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RESUMO

Neste estudo foi proposta a utilizagdo do processo antissolvente supercritico
(SAS), no qual o gas carbonico foi selecionado como agente antissolvente, para a
obten¢ao de sistema de liberacao controlada de fArmaco. No delinecamento experimental
fatorial 3%, a propor¢io entre zidovudina e poli(L-4cido latico) (AZT:PLLA)
representou o fator X, e as condi¢gdes de temperatura e pressdo representou o fator Xo,
sendo ambos variaveis independentes; o rendimento do processo e a morfologia
macroscopica das particulas representaram as varidveis dependentes. No presente
estudo, as varidveis dependentes determinaram os produtos dos lotes que foram
selecionados para a caracterizagdo do estado solido, teor de AZT, tipo e cinética de
liberacao de AZT e permeacao intestinal de AZT. A caracterizagao do estado s6lido
utilizou as analises de dispersao de raios X (DRX), microscopia eletronica de varredura
(MEV), espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FITR) e
calorimetria exploratoria diferencial (DSC). O teor de AZT foi determinado por
metodologia analitica validada. O teste de dissolugao forneceu dados para as avaliagdes
da liberacao e da cinética de liberagao de AZT. O modelo de saco intestinal invertido de
rato foi adotado para o estudo ex vivo de permeagdo intestinal do AZT. Os lotes L3
(91,54 % de rendimento e amostra com aspecto uniforme), L5 e L9 (59,06 % e 51,50 %
de rendimento, respectivamente; ambos resultaram em amostra com aspecto nao
uniforme e solido filamentoso) resultantes do planejamento fatorial 3% foram
selecionados para os estudos analiticos. O lote L3 de propor¢ao AZT:PLLA (1:2, m/m)
resultou em rendimento de 91,54 % e teor de AZT 58,76 % elevados em comparagao
aos lotes produzidos e foi selecionado para o estudo de permeagdo intestinal. A
permeabilidade do AZT a partir do lote L3 (9,87 £ 0,47 %) foi maior em relacdo ao
AZT puro (3,84 = 0,45 %). O AZT permaneceu na forma cristalina e o PLLA
permaneceu na forma semicristalina, nos lotes L3, L5 e L9 produzidos pelo processo
SAS, quando avaliados pelo MEV, DRX, DSC e FTIR. Este estudo demonstrou que ¢
possivel utilizar o processo SAS na obtencdo de sistemas de liberagdo modificada para
farmacos pouco permedveis que devem ser, primariamente, absorvidos no estdmago e
no duodeno. Assim como, demostrou que uma dispersdo solida de AZT com PLLA
permite o controle da liberagdo do AZT por mecanismo de difusdo.

Palavras-chave: Tecnologia de fluido supercritico. Antissolvente supercritico.
Antirretrovirais. Zidovudina. PLLA.
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ABSTRACT

In this study we proposed the use of supercritical antisolvent process (SAS), in
which carbon dioxide was selected as antisolvent agent, to obtain drug controlled
release system. Factorial 3% experimental design use the of zidovudine and poly (L-lactic
acid) ratio (AZT:PLLA ) as X; factor, also the temperature and pressure conditions as X>
factor, both independent variables, the process yield and particles macroscopic
morphology represented the dependent variables. In this study, the dependent variables
determined the product that have been selected to solid state characterization, AZT
content, type, release kinetics, and intestinal permeation. Solid state characterization
used X-ray diffraction (XRD) analysis, scanning electron microscopy (SEM), infrared
spectroscopy with Fourier transform (FTIR), and differential scanning calorimetry
(DSC). The AZT content was determined by validated analytical methodology. The
dissolution test provided data for AZT release and release kinetics evaluation. The rat
everted gut sac model was take on for the ex vivo study of intestinal permeation of AZT.
The L3 (91.54 % yield and sample with uniform appearance), L5 and L9 lots (59.06 %
and 51.50 % yield , respectively , both of which resulted in samples with non-uniform
and solid filamentous appearance) resulting from factorial 3% planning were selected for
analytical studies. The L3batch ratio of AZT:PLLA (1:2, w/w) resulted in a high yield
0f 91.54 % and 58.76 % AZT content compared to batches produced, and was selected
for the study of intestinal permeation . The AZT permeability from L3 lot (9.87 +
0.47%) was higher than pure AZT (3.84 £ 0.45 %). AZT remained in crystalline form
and PLLA remained in semi - crystalline form, in lots L3, L5, and L9 produced by the
SAS process, when evaluated by SEM, XRD, DSC, and FTIR. This study demonstrated
that it is possible to use the SAS process to obtaining modified release systems for
poorly permeable drugs that should be primarily absorbed in the stomach and
duodenum. Well as, demonstrated that AZT solid dispersion with PLLA permits AZT

controlled release by diffusion mechanism.

Key-words: Supercritical fluid technology. Supercritical antisolvent. Antiretrovirals.

Zidovudine. PLLA.
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1 INTRODUCAO

As formas farmacéuticas convencionais t€m contribuido para melhorar a qualidade e a
expectativa de vida de portadores da infeccdo viral na imunodeficiéncia humana (Human
immunodeficiency virus, HIV), mas inumeros fatores, tais como disponibilidade baixa dos
famacos, meia bioldgica curta, efeitos adversos graves, entre outros, dificultam o melhor
aproveitamento do arsenal terapéutico disponivel (VON BRIESEN; RAMGE; KREUTER,
2000; OJEWOLE et al., 2008).

Embora novos farmacos estejam sendo testados para o tratamento da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), os resultados sd@o pouco expressivos quando comparados
aos ja existentes. Para fAirmacos atualmente utilizados como anti-HIV, varios sistemas de
liberagdo de farmacos tém sido desenvolvidos para melhorar a eficiéncia terapéutica. Entre
estes sistemas destacam-—se: nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas lipidicas solidas,
lipossomas, nanoemulsdes, dendrimeros, farmacos conjugados e microesferas ocas (LANAO;
BRIONES; COLINO, 2007; SHAHIWALA; AMIJI, 2007; GOVENDER et al., 2008;
OJEWOLE et al., 2008; MAINARDES et al., 2009; YOSHIDA et al., 2011).

A obtencdo de sistema solido em escala micro ou nanométrica, através de métodos
convencionais como co-precipitagdo, coacervagao e polimerizacdo por evaporagao de
solvente, usa grandes quantidades de solventes organicos e/ou tensoativos que, em geral, sao
poluentes e fisiologicamente toxicos (KAWASHIMA et al., 1989; BENITA; BARKAI;
PATHAK, 1990).

Os métodos, citados acima, para obtengao de particulas apresentam, comumente, taxa
de aprisionamento baixa de farmaco, dificuldades de escalonamento e na maioria das vezes
requerem o tratamento posterior das particulas para eliminagdo do solvente e/ou de impurezas.
Embora a industria farmacéutica demonstre interesse por tecnologias inovadoras, que
envolvam a producdao de micro e nanoparticulas, o descarte dos solventes limita a produgao
industrial e gera aumento de custos (PERRUT, 2000).

Assim, esforcos na busca de outras tecnologias que minimizem os problemas
relacionados a poluicdo, toxicidade e facilidade de producdo em escala tem sido objeto de
vérios estudos (LEE et al., 2005; JOSEPH; SHARMA, 2008; ZHANG; ULUDAG, 2009;
CATTANI et al., 2010; DAS NEVES et al, 2010; MACHIDA; TAKESUE; SMITH JR,
2011). Dentre os processos inovadores para a obtencao de sistemas de liberagdo de farmaco, a
tecnologia de fluido supercritico (FSC) tem lugar de destaque. As vantagens do processo de

FSC sdo a simplicidade das etapas de produgdo, o uso das propriedades fisico-quimicas dos
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compostos supercriticos, minimizag¢ao ou eliminacao do uso de solventes organicos e o uso de
intermedidrios ambientalmente aceitos (CHAN; KWOK, 2011). E, entre os FSC, o CO, ¢ o
mais utilizado em aplicagdes farmac€uticas, ndo apenas pelo custo, mas também pelas
condigdes supercriticas mais brandas, o que, por sua vez, possibilita o processamento de
farmacos e outras matérias-primas termolabeis (DESIMONE, 2002).

Este estudo teve como objetivo empregar o processo antissolvente supercritico, usando
CO; como fluido, para obtencgao de sistema de liberacdo controlado, biocompativel, contendo

zidovudina (AZT) e poli(L-acido latico) (PLLA).
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2 REVISAO DE LITERATURA

A abordagem realizada nesta pesquisa bibliografica teve como finalidade
contextualizar a sindrome da imunodeficiéncia adquirida e o principio das técnicas e
aplicagdo do fluido supercritico na tecnologia farmacéutica para o desenvolvimento de novos

sistemas de liberagdo de farmacos.

2.1 Tecnologia de Fluido Supercritico e suas aplicacoes farmacéuticas

Em 1822 o cientista francé€s Caignard de la Tour descobriu os fendmenos criticos
(BERCHE; HENKEL; KENNA, 2009) (a fase termodindmica nas condi¢des criticas de
temperatura e pressdo apresenta uma fenomenologia bem caracteristica que a torna Unica e
diferente das fases solida, liquida e gasosa) pela observacao da mineraliza¢ao natural.

A descoberta dos fendmenos criticos ¢ a base da tecnologia de fluido supercritico
(FSC). Embora o FSC seja conhecido desde o final do século XIX, o conceito basico de
expansao rapida de solucdes supercriticas (RESS) foi descrito pela primeira vez por Hannay e
Hogarth (HANNAY; HORGARTH, 1879), em um estudo da solubilidade de cloretos
metalicos em etanol supercritico para compreender a mineralizagao natural, observada por
Caignard de la Tour (BERCHE; HENKEL; KENNA, 2009), neste estudo os autores relataram
o grande poder de solvatagao dos FSC. Porém, foi Worthy (1981) que direcionou o estudo dos
FSC para otimizar a micromeritica de materiais organicos dificeis de cominuir.

Por mais de cem anos a ampla variedade de técnicas, a limitagdo dos equipamentos e
as condigdes especificas para alcangar o estado supercritico dificultaram o avango mais
acelerado das pesquisas cientificas nesta area (DESIMONE, 2002).

