,64 6,38

Devido aos trés ajustes efetuados apresentarem coeficientes de regressao
linear muito proximos n&o é possivel afirmar com que cinética as microcapsulas
liberam a carga apdés o "burst" inicial. Através das micrografias obtidas por
Microscopia Eletronica de Transmissdo, onde se observa uma morfologia em geral
capsular para os sitemas, podendo parte da carga ativa estar dispersa na

membrana, pode-se considerar a cinética de liberacdo como sendo principalmente
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de ordem zero. Desse modo a cinética de liberacdo pode ser descrita pela equacéo
20:
M; = kt + Mo.

Onde k é constante de liberacdo especifica da progesterona. O calculo da
taxa de liberacdo do sistema PHB/Prog para matrizes de massas moleculares
diferentes foi realizado através do ajuste ao modelo cinético de ordem zero, sendo
apresentados na Tabela 13. A constante de velocidade encontrada diminuiu com o
aumento do peso molecular do polimero. Isto acontece devido a diminuicdo do
volume livre com o0 aumento do peso molecular, conseqiientemente a mobilidade da
carga ativa na membrana decresce, dificultando sua difusao.

O valor encontrado para a taxa de liberac&o € inferior ao valor encontrado por
Gangrade e Price (1991) para a progesterona (k = 0,048 h™). Esse menor valor para
Korog €Sta relacionado com a morfologia interna e externa obtidas por simples
emulséo.

De Sa (2000), preparou microcapsulas de PHB/TNA utilizando as técnicas de
simples, dupla emulsédo e de "Spray Drying" e estudou a relacdo entre a morfologia e
a técnica de preparacdo empregada. As microcapsulas obtidas por "Spray Drying"
apresentaram um nucleo central da carga ativa envolvido por uma membrana densa,
nas técnicas de emulsdo, além de um ndcleo central, a autora observou a presenca
de microcanais para a simples emulsdo e de canais na dupla emulsdo. A autora
observou que as microcapsulas obtidas pelas técnicas de emulsdo apresentaram
rugosidade superior. Como consequéncia destas diferencas nas morfologias, as
microcapsulas obtidas pelas técnicas de emulsdo apresentaram uma taxa de
liberagdo superior, K=0,34h™ (simples emulsdo) e k=0,54h™ (dupla emulsdo) a
encontrada para as microcapsulas formuladas empregando a técnica de "Spray
Drying", k=0,12h™. Esses resultados comprovam a dependéncia da taxa de liberacéo
com a morfologia das microcapsulas, que depende da técnica de obtencéo

empregada.
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6- Conclusdes

e Com base no estudo realizado com o poliestireno, o conjunto de parametros que

levou a uma distribuicdo de tamanho de particula com o maximo de distribuicdo

foi:
-Temperatura de entrada (°C) 56
-Fluxo (NL/h) 600
-Aspirador (%) 95
-Bomba (mL/min) 0,5

e A progesterona apresenta um efeito plastificante na matriz o que modifica a

morfologia das microcapsulas.

e A taxa de liberacdo nao foi significantemente influenciada pelo Peso Molecular da
matriz no intervalo de 300000 a 800000.

e As microcapsulas obtidas a partir do PHB(1), PHB(2) e PHB(3) apresentam uma
cinética de liberacdo predominantemente de ordem zero, caracteristica de sua

morfologia capsular.

e O nivel de liberacdo relativamente baixo atingido nas primeiras 70h indica a
necessidade de modificar a matriz através da formulacdo de blendas com PHB
que sejam menos hidrofébicas, as quais possam facilitar o transporte da carga

ativa até o meio de liberacao.
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