O conceito de tecnologia de FSC segundo Jung e Perrut (2001), foi melhor
compreendido e desenvolvido apods os trabalhos pioneiros de Krukonis (1984) e,
especialmente, pela divulgacdo das pesquisas do Instituto Battelle (SMITH; WASH, 1986;
PETERSEN, MATSON; SMITH, 1986; MATSON et al., 1987; MATSON; PETERSEN;
SMITH, 1987; SMITH; WASH, 1988) que descreveram e modelaram padrdo de fluxo e
processo de nucleacdo em condi¢des supercriticas. Desde entdo, muitos métodos utilizando
esta tecnologia tém sido publicados e patenteados (SMITH; WASH, 1986, 1988; CASTOR;
HONG, 1995; SUBRAMANIAM et al., 1998; ROUANET et al., 1999 ; SUBRAMANIAM et
al., 1999; GUPTA; CHATTOPADHYAY, 2003; SHEKUNOV; CHATTOPADHYAY;
SEITZINGER, 2008; WANG; PFEFFER; DAVE, 2009) para purificacdo, extracdo e

obtencao de particulas, entre outros.
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Um solvente supercritico ¢ aquele que a certa temperatura e pressdo nao se condensa
nem evapora, ou seja, existe como um fluido (YASUJI; TAKEUCHI; KAWASHIMA, 2008).
Isto acontece quando uma substancia ¢ elevada acima de seus pontos criticos de temperatura e
pressdo, ¢ passa para uma condicdo chamada de “o estado fluido supercritico”. Nestas
condigoes, as densidades do liquido e do vapor sdo idénticas, e por esta razdo o menisco, na
interface entre as duas fases, desaparece (MORIBE; TOZUKA; YAMAMOTO, 2008;
CHRASTIL, 1982).

Nas condicoes de FSC as substancias exibem propriedades fisicas que sdo
intermedidrias entre os gases e os liquidos das mesmas. Assim, a densidade de um FSC pode
ser alterada pela variagdo da pressao aplicada sobre o fluido. Quando o fluido ¢ comprimido a
altas temperaturas pode ter uma densidade que oscila entre aquelas exibidas pelos gases até
valores tipicos dos liquidos. Do mesmo modo, um FSC mantido a uma densidade
relativamente alta tem capacidade de dissolver uma variedade de materiais, exatamente como
fazem os liquidos convencionais, mas com o poder de penetragdo dos gases (MAUL, 1999;
CHAN; KWOK, 2011).

Entre as vantagens da tecnologia de FSC est4 o uso de intermediarios ambientalmente
mais aceitaveis, como didoxido de carbono (CO,) e dgua. O CO, ¢ o FSC mais utilizado em
aplicacdes farmacéuticas, ndo apenas pelo custo, mas também pelas condigdes supercriticas
mais brandas, o que, por sua vez, possibilita o processamento de farmacos e outras matérias-
primas termolabeis (DESIMONE, 2002).

O APENDICE A — Artigo de revisio preparado para ser submetido e avaliado para

publicagao cientifica — traz a revisdo completa do assunto deste topico.

2.1.1 Processo antissolvente supercritico (SAS)

O processo denominado SAS estd baseado na diminui¢do da poténcia solvente de um
solvente organico polar, no qual o ativo farmacéutico e/ou polimero ¢ dissolvido. Na
sequéncia, esta solugcdo saturada com o FSC provoca a precipitacdo e recristalizagdo do
substrato de interesse. Desta forma, o FSC ¢ utilizado para extrair o solvente desta solucao
(DE ZORDI et al., 2012; SHETH et al., 2012).

No processo SAS, o gés carbdnico supercritico (SC-CO;) pode ser usado como
antissolvente. A solu¢do, contendo os solutos, forma pequenas goticulas, produzidas por um
bocal através do qual a solucdo € pulverizada para um vaso mantido a pressdo superior a
70bar. Quando as gotas entram em contato com o SC-CO,, uma difusdo muito répida tem

lugar, incluindo a separagdo de fases e precipitacdo do soluto (CHONG et al., 2009).
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Na precipitagdo de particulas, a transferéncia de massa ocorre entre uma gota de
solvente organico e um antissolvente comprimido. Em condi¢des misciveis, acima do ponto
de mistura critica, ndo ha tensdo interfacial entre os dois fluidos (MONTES et al., 2011a).

O processo SAS ¢ facilmente escalonado e tem sido largamente estudado devido ao
seu potencial de produgdo de particulas micro e nanométricas, com controle do tamanho e da

morfologia de particulas (REVERCHON; ADAMI, 2006; SHARIATI; PETERS, 2003).

2.2 A sindrome da imunodeficiéncia adquirida e os antirretrovirais

A infec¢do pelo virus da imunodeficiéncia humana e sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (HIV/SIDA) tornou-se uma preocupacao global de satde, social e econémico (DAS
NEVES et al., 2010).

Segundo a UNAIDS (2010) em 2009, havia cerca de 2,6 milhdes de pessoas infectadas
com o HIV. Isto ¢ quase um quinto ou 19 % a menos dos 3,1 milhdes de pessoas infectadas
em 1999, e mais de um quinto ou 21 % menor do que o estimado (3,2 milhdes) em 1997, ano
em que atingiu um pico anual de novas infecgdes. Em 2007, foi estimado que o nimero total
de pessoas infectadas pelo HIV representou cerca de 33 milhdes (UNAIDS, 2008). Estes
nameros podem ser explicados pela expansdo do acesso a medicamentos antirretrovirais
(ARV) que ndo s6 aumenta a longevidade, mas também a qualidade de vida das pessoas
infectadas pelo HIV.

Apesar de sua importancia, a terapia ARV tem sido limitada por fatores, tais como
toxicidade, eficacia insuficiente e resisténcia aos farmacos. Paralelamente, propriedades
fisico-quimicas inadequadas da maioria desses farmacos ARV (como, por exemplo, baixa
solubilidade, permeabilidade e estabilidade) prejudicam a absorc¢do, biodistribui¢do e efeito
ARV sustentado, contribuindo assim para o baixo resultado clinico. Para resolver estes
problemas, diferentes sistemas de liberacdo e formas farmacéuticas tém sido propostos (VON
BRIESEN; RAMGE; KREUTER, 2000; ARAUJO et al., 2003; GOVENDER et al., 2008;
MAINARDES et al., 2009; DAS NEVES et al., 2010; YOSHIDA et al., 2011).

Junto ao tratamento baseado em diferentes categorias de fAirmacos anti-HIV a terapia
combinada ou terapia antirretroviral altamente ativa (HAART) foi uma grande revoluc¢do o
tratamento de pacientes com HIV (GUPTA; JAIN, 2010), porém a zidovudina (AZT)

continua sendo um importante constituinte da HAART.
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23 AZT

A zidovudina (AZT) foi o primeiro agente antirretroviral licenciado para o tratamento
da infeccdo por virus da imunodeficiéncia humana (HIV, sigla em inglés para human
immunodeficiency virus) (RACHLIS, 1990). Sua férmula molecular é C;oH;3N504; com uma
massa molecular de 267,24 g.mol'l; seus sinOonimos sdo azidotimidina e 3’-azido-2,3’-
didesoxitimidina e seu numero de CAS ¢ 30516-87-1. A matéria-prima deve conter, no
minimo, 97,0 % e, no maximo, 102,0 % de C;oH;3Ns04 (Figura 1), em relagdo a substancia
dessecada (BRASIL, 2010).

O AZT apresenta-se como po cristalino e acastanhado, apresenta polimorfismo, sendo
a forma 3’-azido-2,3’-didesoxitimidina a mais estavel e com temperatura de fusdao em torno
de 124 °C, ligeiramente solivel em agua, isto €, uma grama de AZT em 30 a 100 mL de agua
(BRASIL, 2010; FPORT, 2002) e solavel em alcool etilico (10 mg.mL™") (USP 31, 2008). O
AZT ¢ semelhante a timidina endogena, diferenciando apenas pela presenga de um grupo
azido (N3) no anel ribose (VEAL; BACK, 1995; AOKI, 1999; SOUZA; STORPIRTIS, 2004)
ao invés de hidroxila na posicao 3. O AZT apresenta valor de pH em solucao que varia de 3,5

a 5,5 epKaigual a 9,8 (MESPLET et al., 2001).

Figura 1: Formula estrutural da zidovudina.
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O AZT ¢ um analogo de nucleosideo que interfere com o ciclo replicativo do HIV de
tipo 1 (HIV-1) e ¢ convertido na sua forma monofosfato por timidina-quinase celular e
subsequentemente a sua forma ativa trifosfato por outras enzimas intracelulares.

A forma ativa trifosfato do AZT ¢ a que mais avidamente inibe a transcriptase reversa
do HIV-1, e assim inibe a ligacdo da enzima ao timidina-5'-trifosfato, impedindo a sintese de
DNA viral.

Quando forma ativa trifosfato do AZT ¢ incorporado no DNA viral, a substitui¢do 3’
no monofosfato de zidovudina impede ainda mais as ligacdes 5’ para 3’ fosfodiéster e inibe a
sintese da cadeia de DNA. O AZT inibe a replicagdo in vitro do HIV em concentragdes

inferiores a 0,1 pmol (RACHLIS, 1990).
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Quando Mitsuya e colaboradores (1985) escreveram a sua primeira comunicagao sobre
a atividade do AZT, dificilmente poderiam ter previsto a expansao e utiliza¢do desta classe de
farmaco como a conhecemos hoje. Desde 1985, um numero incontavel de nucleosideos e
analogos estruturalmente diferentes de nucleotideos, assim como seus pro-farmacos tém sido
sintetizados e testados para a atividade ARV (CIHLAR; ADRIAN; RAY, 2010). H4 quase
trés décadas atras, o AZT demonstrou de forma eficiente bloquear a replicacdo do HIV em
culturas celulares. Estudos posteriores demonstraram que AZT atua via inibigdo seletiva da
transcriptase reversa do HIV pelo seu metabolito trifosfato (CIHLAR; ADRIAN; RAY, 2010)
como descrito anteriormente.

Embora o AZT tenha provado ser um agente ARV clinicamente eficaz, o farmaco
apresenta toxicidade dose-dependente. Esta toxicidade levou a redugdes de dose, preservando
a eficdcia, mas com menos efeitos colaterais. Ainda assim, o AZT apresenta dose terapéutica
alta (GAVIN; SCOTT, 1992).

O AZT pode ser administrado por via parenteral e oral, sendo rapidamente absorvido
por via oral, apresentando pico de concentragdo no soro entre 30 a 90 min apds administragao,
tendo biodisponibilidade de apenas 60-70% e meia-vida biologica de 1 h, mas a meia-vida
intracelular do trifosfato ativo ¢ de 3 h (RACHLIS, 1990), o que significa que as
concentragoes intracelulares do farmaco declinam mais lentamente. Além disso, 0 AZT ¢ um
farmaco Classe 111, isto ¢, apresenta solubilidade alta e permeabilidade baixa - segundo o
Sistema de Classificacdo Biofarmacéutico proposto por Amidon e colaboradores (1995) -, e
demonstra alto metabolismo pré-sistémico pela glucuronidagdo hepatica e rapida excre¢ao na
urina (RACHLIS, 1990).

Todas essas caracteristicas do AZT, apresentadas acima, culminam na necessidade de
dose alta por via oral, quando o sistema ¢ de liberacdo imediata (isto ¢, liberam 80 % do
farmaco em 30 min ou menos), para alcangar uma acao terapéutica desejada, o que o torna um
bom candidato a farmaco para sistemas de liberagdo controlada de farmaco.

Neste trabalho, além de desenvolver e avaliar um sistema de libera¢ao controlada de
AZT foi selecionado um polimero com caracteristica de ndo-toxicidade, biodegradabilidade e

biocompatividade para o organismo humano.

24 PLLA

Os poliésteres alifaticos constituem um grupo de homopolimeros ou copolimeros
sintetizados, ndo toéxicos, biodegradaveis e biocompativeis. Em meio aquoso sofrem

degradagdo hidrolitica em 4cidos hidroxicarboxilicos ndo toéxicos, por meio de clivagem de
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ligacdes éster. Os poliésteres alifaticos sdo eventualmente metabolizados a didxido de
carbono e agua, através do ciclo do acido citrico, sendo assim considerados materiais seguros
e biodegradaveis (CHU; CAMPBELL, 1982; ROWE; SHESKEY; WELLER, 2009).

Os poliésteres alifaticos sao utilizados principalmente como polimeros biocompativeis
e biodegradaveis para formulacao de sistemas de liberagdo de farmacos implantaveis (incluem
varetas, cilindros, tubos, peliculas, fibras, granulos e esferas) e injetaveis (incluem
microcapsulas, microesferas e nanoparticulas) para uso humano e veterinario. A razao de
biodegradagdo e as caracteristicas de liberacao do farmaco a partir desses sistemas formulados
com os poliésteres alifaticos podem ser controladas por alteracdo das propriedades fisico-
quimicas dos polimeros, tais como cristalinidade, hidrofobicidade, estereoquimica de
monomero, razao de copolimero e massa molecular do polimero (ROWE; SHESKEY;
WELLER, 2009, p. 63-68).

O poli(L-4cido latico) (PLLA) € um poliéster alifatico e degrada-se em acido L-latico,
um produto metabdlico natural. O PLLA ¢ um polimero semicristalino, isto ¢, polimero
formado por regides amorfa e cristalina, sendo que a regido amorfa € aquela caracterizada por
completa desordem de moléculas, ao contrario das regides cristalinas, em que os segmentos
de cadeias moleculares estao estendidos, arranjados de uma maneira ordenada formando um
empacotamento regular, chamado cristalito amorfo com residuos cristalinos.

O ponto de fusao do PLLA ¢ alcangado no intervalo de 175~185 °C, sendo a
temperatura de transi¢ao vitrea (7g) no intervalo de 60~65 °C e massa molecular no intervalo

de 5.000~700.000 (PIEMONTE; GIRONI, 2013).

2.5 Gas carbonico supercritico

O gas carbonico (COy) ¢ o FSC mais utilizado em aplicacdes farmacéuticas, ndo
apenas pelo custo, mas também pelas condi¢des supercriticas mais brandas, o que, por sua
vez, possibilita o processamento de fiarmacos e outras matérias-primas termolabeis
(REVERCHON et al., 2000; BRUNNER, 1994).

O CO; supercritico (SC-CO;) ¢ obtido na temperatura critica (7c) de 304,12 K e
pressdo critica (Pc) de 7,37 Mpa (YASUJI; TAKEUCHI; KAWASHIMA, 2008;
CARRILHO; TAVARES; LANCAS, 2001; REID; PRAUSNITZ; POLING, 1987).
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3 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL
O objetivo deste trabalho foi utilizar condigdes supercriticas para desenvolver dispersdes

so6lidas de AZT com PLLA.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Utilizar o planejamento fatorial 3> completo aleatorizado para o delineamento da formulagio
de AZT com PLLA.

Utilizar o processo de antissolvente supercritico (SAS) para obte¢do das dispersodes solidas de
AZT com PLLA.

Avaliar do rendimento das amostras obtidas pelo processo SAS.

Caracterizar fisico-quimicamente das amostras obtidas pelo processo SAS.

Estudar a permeag¢ao do AZT por método ex vivo.

Avaliar do teor e perfil de liberacdo de AZT das amostras obtidas pelo processo SAS.
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MATERIAL

Matérias-Prima

AZT (Cristalia®), lote 0035/13, validade 27/11/15, grau de pureza 99,849%;
Diclorometano (Chemco®), lote 25961 e validade Abril/2014;

Etanol Absoluto (Synth®);

Gas Carbonico (White Martins®) 99,9%, lote 40403123520001, validade 17/12/2015;
Poli(L-4cido latico) — produzido e doado pela Profa. Dra. Eliana Aparecida de
Rezende Duek - Grupo de Biomateriais da Faculdade de Ciéncias Medicas e Saude da
PUC-SP;

Polivinilpirrolidona K 30 (Henrifarma®), lote 16829, validade até 04/2014;

Solugao 7C 199: NaCl, KCl, CaCl,, Na,POy,, glicose.

Equipamentos

Calorimetro Exploratério Diferencial Shimadzu® DSC-60 — Toquio, Japdo - Projeto
Fapesp n® 2012/01333-0

Difratdmetro de Raios X Philips® Analytical X Ray, X'Pert-MPD — Almelo,
Netherlands — LRAC/Unicamp

Dissolutor American Lab® AL. 1000 — Charqueada, Sao Paulo, Brasil

Equipamento de Sistema de reagdo/formagdo de particulas SAS/RESS com fluido
supercritico Waters® Corporation — SFC division, P/N 186006705 — N° de série
3646799-US40 — Milford Massachusetts, USA) — Projeto Fapesp n° 2012/01333-0
Espectrofotdmetro UV-Visivel Shimadzu® MultiSpec-1501 — Téquio, Japdo
Espectrémetro Infravermelho Transformador de Fourier Thermo Scientific® Nicolet
6700 — Madison, USA — LRAC/Unicamp

Microscopio Eletronico de Varredura com Detector de Energia e Dispersiva de raios X
MEV/EDS: LEO Electron Microscopy, MEV: Leo 440i, EDS: 6070 — Oxford,
Cambridge, Inglaterra — LRAC/Unicamp

Incubadora com agitagio orbital temporizada American Lab® AL140 — Piracicaba, Sio

Paulo, Brasil


http://dgp.cnpq.br/buscaoperacional/detalhegrupo.jsp?grupo=0071313B2OD9C2
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5 METODOS

5.1 Delineamento experimental fatorial 3* completo

O planejamento fatorial 3° completo aleatorizado foi utilizado no desenvolvimento da
formulacdo para o sistema de liberacdo de AZT. Neste projeto, dois fatores foram avaliados
cada um em trés niveis (+1, 0, -1) e ensaios experimentais foram realizado com todas as nove
possiveis combinagdes. No presente estudo, a propor¢do entre AZT:PLLA (X)) e as condigdes
de temperatura e pressao (X») foram selecionados como variaveis independentes.

O aspecto do produto quanto a morfologia macroscopica e o rendimento (R) (calculada
através da Equacao 1) foram selecionados como variaveis dependentes.

R= (M) x 100 Equacio 1

Mtedrica

Rendimento em porcentagem (R) € m representa a massa.

As misturas de AZT:PLLA (X;) foram avaliadas a 2:1 (m/m), 1:1 (m/m) e 1:2(m/m) e
as condigdes de temperatura e pressao do processo (X>) foram avaliadas em 45 °C — 85 bar
(318,15 K - 8,5 Mpa), 45 °C — 100 bar (318,15 K — 10,0 Mpa) e 45 °C — 135 bar (318,15 K -
13,5 Mpa).

5.2 Preparacao das formulac¢oes para obtencao das dispersdes sélidas

Foi preparada uma solucao contendo o AZT e PLLA, nas diferentes proporc¢des pré-
estabelecidas, em diclorometano. Um banho de ultrassom foi utilizado para eliminar gases e
homogeneizar a solugao.

Durante o experimento, a temperatura e a pressdo foram mantidas a 45 °C e 85, 100 e
135 bar, no equipamento de FSC utilizando o processo SAS. Quando as condi¢des de estado
estacionario foram alcangadas no reservatorio de alta pressao (V1), a solugao foi liberada para
V1 por uma bomba de alta pressdo (P2) com vazio de 0,75 mL.min"' e pulverizada através de
um bocal de ago inoxidavel do tipo capilar (101,6 um DI). A pulverizagdo foi mantida durante
27 min seguido por mais 20 min de fluxo de CO, para a conclusdo da etapa. Depois disso, o
CO, foi fornecido a uma razdo de 3,0 mL.min" para remover qualquer solvente organico
residual por 15 min. Quando o passo de limpeza foi completado, o vaso de alta pressao foi
lentamente despressurizado e as amostras foram recolhidas. O esquema do processo SAS ¢

mostrado na Figura 2.
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Figura 2: Diagrama esquematico do processo SAS para obtengdo das particulas solidas.
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Fonte: Waters Corporation.

Onde, HE1 e HE2 representam trocadores de calor um e dois, respectivamente (heat
exchanger); FM1 representa medidor de fluxo (flow meter); CWBI1 representa banho de
arrefecimento; P1 representa bomba de fluxo de CO, (pump); P2 representa bomba de fluxo
da solucao (pump); ABPRI1 retorno de pressao automatizado (automated back pressure);
MBPR1 retorno de pressao manual (manual back pressure); V1 representa vaso de
precipitacao (vessel); CS1 representa vaso separador de CO; e solvente (cyclone).

Fonte: Waters Corporation.

5.3 Liberacao in vitro e cinética

A liberagdo in vitro do farmaco a partir das amostras foi avaliada quanto ao teor de
AZT, taxa de liberagdo de AZT a partir das amostras, ¢ os dados obtidos pelo teste de

dissolucao foram utilizados no estudo da cinética de liberagao de AZT.

5.3.1 Determinag¢ao do teor de AZT

Para a construc¢do das curvas analiticas do AZT por andlise espectrofotométrica, uma
solucdo aquosa de AZT foi preparada, a partir de uma solugao inicial na concentragdo de 0,5
mg.mL'l. E, dilui¢des sucessivas nas concentragdes de 2,5, 5,0, 10,0, 15,0, 17,5 € 20,0 ug.mL"

foram feitas em triplicata. As absorbancias das respectivas concentragdes foram
determinadas por espectrofotometria UV (A=266 nm). A média das absorbancias para as

diferentes concentragdes, o desvio padrdo e o coeficiente de variagdo foram determinados
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matematicamente. A regressdo linear foi determinada usando o método dos minimos
quadrados, bem como o seu correspondente coeficiente de correlagdo linear (7).

O teor de AZT nas amostras AZT:PLLA foi determinado pela extragdo do AZT em
agua purificada. Uma massa de ~3,0 mg de amostra foi precisamente pesada e adicionada a
90mL de agua purificada em baldo volumétrico. Esta dispersdo foi mantida a temperatura de
37°C e sob agitagdo constante (150 rpm) por um periodo de tempo de 24 h. Apds este periodo,
o volume foi completado para 100 mL com agua purificada e as amostras foram filtradas
através de papel filtro com porosidade 2,0 micras. O filtrado foi devidamente diluido
(obtendo-se uma concentragdo teérica entre 5 a 20 pg.mL™) para permitir a leitura dentro do
intervalo da curva analitica, determinada por espectrofotometria no comprimento de onda de
266 nm. As concentragdes de AZT das amostras foram calculadas utilizando a equacao da reta

obtida através da curva analitica (n=3). O teor de AZT foi calculado pela Equacgao 2.

massa ¢ i ~
Teor (%) = firmaco obtide _ 5 100 Equacio 2
massa spoluto precipitado

5.3.2 Avaliacao, in vitro, da liberacio do AZT das amostras

A avaliacdo da liberagdo do farmaco a partir das amostras foi determinada utilizando

conforme parametros apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Condig¢des utilizadas nos testes de dissolucao.

Parametro Condi¢ao
Meio de dissolucao Acido cloridrico 0,1 N
Volume do meio de dissolucao 900 mL
Temperatura 37+ 0,5°C
Valor de pH 1,2
Velocidade de rotacao 50 rpm
Sistema de agitagdo Aparato II (pa)

Neste estudo foram utilizadas trés cubas para cada amostra. As amostras foram
introduzidas nas cubas com intervalo de 90 s. Aliquotas de 5,0 mL foram retiradas do meio de
dissolugdo nos seguintes tempos: 0,25 h, 0,50 h, 1,0 h, 2,0 h, 3,0 h, 4,0 h, 5,0 h, 6,0 h, 7,0 h,
8,0 h, 9,0 h, 10,0 h, 20,0 h e 24,0 h, Estas amostras foram filtradas e a concentracdo de AZT
dissolvido no meio foi determinada por espectrofotometria (266 nm). O volume do meio de

dissolucdo foi mantido constante pela reposicdo, imediata, do volume, retirado em cada
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tempo. A concentragdo de AZT presente nas amostras foi calculada a partir da equacdo da reta

obtida anteriormente. O resultado foi utilizado para avaliar o perfil de liberagao.

5.3.3 Avaliacao da cinética de liberacao

Os dados obtidos dos perfis de dissolugdo foram submetidos a tratamento, utilizando o
software SigmaPlot 10.0, em trés modelos matematicos (Tabela 2) (COSTA; LOBO, 2001)

para interpretacdo da cinética de dissolugao.

Tabela 2: Representacdo matematica dos modelos usados para descrever os perfis de
liberagao.

Modelo Equagdo
Primeira Ordem InQ; =1InQ, K;t
Higuchi Q: = Qo + Kyt'/?
Korsmeyer-Peppas |  Q;/Qc = Kgpt™

5.4 Caracterizagao fisico-quimica

As caracteristicas fisicas e quimicas das amostras foram avaliadas por microscopia
eletronica de varredura (MEV), difracdo de raios X (DRX), calorimetria exploratoria

diferencial (DSC), espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR).

5.4.1 Morfologia através de MEV

Uma pequena por¢dao do pod ou das particulas foi colocada em uma fita adesiva de
carbono dupla face presa a um stub de aluminio. Os stubs foram recobertos com uma fina
camada de ouro no metalizador (SC7620 Spatter Coater).

As amostras foram submetidas a condi¢do de vacuo, o gis argdnio foi liberado como
meio que forma o plasma para ionizar a placa metalica de ouro e a corrente foi ajustada para
3mA durante 3 min para obter um filme de recobrimento com espessura ~92 A Em seguida,
as amostras foram aleatoriamente microfotografadas e digitalizadas em microscopio
eletronico de varredura com detector de energia e dispersiva de raios X MEV/EDS: LEO
Electron Microscopy, MEV: Leo 440i, EDS: 6070 — Oxford, Cambridge, Inglaterra. Para a
analise das amostras foi utilizado tensdo de aceleracdo igual a 5 kV e corrente do feixe igual a

50 pA. Para obtencdo das fotomicrografias foi utilizado microscépio eletronico de varredura.

5.4.2 Cristalinidade através de DRX

Os estudos de DRX das amostras foram realizados utilizando difratdmetro de raios X

Philips® Analytical X Ray, X'Pert-MPD — Almelo, Netherlands, com niquel purificado e
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radiacdo de cobre (Cu Ka de A=1,54060 A). Todas as analises foram realizadas com a
difracdo em angulo de 260, variando de 4 a 40° passo: 0,02 graus, velocidade 0,05

graus/segundo. A voltagem e corrente usadas foram 40 kV e 40 pA, respectivamente.

5.4.3 Analise térmica através de DSC

As medidas de DSC foram realizadas utilizando um Calorimetro Exploratdrio
Diferencial (Shimadzu®, DSC-60 — Téquio, Japdo), equipado com controlador de fluxo
modelo FC 60A; software e interface para controle e aquisicao de dados e sistema de selagem
de cadinho. As curvas DSC das amostras foram obtidos utilizando cadinho de aluminio
hermético com ~5mg de amostra sob atmosfera dinimica de nitrogénio (50 mL.min ') e razdo

de aquecimento de 10°C.min ' na faixa de temperatura de 30 a 350 °C.

5.4.4 Identificacdo por espectroscopia FTIR

Os espectros de absor¢do das amostras por infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) foram obtidos através de equipamento espectrofotometro infravermelho com
transformada de Fourier Thermo Scientific® Nicolet 6700 — Madison, USA. A medida no
modo ATR com o acessorio SMART OMNI-SAMPLER foi a condi¢do de analise
espectrofotométrica. Os espectros foram obtidos na faixa de 4000 a 675 cm™ com resolugdo 4

-1
cm .

5.4.5 Estudo, ex vivo, de permeacao intestinal por MSIIR

A permeacgdo intestinal das amostras foi avaliada utilizando o modelo de saco
intestinal invertido de rato (MSIIR). Os sacos intestinais foram obtidos de ratos machos
adultos, da linhagem Wistar, pesando entre 250 e 300 g, apos jejum por um periodo de 8 h
(ZANCHETTA et al., 2008; CHAUD et al., 2010; CORREA et al., 2011; FERRARI et al.,
2012).

Apds medicagdo pré-anestésica inalatéria (halotano em solucdo) e anestesia com
pentobabital administrado por via intraperitonial, o intestino delgado foi imediatamente
dissecado, lavado com solugdo 7C199 a 10°C e inseridos em 20 mL de meio de cultura para
tecido (7C199) na mesma temperatura e oxigenado (O,:CO, — 95:5). O intestino foi entdo
invertido com auxilio de uma haste flexivel com sua extremidade protegida com um fino
tecido de seda (mini brush), uma das extremidades foi fechada utilizando fio de sutura e o

segmento intestinal preenchido com solu¢do 7C199. A outra extremidade do segmento
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intestinal foi entdo fechada com auxilio de fios de sutura, de forma que o comprimento do
segmento intestinal fosse de 6 cm.

Ao meio de incubagdo foi adicionado, separadamente, o AZT puro e a amostras
contendo AZT. A incubacgao foi realizada a 37 °C, sob agitacdo suave do sistema previamente
oxigenado. Apos o periodo de 60 min de incubagao, as amostras (n=6) do interior (em contato
com a membrana serosa) ¢ do exterior (em contato com a membrana mucosa) do saco
intestinal foram filtradas e analisadas por espectrofotometria UV (A=266 nm).

A solugdo designada de 7C199 foi composta de 8,47 g NaCl; 0,34 g KCI; 0,126 g
CaCl,.2H,0; 0,595 g NaHPO,4 e 0,018 g de glicose, para preparar um litro de solu¢do com
valor de pH 7,4. Os reagentes e solventes foram de grau analitico. O protocolo para estudo de
permeagao intestinal de fArmaco utilizando saco intestinal invertido de ratos foi aprovado pela
Comissio de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal de Sdo Carlos
(UFSCAR) sob 0 n° 003/2011, atendendo a Res. CFMV n° 1000/ 2012.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Selecao dos parametros para preparacao das amostras em condicées supercriticas

O delineamento fatorial 3* completo aleatorizado foi utilizado no desenvolvimento da
formulacao para o sistema de liberacdo de AZT, obtido por processo SAS, resultando em trés
niveis (+1, 0, -1) do fator X; (propor¢ao entre AZT:PLLA (m/m)) e trés niveis (+1, 0, -1) do
fator X> (condi¢cdes de temperatura e pressdo): Assim, para cada repeticdo foi obtido nove
tratamentos.

O aspecto do produto (particulado uniforme ou particulado ndo uniforme) ¢ uma
medida da qualidade tecnoldgica do produto e foi considerado um fator importante para
selecdo da formulagao e das condigdes de temperatura e pressao.

A Tabela 3 mostra resultados de rendimento e aspecto macroscopico das amostras de
AZT com PLLA. Os lotes de L1 a L9 correspondem as formulacdes obtidas do delineamento
experimental 3* completo. No presente estudo, a variavel independente X; — nos trés niveis
diferentes (+1, 0 e -1) e varidvel independente X, — nos trés niveis diferentes (+1, 0 e -1) —
resultaram na obtencdo de precipitado solido de diferentes aspectos, exceto para o L1. As
variaveis dependentes do lote L1 provavelmente foram as condi¢des para que farmaco e
polimero fossem carregados juntos com o solvente para o vaso separador de CO, e solvente,
isto €, nao houve transferéncia de massa do solvente para o antissolvente. Estes resultados
nortearam a selecdo das amostras para as avaliagdes fisico-quimicas.

De acordo com o observado na Tabela 3 e nas Figuras 3, 4 e 5, para cada proporg¢ao
AZT:PLLA, uma condi¢do supercritica diferente foi necessaria para obter uma amostra
uniforme. Nas amostras L1, L2 e L3 (propor¢ao AZT:PLLA 1:2) a melhor condicao foi obtida
com 45°C e 85 bar (Figura 3). Nas amostras L4, L5 e L6 (propor¢cdo AZT:PLLA 1:1) a
melhor condicao foi obtida com 45°C e 100bar (Figura 4). Na amostra L7, L8 e L9 (proporcao
AZT:PLLA 2:1) a melhor condicdo foi obtida com 45°C e 85 bar (Figura 5). Desta forma, ¢
possivel afirmar que a melhor condigdo supercritica depende da razao farmaco:polimero.

A formulacdo L3, corresponde a proporgdo 1:2 AZT:PLLA (nivel +1) e temperatura
de 45 °C e pressao de 85 bar (nivel -1), apresentou-se uniforme e com auséncia de grumos. As
demais formulag¢des apresentaram grau de uniformidade varidvel com presenca de grumos. As
caracteristicas das amostras podem ser atribuidas a propor¢do de AZT e PLLA ou as
condigoes de pressdo do sistema em ambiente supercritico, uma vez que as condicdes de

temperatura e fluxo de CO, foram mantidos constantes para todas as formulagdes.
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A massa nao recuperada dos componentes das formulagdes pode ter sido eliminada
junto com o solvente (resultado da transferéncia parcial de massa), durante o processo de

remocao deste do vaso de precipitagdo do equipamento de fluido supercritico.

Tabela 3: Delineamento fatorial 3° completo para preparacio das formulagdes.

Valores codificados

Cédigo do lote X X>  Rendimento (%) Aspecto 20
(AZT:PLLA) (T, P) produto
L1 +1 +1 0 -
L2 +1 0 51,50 +
L3 +1 -1 91,54 +
L4 0 +1 78,74 +
L5 0 0 59,06 T+
L6 0 -1 75.80 +
L7 -1 +1 77.29 +
L8 -1 0 62,50 +
L9 -1 -1 51,50 T+

Valores codificados

X X>
-1 2:1 45°C-85bar
0 1:1 45°C-100bar
+1 1:2 45°C-135bar

*Legenda: Nao obtengdo de produto (-); amostra com aspecto uniforme (+++); amostra com
aspecto nao uniforme e presenca de filamentoso (++); amostra com aspecto nao particulado
(+). As Figuras 3, 4 e 5 mostram, respectivamente, o aspecto macroscopico das formulagdes
apos o processo SAS.

O comportamento de transferéncia de massa das goticulas ¢ tido como fator critico do
processo e influencia a morfologia da particula. A expansdo volumétrica do CO; reduz a
capacidade de solvatagdo promovendo a supersaturagdo da fase liquida e a consequente
formagdo das particulas por co-precipitacdo do fairmaco com o carreador (MONTES et al.,
2011a). Portanto, a perda de massa dos componentes das formulacdes no processo esta
relacionada a uma expansdo volumétrica insuficiente do CO,. Nestas condi¢des, a reducdo da
capacidade de solvatacdo do CO, ndo ¢ suficiente para promover a supersaturagdo da fase

liquida.
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Figura 3: Fotografias do vaso coletor do equipamento FSC contendo amostra com aspecto
uniforme (+++).
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Figura 4: Fotografias do vaso coletor do equipamento FSC contendo s6lido particulado de
aspecto nao uniforme e solido filamentoso (++).
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Figura 5: Fotografias do vaso coletor do equipamento FSC contendo sélido ndo particulado

().

Dukhin e colaboradores (2003) evidenciaram a existéncia transitéria de goticulas em
condi¢des ligeiramente acima do ponto de mistura critica, devido a existéncia de uma tensao
dindmica interfacial. Desta forma, a descri¢do de transferéncia de massa a partir de uma

goticula, mesmo em condi¢des misciveis parece razoavel.
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Considerando o rendimento e o aspecto macroscépico do produto L3 (91,54 % e
amostra com aspecto uniforme), este foi selecionado como principal amostra para
caracterizacao fisico-quimica, avaliagdo do perfil de dissolugdo e estudo ex vivo de permeagao
intestinal. Porém, considerando as mesmas variaveis dependentes foram selecionados os lotes
L5 (59,06 % e amostra com aspecto nao uniforme e sélido filamentoso) e L9 (51,50 % e

amostra com aspecto ndo uniforme e s6lido filamentoso).
6.2 Liberacao in vitro e cinética

6.2.1 Determinacao do teor de AZT

A linearidade ¢ a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracao do analito na amostra, dentro
de um intervalo especificado (BRASIL, 2003).

Os resultados do estudo de linearidade sdo apresentados na Figura 6. A Tabela 4
mostra a correlagdo entre a concentracao e a absorbancia do AZT (n=3). A média das leituras
foram plotadas em um gréafico cartesiano para avaliagdo da linearidade (Figura 6). Os
resultados obtidos mostram um coeficiente de variagdo menor que 2% e o coeficiente de
correlagdo linear () igual a 1,0.

Os resultados obtidos no presente estudo garantem que a espectrofotometria por UV
em 266 nm ¢ adequada para determinar a concentragdo de AZT em solugdo nesta faixa de
concentragdo. Os parametros da curva analitica e a equacdo da reta sdo apresentados na
Tabela S.

Os resultados da avaliagao de teor de AZT nas amostras sao mostrados na Tabela 6. A
amostra L3 apresentou rendimento de 91,54 % no processo SAS
Tabela 4: Avaliacdo da linearidade. Resultados em absorbancia média, desvio padrdo e

coeficiente de variagdo dos pontos da curva de linearidade. DP Desvio padriao; CV
Coeficiente de variagao.

Concentracao | Curva 1 Curva 2 Curva 3 L.
(ug.mL™) (Abs) (Abs) (Abs) Média DP V%
2,5 0,097 0,097 0,095 0,0963 0,001155 1,1904
5,0 0,184 0,184 0,186 0,1847 0,001155 0,6276
10,0 0,367 0,365 0,367 0,3663 0,001155 0,3146
15,0 0,555 0,553 0,553 0,5537 0,001155 0,2088
17,5 0,648 0,642 0,643 0,6443 0,003215 0,4999
20,0 0,736 0,739 0,736 0,7370 0,001732 0,2353
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Figura 6: Curva analitica do AZT.
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Tabela 5: Parametros da curva analitica.

Parametros Valores obtidos
Coeficiente angular (a) 0,0368
Intersec¢ao com eixo y (b) 0,0013
Constante de correlacao linear (7) 1
Equagao da reta y =0,0368x + 0,0013

A detecgao de AZT nas amostras (Tabela 6) comprovou que o farmaco foi preservado
nas mesmas durante o processo produtivo. Sabendo que a propor¢do AZT:PLLA foi de 1:2,
1:1 e 2:1 em L3, L5 e L9, respectivamente, nas condi¢cdes de pressdo e temperatura 45 °C-
85bar, 45 °C-100bar 45 °C-135bar, respectivamente, pode ser comprovado que houve
influencia da propor¢do AZT:PLLA e da pressdo supercritica do processo produtivo na
formagdo das amostras. Sendo que a proporcao 1:2 (AZT:PLLA) e pressdo supercritica de 85
bar resultou em maior teor de farmaco na amostra ¢ melhor rendimento em relagdao as

condi¢des investigadas.
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Tabela 6: Teor de AZT nas amostras L3, L5 e L9.

Amostra Massa de amostra Massa experimental de Média AZT Teor
(mg/100mL de agua) AZT (ug/mL) (ng/mL) (%)
13,51
L3 2,30 13,51 13,51 58,76
13,51
11,06
L5 3,02 11,06 11,07 36,66
11,09
3,92
L9 3,87 3,92 3,95 10,21
4,01

6.2.2 Avaliacio, in vitro, da liberacao de AZT das amostras

A liberacdo do AZT a partir das amostras L3, LS5 e L9 foi avaliada em pH 1,2, ¢

mostrada na Figura 7.

Figura 7: Perfil de liberacdo do AZT a partir das amostras L3, L5 e L9 (n=3).
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Na Figura 7 temos L3(-m-), L5 (-®-) e L9 (-A-). Cada ponto representa a variacdo do
experimento em triplicata. A barra de erros mostra o desvio padrao.

As trés amostras testadas apresentaram perfil de liberacdo modificada de AZT, sendo
que L3 liberou 100 % do farmaco em 10 h, L5 liberou 60 % do fd&rmaco em 24 h de andlise e
L9 liberou 100 % do farmaco em 6 h.
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Segundo Severino, Santana e Malmonge (2011), a degradacdo do PLLA, poliéster
alifatico, parece ocorrer em quatro etapas consecutivas: hidratacdo, degradagdo inicial,
degradagao posterior e solubilizagdo.

Na etapa de hidratagdo do PLLA, o meio aquoso em que o polimero se encontra
penetra na matriz polimérica, resultando no relaxamento das cadeiras do polimero.

A degradacdo inicial do PLLA comeca na regido hidratada do polimero através da
hidrolise da ligacdo éster, resultando na clivagem da cadeia principal do polimero, liberagao
de acido latico e na redugao da massa do PLLA.

A hidrélise continua no interior da matriz hidratada de tal forma que a massa
molecular do polimero diminui continuamente, embora mantenha a sua identidade polimérica.
Na etapa de degradacao posterior, a cadeia polimérica continua a ser hidrolisada e a sua massa
molecular diminui até um ponto em que ndo consegue manter a sua integridade polimérica.
Em consequéncia, inicia-se a perda da massa do polimero devido a sua solubilidade no meio
aquoso (SEVERINO; SANTANA; MALMONGE, 2011).

A degradacdo do PLLA das amostras L3, L5 e L9 pode ter influenciado a liberagao do

AZT a partir das mesmas.

6.2.3 Avaliacao da cinética de liberacao de AZT das amostras

A Tabela 7 mostra os resultados do estudo matematico da cinética de liberacdao de

AZT a partir das amostras L3, L5 e L9.

Tabela 7: Estudo cinético da liberacao do farmaco considerando a constante de liberacao (K),
os valores das constantes de correlagdo linear () e expoente de liberacao ().

Lote Primeira Ordem Higuchi Korsmeyer-Peppas
K r Ky r Kkp n r
L3 0,031 0,857 3,966 0 39,297 0,139 0,996
L5 0,001 0,715 1,937 0,921 6,210 0,319 0,989
L9 0,022 0,974 4,035 0 38,606 0,146 0,949

Os modelos cinéticos foram avaliados por meio da linearizagdo dos dados de
dissolu¢do de acordo com o tempo e a porcentagem de AZT liberada. Utilizou-se a constante
de correlacdo linear (r) para a selecdo do modelo cinético mais adequado (COSTA; LOBO,
2001).

O modelo cinético de Primeira ordem descreve a dissolucdo de farmaco em formas

farmaceéuticas, tais como aqueles contendo farmacos soliveis em 4dgua em matrizes porosas.
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Neste modelo, para cada formulacdo foi plotado grafico de tempo versus In da quantidade nao
dissolvida de AZT no tempo imediatamente anterior.

O modelo Higuchi descreve a dissolugdo do farmaco a partir de varios tipos de formas
farmacéuticas de liberacdo modificada, tal como no caso de alguns sistemas transdérmicos e
comprimidos matriciais com fAirmacos soliiveis em dgua. Neste modelo, para cada formulagao
foi plotado grafico da raiz quadrada do tempo versus quantidade dissolvida de AZT no tempo
imediatamente anterior.

Korsmeyer e colaboradores (1983) desenvolveram um modelo semi-empirico, simples,
relativo exponencialmente a liberagdo do fArmaco no tempo (¢), que descreve a liberacdo do
farmaco a partir de um sistema polimérico. E, Peppas (1985) usou o valor do expoente de
liberacdo (n) para caracterizar diferentes mecanismos de liberacdo, concluindo que através
dos valores de » o mecanismo de transporte do fairmaco pode ser classificado em difusao
fickiana ou ndo fickiana como descrito na Tabela 8.

A amostra L3 ndo respondeu ao modelo Higuchi e apresentou r (0,857) com baixa
linearidade para o modelo de Primeira ordem. De acordo com a Tabela 7, as amostras L3 e L5
apresentaram » mais proximo da linearidade para o modelo de Korsmeyer-Peppas. Os valores
de n para ambas as amostras foi menor que 0,5, indicando a difusdo do farmaco através do
polimero por um mecanismo de difusao fickiano.

Apesar da amostra LS5 ter liberado cerca de 60 % em 24 h do AZT, também apresentou
r proximo a linearidade para o modelo de Higuchi, refor¢ando a sugestao da liberacao do
AZT como um processo de difusdo baseado na Lei de Fick, sendo que este modelo pode ser
usado para descrever a dissolugdo de farmaco de diversas formas farmacéuticas de liberagao
modificada (COSTA; LOBO, 2001).

A cinética de liberacao para a amostra L9 apresentou » mais proximo da linearidade
para o modelo de Primeira ordem, confirmando a dissolu¢cdo do AZT para a liberagdo. Porém,
o 7 (0,949) para o modelo Korsmeyer-Peppas foi muito semelhante e se considerarmos n, a

difusdo fickiana € sugerida como modelo de transporte do AZT.

Tabela 8: Interpretacdo do mecanismo de liberagdo por difusdo a partir de filme polimérico.

. . Mecanismo de transporte do Velocidade como uma
Expoente de liberagao () \ ~
farmaco funcdo de tempo
0,5 Difusao fickiana 0
0,5<n<1,0 Transporte andmalo t"!
1,0 Transporte caso 11 Liberagdo ordem zero
>1,0 Transporte super caso II t"!
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Fonte: Costa e Lobo (2001).

O conhecimento das etapas de degradagdo do PLLA, como proposto anteriormente,
somado aos dados obtidos no estudo da cinética de liberagdo de AZT aprisionado nas
amostras L3, L5 e L9, indica que o AZT foi solubilizado na fase de hidratacdo do PLLA e
liberado das amostras L3, L5 e L9 por difusdo nas fases de degradacao inicial do PLLA.

6.3 Avaliacio fisico-quimica das amostras

6.3.1 Analise morfologica por MEV

A Figura 8 mostra as fotomicrografias do AZT puro com aumento de 50% e 400% e
revela a forma cristalina deste farmaco. Conforme descrito na literatura o AZT é um cristal

com formato aculiforme.

Figura 8: Fotomicrografias das particulas de AZT obtidas por microscopia eletronica de
varredura.
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A Figura 9 mostra as fotomicrografias do PLLA com aumentos de 50x e 400% e mostra a

estrutura filamentosa deste polimero.

Figura 9: Fotomicrografias do PLLA obtidas por microscopia eletronica de varredura.
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A Figura 10 mostra as fotomicrografias da amostra de AZT com PLLA (L3) com
aumentos de 50%, 400x, 1000x e 3000x ¢ mostra os cristais de AZT aderidos as fibras de
PLLA.

Através das fotomicrografias foi possivel observar a altera¢do na estrutura fisica de
ambos, AZT e PLLA, na forma de dispersao solida apés processamento utilizando o método
SAS.

A reducdo significativa no tamanho e diametro da fibra de PLLA (comparando o
PLLA 400x da Figura 9 com o a amostra L3 3000x da Figura 10) e no tamanho dos cristais

de AZT foi evidenciada nas fotomicrografias.

Figura 10: Fotomicrografias da amostra L3 obtidas por microscopia eletronica de varredura
(50%, 400%, 1000x e 3000x).

A Figura 11 mostra as fotomicrografias das amostras L5 e L9 com aumentos de 50%,
400x e 3000%. Tanto a amostra L5, como a amostra L9, apresentou morfologia desordenada

quando comparadas a amostra L3.
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Figura 11: Fotomicrografias das amostras L5 e L9 obtidas por microscopia eletronica de
varredura (50%, 400x e 3000x).
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6.3.2 Cristalinidade através de DRX

A andlise DRX oferece uma identificacdo precisa da fase solida cristalina. Devido a
intensidade dos picos dependerem também da concentragdo do farmaco, entre outros fatores,

a diminui¢do dos tamanhos dos picos era esperada para as amostras.
O padrdao de DRX do AZT, PLLA, L3, L5 e L9 sd3o mostrados na Figura 12 (sem

valores de intensidade normalizada) e na Figura 13 (com valores de intensidade normalizada).
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A normalizagdo dos valores de intensidade nos digratogramas foi feita convertendo o maior
valor de pico de cada difratograma equivalendo a um, permitindo evidenciar melhor as
comparagdes entre eles.

O difratograma do AZT exibiu varios picos, indicando que ele ¢ um composto
cristalino (Figura 12).

O difratograma do PLLA (Figura 12) revelou uma banda larga caracteristica de
composto amorfo (sem picos finos e afinados), exceto na faixa de 16,04 < 2® < 17,02, que
apresentou pequenos picos evidenciando os residuos cristalinos do PLLA sendo este um
polimero semicristalino (PIEMONTE; GIRONI, 2013).

A manutencdo da forma cristalina do AZT nas amostras L3, L5 e L9 (Figura 12) foi
observada nos difratogramas das Figuras 12 e 13, que mostram picos agudos referentes ao
AZT na banda larga referente ao PLLA. Resultados semelhantes foram descritos na literatura
(RAVIOLO; BRINON, 2011; GUPTA; PATHAK, 2008; CUI et al., 2003).

A banda larga referente ao PLLA reproduzida nas amostras L3, L5 e L9 (Figura 13).

Figura 12: Padrao de Difracao Raios X do AZT, das amostras L3, L5 e L9 e do PLLA.
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Figura 13: Padrao de Difracdo Raios X normalizado do AZT, das amostras L3, L5 e L9 e do
PLLA.
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6.3.3 Analise térmica através de DSC

O AZT foi caracterizado termicamente através das curvas DSC, como mostra a Figura
14. A curva de DSC do AZT exibe um evento endotérmico agudo, na faixa de 120 °C a 130
°C (Tonset = 122,98 °C), com um consumo de energia de 100,595 J/g, caracteristico do
processo de fusdo da substancia, confirmando o preconizado na literatura para o AZT (USP
31, 2008). Apds a fusdo, o processo de decomposicao tem inicio na temperatura de 169 °C,
sendo evidenciado por dois eventos consecutivos. O primeiro, evento exotérmico, ocorreu na
faixa de temperatura de 180 e 260 °C com temperatura de pico em 242 °C. O segundo evento
endotérmico entre 274 e 320 °C representado por um pico de menor intensidade. A curva de
DSC de AZT apresentada neste estudo foi muito semelhante a obtida por Aratjo e
colaboradores (2003), Rodrigues e colaboradores (2005), Raviolo e Brifién (2011) e Yoshida
e colaboradores (2011).

A curva DSC do PLLA (Figura 15) exibe trés eventos endotérmicos: o primeiro
evento com 7, = 63,14°C que representa a temperatura de transi¢do vitrea (7y); o segundo com

Tonser = 122,78 °C poderia ser interpretado como um pico de fusdo ndo descrito na literatura; e
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o terceiro na faixa de 160°C a 191 °C (Touset = 167,48 °C) coerente com o intervalo de
165~185 °C preconizado na literatura para temperatura de fusdo (CHU; CAMPBELL, 1982;
BESLIKAS et al., 2011; BUZAROVSKA; GROZDANOV, 2012). Os mesmos eventos em
menor intensidade foram observados nas curvas DSC das amostras L3, L5 e L9. Apds a fusdo,

o processo de decomposi¢do tem inicio na temperatura de ~250 °C.

Figura 14: Curva DSC do AZT em atmosfera dindmica de N, (50 mL.min ") e razdo de
1

aquecimento 10 °C.min .
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A energia transferida para um sistema ¢ representada como ¢. Portanto, quando a
energia interna de um sistema se altera por transferéncia de energia na forma de calor. Na
termodindmica, a capacidade de um sistema realizar trabalho — seu contetido total de energia —
¢ chamada sua energia interna, U. Em um sistema com volume constante, na qual nenhum
trabalho de expansdo ¢ realizado, a variacdo na energia interna € igual a energia fornecida ao
sistema na forma de calor (AU = ¢, em volume constante) (CENGEL; BOLES, 2013).

A fungdo de estado que permite obter informagdes sobre as variagdes de energia em

pressdo constante ¢ chamada de entalpia, H:

H=U+pV Equacio 3
em que U, p e V sdo a energia interna, a pressdo € o volume do sistema. O que temos de
mostrar agora ¢ que uma consequéncia dessa definicdo e da primeira lei da termodinamica ¢
que a variagdo da entalpia de um sistema ¢ igual ao calor liberado ou absorvido em pressao

constante. A variacdo de entalpia ¢ igual ao calor fornecido ao sistema em pressdo constante.
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Para um processo endotérmico, AH > 0. Para um processo exotérmico, AH < 0 (CENGEL;
BOLES, 2013).
Para processos envolvendo apenas sélidos e liquidos os valores de AH e AU podem ser

considerados idénticos. Isto porque estes tém volumes molares (pV,,) pequenos, assim:

H, =U, +pV, = U, Equacio 4
Os valores da variacdo de entalpia de fusdo para AZT e PLLA (AHazr € AHpppa,
respectivamente) (J/g) foram calculados pela razdo do valor da integral (AU; mJ) obtida em
relacdo a massa (mg) da amostra pesada analiticamente para cada experimento DSC.
Os valores da variagdo de entalpia esperada de fusdo (AH.gperado) € 0s valores de
variagdo de entalpia experimental de fusdo (4Hexperimenar) foram calculados para as amostras
L3, L5 e L9. Sendo que, os valores de AHcgperado (J/g) foram calculados através da Equagdo 4

e os valores AHeperimenial (J/g) foram calculados através da Equacdo 5.

AU t l ~
AHpzr = —ln"elzgra Equacio 5

AU; 502,04
AHAZT - integral — 1991

= 100,595 /g

AH __ MAassaazr da amostraXAHazT
esperado — 4.991

Equaciao 6

Figura 15: Curva DSC do PLLA em atmosfera dinimica de N, (50 mL.min ') e razio de
aquecimento 10 °C.min .
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Figura 16: Curva DSC da amostra L3 em atmosfera dindmica de N, (50 mL.min ") e razio de
aquecimento 10 °C.min .
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Figura 17: Curva DSC da amostra L5 em atmosfera dindmica de N, (50 mL.min ') e razio de
aquecimento 10 °C.min .

LS 5.4730 ng

&2

T T T T T T T T T T T T T T T "
a &l - i} g ki o i = 200 am 20 U ] kit k] M) C



47
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Figura 18: Curva DSC da amostra L9 em atmosfera dindmica de N, (50 mL.min ') e razio de

aquecimento 10 °C.min "
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Tabela 9: Estudo dos valores de AH obtidos através da analise DSC.

Amostra AHesperado (J/ g) AHexperimenml (J/ g) AHexperimental B AHesperado (J/ g)
L3 63,089 72,875 9,786
L5 40,432 91,720 51,288
L9 9,453 22,729 11,276
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O valor experimental de 4H foi maior que o valor esperado de AH para todas as
amostras estudadas (Tabela 9), principalmente para a amostra L5, mostrando que houve maior
quantidade de energia gasta para romper as ligagdes intermoleculares. Através destes dados
pode ser teorizado que durante o processo SAS as moléculas de AZT podem sido
reorganizadas na precipitagdo, em associacdo com as moléculas de PLLA, de forma mais
organizadas exigindo maior energia para romper as ligacdes intermoleculares.

Se as ligagdes intermoleculares sdo mais fortes, demostradas pelo aumento no
consumo de energia relativo, estas podem ter influenciado na lenta liberagdo do AZT a partir
das dispersoes solidas avaliadas.

Os resultados das analises DRX e DSC das amostras L3, L5 e L9 sugerem que o AZT

se encontra na forma cristalina.

Figura 19: Curva DSC do AZT, PLLA, L3, L5 e L9 em atmosfera dindmica de N

(50mL.min"') e razdo de aquecimento 10 °C.min .
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As amostras L3 e L5 foram caracterizadas termicamente através de DSC, como
mostram as Figuras 16 e 17, respectivamente, as curvas DSC resultantes exibiram um evento

endotérmico agudo, na faixa de 100 °C a 132 °C (Tonset = 122,85 °C € Tonset = 123,45 °C,
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respectivamente), caracterizando o processo de fusdo do AZT, sugerindo a preservagdo da
cristalinidade do mesmo nas amostras L3 e L5, sendo que L5 exibiu menor pico em relagdo a
L3. A amostra L9 exibiu na curva DSC um evento endotérmico menor que os de L3 e L5 com
Tonset = 121,30 °C, evidenciando uma menor concentra¢do de AZT nesta amostra.

As curvas DSC das amostras L3, L5 e L9 sugerem que a propor¢ao de AZT:PLLA na
formulacao (1:2 para L3, 1:1 para LS5, 2:1 para L9).

Ap6s a fusdo do AZT nas amostras L3 e L5 (Figuras 16 e 17, respectivamente), podem
ser observados um pico endotérmico de intensidade baixa em 172,67 °C e em 172,97 °C,
respectivamente, que, provavelmente, devem estar relacionados ao pico endotérmico
mostrado na curva do PLLA. Foi evidenciado evento exotérmico na faixa de temperatura de
190 °C e 260 °C para ambas as amostras, devido a decomposi¢ao do AZT nas amostras L3 e

LS.

6.3.4 Identificacdo por espectroscopia FTIR

A espectroscopia FTIR (infravermelho com transformada de Fourier) ¢ uma técnica
que permite a identificacdo de substdncias organicas ou minerais através dos grupos
funcionais presentes nas moléculas, bem como a quantificagdo do composto analisado. Esta
analise baseia-se na medida da energia absorvida pela vibragdo ou rotacdo de cada uma das
ligacdes quimicas do material analisado. As frequéncias vibracionais ou rotacionais sao
previsiveis e correlaciondveis com as ligagdes quimicas que compdem a estrutura molecular,
permitindo a andlise de substancia pura ou em mistura (YOSHIDA ef al., 2011).

Os espectros do FTIR do AZT, do PLLA e das amostras L3, L5 e L9 obtidos sao
mostrados na Figura 20.

Tanto o espectro do AZT, quanto das amostras L3, L5 e L9, mostram a banda de
estiramento entre 3200-3500 cm™, que representa o intervalo do comprimento de onda
atribuido ao estiramento do O-H, uma banda em 2083 cm™ atribuida a0 C=N=N=N (grupo
azido), uma banda em 1683 cm’' atribuida a0 C=0, uma banda em 1380 cm™ atribuida ao
CH, e uma banda em 1281 ¢m™ atribuida ao C-O-C e ao C-OH. Os intervalos das bandas de
estiramento deste estudo foram comparaveis com os obtidos por Araijo e colaboradores
(2003) e Yoshida e colaboradores (2011). Estes resultados sugerem que os componentes das
formulacdes L3, L5 e L9 resultaram em dispersdes solidas, bem como estes componentes € o

processo de fabricacdo ndo afetaram a estrutura molecular do AZT.
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Figura 20: Espectros do FTIR do AZT, PPLA, L3, L5 e L9.
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6.3.5 Estudo, ex vivo, de permeacio intestinal por modelo SIIR

A permeacgdo intestinal das amostras foi avaliada utilizando o modelo de saco
intestinal invertido de rato (SIIR). Para minimizar o uso de animais no experimento foi
selecionada a amostra L3 a partir dos dados da caracterizagdo macroscopica (aspecto
particulado uniforme) e rendimento (91,54%). O ensaio avaliou a permeacao do AZT a partir
da amostra AZT:PLLA (L3) e comparou estes valores com a permeacao do AZT puro. A
Tabela 10 apresenta as concentragdes de AZT determinadas utilizando o modelo de saco
intestinal invertido de ratos.

Os dados de permeacdo intestinal cumulativa durante 60min mostraram que a amostra
L3 ¢ diferente do AZT puro quanto a permeagdo intestinal (Figura 21). Este resultado ¢é
apoiado pelos resultados dos testes de liberagdo de AZT a partir da amostra L3, em que foi
evidenciada uma liberacdo modificada do farmaco.

A permeabilidade do AZT a partir da amostra L3 (9,87 + 0,47 %) foi muito maior que
a do AZT puro (3,84 = 0,45 %) no meio interno (em contato com a membrana serosa) do
SIIR, sugerindo que a amostra obtida por processamento utilizando fluido supercritico
(processo SAS) favoreceu a permeagdo do AZT. Entretanto, a absor¢do do AZT depende da

sua caracteristica intrinseca de solubilidade e de permeabilidade (capacidade de difundir
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através da membrana apical lipofilica dos enterécitos, baseada no aparecimento do fArmaco

no lado seroso e desaparecimento do lado mucoso) no meio aquoso do limen intestinal.

Figura 21: Quantificagdo do AZT (%) nos meios interno e externo ao SIIR (n=6).
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Sabendo-se que o AZT ¢ tido como Classe III no Sistema de Classificagdo
Biofarmacéutico (AMIDON et al., 1995), sendo, portanto, de solubilidade alta e
permeabilidade baixa, ¢ relevante otimizar a permeabilidade do AZT.

A quantidade de AZT da amostra L3 (13,59 + 0,88 %) foi maior que a do AZT puro
(11,01 £ 1,19 %) no meio externo (em contato com a membrana serosa) ao SIIR (Figura 21).

Na avaliagdo in vitro da liberagdo de AZT das amostras foram observados que, no
periodo de 1 h do inicio do teste de dissolucao, foram liberados 67,36% + 2,254 de AZT a
partir de L3. Sendo assim, a quantificacdo do AZT, no meio interno e no meio exterior ao
SIIR, deve ser relacionada com a quantidade de AZT liberada pela amostra L3.

A permeabilidade do AZT da amostra L3 serd estudada posteriormente por um periodo
de tempo maior (10 h), no modelo SIIR, para gerar mais dados comparativos aos obtidos teste
de dissolucdo. Isto € necessario para confirmacdo de que a obtencdo das dispersdes solidas

favorece a permeacao intestinal de AZT.
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7 CONCLUSAO

O processo antissolvente supercritico (SAS) foi eficiente na obtengdo das dispersdes
solidas de AZT com PLLA.

Através do processo SAS a formulagdo L3 resultou em rendimento (91,54 %) e
aspecto macroscopico que justificou sua selecdo para caracterizagdo fisico-quimica e estudo
ex vivo de permeac¢do de intestinal.

A amostra L3 apresentou teor de AZT (58,76 %) elevado em relagdo as outras
formulagdes (L5 e L9) desta investigacdo. No processo SAS o AZT das dispersdes solidas
permaneceu na forma cristalina sugerida pelo MEV, DRX e DSC.

Pode ser sugerido que o processamento utilizando fluido supercritico como
antissolvente favorece a permeacao do AZT, pois permeabilidade do AZT a partir da amostra
L3 (9,87 £ 0,47 %) foi muito maior que a do AZT puro (3,84 = 0,45 %), porém sao
necessarios experimentos complementares com um maior periodo de tempo para melhor
correlagdo com os dados do teste de liberagdo de AZT a partir da amostra.

No processo SAS as propriedades quimicas do AZT, bem como pelos componentes

das formulacdes, nao foram alteradas.
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Resumo

A tecnologia de fluido supercritico tem sido alvo de muitas investigagdes farmacéuticas na
producdo de particulas hd quase 35 anos. Isto se deve as grandes vantagens que ela oferece em
relacdo a outras tecnologias atualmente utilizadas para o mesmo fim. Um breve historico ¢
apresentado, assim como uma classificacdo da tecnologia de fluido supercritico baseada no
papel que o fluido supercritico (dioxido de carbono) desempenha no processo e a utilizagao
desta tecnologia na obtengdo de particulas para a area farmacéutica.

Palavras-chave: Fluido supercritico, Tecnologia de fluido supercritico, Particulas

farmacéuticas, Gas carbonico supercritico.

Abstract

The supercritical fluid technology has been target of many pharmaceuticals investigations in
particles production for almost 35 years. This is due to the great advantages it offers over
others technologies currently used for the same purpose. A brief history is presented, as well
as the classification of supercritical technology based on the role that the supercritical fluid
(carbon dioxide) works in the process, and the use of this technology in particles production
for pharmaceutical field.

Keywords: Supercritical fluid, Supercritical fluid technology, Pharmaceutical Technology,

Supercritical Carbon Dioxide.

1 Introducao
Em 1822 o cientista francés Caignard de la Tour descobriu os fendmenos criticos (BERCHE,

HENKEL e KENNA, 2009) (a fase termodindmica nas condi¢des criticas de temperatura e
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pressdo apresenta uma fenomenologia bem caracteristica que a torna unica e diferente das
fases solida, liquida e gasosa) pela observagdo da mineralizagao natural.

A descoberta dos fenomenos criticos ¢ a base da tecnologia de fluido supercritico (FSC).
Embora o FSC seja conhecido desde o final do século XIX, o conceito basico de expansao
rapida de solugdes supercriticas (RESS) foi descrito pela primeira vez por Hannay ¢ Hogarth
(2), em um estudo da solubilidade de cloretos metéalicos em etanol supercritico para
compreender a mineralizagdao natural, observada por Caignard de la Tour (1), neste estudo os
autores relataram o grande poder de solvatacdo dos FSC. Porém, foi Worthy (3) que
direcionou o estudo dos FSC para otimizar a micromeritica de materiais organicos dificeis de
cominuir.

Por mais de cem anos a ampla variedade de técnicas, a limitagdo dos equipamentos e as
condicdes especificas para alcancar o estado supercritico dificultaram o avanco mais
acelerado das pesquisas cientificas nesta area (4).

O conceito de tecnologia de FSC segundo Jung e Perrut (5), foi melhor compreendido e
desenvolvido apos os trabalhos pioneiros de Krukonis (6) e, especialmente, pela divulgacao
das pesquisas do Instituto Battelle (7,8,9,10,11) que descreveram e modelaram padrao de
fluxo e processo de nucleacdo em condigdes supercriticas. Desde entdo, muitos métodos
utilizando esta tecnologia tém sido publicados e patenteados (7,11,12,13,14,15,16,17,18) para
purificagdo, extracao e obtengdo de particulas, entre outros.

Um solvente supercritico ¢ aquele que a certa temperatura e pressao ndo se condensa nem
evapora, ou seja, existe como um fluido (19). Isto acontece quando uma substancia ¢ elevada
acima de seus pontos criticos de temperatura e pressao, € passa para uma condi¢cao chamada
de “o estado fluido supercritico”. Nestas condi¢des, as densidades do liquido e do vapor sao
idénticas, e por esta razdo o menisco, na interface entre as duas fases, desaparece (20,21). A
Tabela 1 mostra as condi¢des criticas para alguns solventes.

Nas condigdes de FSC as substancias exibem propriedades fisicas que sdo intermediarias
entre os gases € os liquidos das mesmas. Assim, a densidade de um FSC pode ser alterada
pela variacdo da pressdo aplicada sobre o fluido. Quando o fluido ¢ comprimido a altas
temperaturas pode ter uma densidade que oscila entre aquelas exibidas pelos gases até valores
tipicos dos liquidos. Do mesmo modo, um FSC mantido a uma densidade relativamente alta
tem capacidade de dissolver uma variedade de materiais, exatamente como fazem os liquidos
convencionais, mas com o poder de penetraciao dos gases (22,23).

Entre as vantagens da tecnologia de FSC est4d o uso de intermedidrios ambientalmente mais

aceitaveis, como didoxido de carbono (CO;) e agua. O CO, ¢ o FSC mais utilizado em
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aplicagdes farmacéuticas, ndo apenas pelo custo, mas também pelas condigdes supercriticas
mais brandas, o que, por sua vez, possibilita o processamento de farmacos e outras matérias-

primas termolabeis (4).

Tabela 1: Condigdes criticas de alguns fluidos supercriticos.

Fluido supercritico | Férmula quimica | Tc (K) | Pc (MPa) | pc (g.mL™)
Nitrogénio N, 126,20* | 3,398" 0,312"
Metano CH, 190,60° | 4,610° 0,1627
Eteno (etileno) C,H, 282,50° [ 5,060° 02157
Xenbdnio Xe 289,74° [ 5.840° 1,100°
Trifluorometano CHF; 299,10° | 4,828° 0,525°¢
Clorotrifluorometano CCIF; 301,84° | 3,885°¢ -
Dioxido de carbono CO, 304,127 | 7,374¢ 0,469
Etano C,H, 305,30° | 4,900° 0,2037
Oxido nitroso N,O 309,56° | 7,238° 0,450
Fluorometano CH5F 317,40" 5,870" -
Propileno C;H, 365,20° | 4,610° 0,2321
Propano C;Hg 369,90° | 4,260° 0,217°
Hidroxido de amoénio NH,OH 405,40' | 11,350' -
n-Pentano CsHj, 469,80° | 3,360° 0,230
n-Hexano CeHyy 507,60 | 3,200° 0,232
Acetona C;HO 508,107 | 4,640" 0,278"
Isopropanol C;H;O 508,30° | 4,790’ 0,270¢
Metanol CH,O 513,00° | 8,100° 0,270
Etanol C,HO 514,00° | 6,300° 0,276"
Ciclohexano Ce¢Hi» 553,54" | 4,070°¢ 0,273 ¢
Benzeno CoHg 562,16' | 4,890°¢ 0,301
Tolueno C,H;s 591,79" | 4,100°¢ 0,300
Agua H,O 647,55 | 22,680% 0,322°

Os fluidos supercriticos, com suas respectivas féormulas quimicas, foram ordenados pela
temperatura critica (7c) em ordem crescente e respectivas pressdo critica (Pc) e densidade
critica (pc). Referéncias: * Weber (24); ® Jacobsen, Stewart e Jahangiri (25); ¢ NIST (26); d
Carrilho, Tavares e Langas (27); © Ohfaki, Umezono ¢ Katayama (28); f Reid, Prausnitz e
Poling (29); ¢ Yasuji, Takeuchi ¢ Kawashima (19); " Bominaar et al. (30); ' Brunner (31);
Green e Perry (32); “ Da Silva, De Lacerda e Jones Junior (33); ' Yaws (34) .

O CO; supercritico (SC-CO;) ¢ obtido na temperatura critica (7c) de 304,12 K e pressdo
critica (Pc) de 7,37 Mpa (19, 26, 27, 29), mas ha outras substancias (Tabela 1) que também

tém propriedades solventes interessantes no seu estado supercritico. Entretanto, por razdes de
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custo, toxicidade, inflamabilidade, perigo de explosdo e propriedades fisicas adversas
(condi¢des de Tc e Pc muito elevadas), sdo pouco usadas comercialmente (22).

Atualmente, a tecnologia de FSC ¢ uma alternativa para aplicagdo em tecnologia na liberacao
de farmacos, além de atender aos principios da quimica verde, cuja definicdo mais aceita ¢ “a
concepgdo, desenvolvimento e implementagdo de processos e produtos quimicos para reduzir

ou eliminar substancias perigosas para a saide humana e o ambiente” (35, 36).

2 Processos em tecnologia de FSC
A tecnologia FSC pode ser classificada em trés grandes categorias de acordo com sua
utiliza¢dao no processo. O FSC pode ser empregado (i) como solvente, (i) como antissolvente

e (1i1) processos que ndao dependem do poder solvente do CO».

2.1 FSC usado como solvente

Os processos que usam o FSC como solvente de insumos para gerar particulas solidas sao

representados pelas siglas RESS, RESOLV, RESAS, RESS-SC e SII.

2.1.1 Rapid Expansion of Supercritical Solutions (RESS)

O processo RESS vem sendo extensivamente investigado (37,38,39,40,41,42,43,44) e envolve
duas etapas, solubilizagdo seguido da formagao de particulas.

A obtencao de material particulado ocorre pela dissolu¢do do material no FSC para formar
uma solug¢do, e posteriormente esta mistura ¢ expandida e rapidamente despressurizada,
causando nucleagdo rapida e geracdo de particulas de tamanho submicrométricas (< 100 nm)

(45,46,47,48,40), como ilustrado pela Figura 1.

Figura 1: Diagrama esquematico do processo RESS.

CO:zsupercritico

Sdlido dissolvido em
CO: supercritico

Vaso de
extragdo

Soluto micronizado



64

A vantagem do processo RESS ¢ apresentar aplicacdes valiosas em escala comercial quando a
solubilidade do material ou produto no FSC (de preferéncia CO,) nio é muito pequena (>107
kg/kg ou fragio molar >10™). A aplicagio do processo RESS ¢ limitada para os compostos
apolares ou de baixa polaridade (49,50).

Porem, os insumos mais frequentemente utilizados para o desenvolvimento dos sistemas
particulados ndo sdo suficientemente soluveis em SC-CO; para tornar o processo de produgao
eficiente. Assim, muitas vezes € necessario modificar o processo RESS adicionando um

cossolvente organico (51,46) ou um cossolvente solido (52,53).

2.1.2 Rapid Expansion of a Supercritical Solution into a Liquid Solvent (RESOLYV)

Sun e colaboradores (54,55,56,57,58,59) fizeram uma modificacdo simples, mas significativa
no processo RESS, usando um liquido na extremidade de recepgdo da expansdo rapida
(RESOLV) (Figura 2). A modificacdo no sistema RESS foi desenvolvida para a produgao de
particulas em nanoescala. Tem sido demonstrado que o RESOLV pode ser empregado para a

nanonizacao de farmacos insoliveis em agua (60,61,59).

Figura 2: Diagrama esquematico do processo RESOLV.

CO:zsupercritico Solido dissolvido em

CO: supercritico

(G

e sélido Vaso de

expansao
com agua ou
solugdo
aquosa

Soluto micronizado

2.1.3 Rapid Expansion from Supercritical to Aqueous Solution (RESAS)

O sistema RESAS foi proposto por Young e colaboradores (62,63) (Figura 3) para superar o
problema de crescimento das particulas que ocorre no processo RESS. Pelos de célculos
teoricos, o processo RESS poderia formar particulas na escala de 20-50 nm. A incapacidade
do processo RESS de se aproximar do limite tedrico inferior estd, provavelmente, relacionada

ao crescimento das particulas durante as colisdes livres no jato de expansdo (64). Estas
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colisdes foram minimizadas no RESAS pela utilizada de bico co-axial (item B da Figura 3),
que modificou a forma de contato da solugao do fArmaco com o SC-CO,.

Para proporcionar a estabilizagdo contra o crescimento de particula resultante de colisdes no
jato de expansdo Young e colaboradores (63) utilizaram solugdo aquosa contendo
fosfolipidios, misturados com surfactante ndo-idnico para obter particulas submicrométricas

com razao elevada de carregamento de farmaco.

Figura 3: (A) Diagrama esquematico do processo RESAS e (B) forma do bico.
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2.1.4 Rapid Expansion of Supercritical Solution with Solid Cosolvents (RESS-SC)

No processo RESS-SC (Figura 4) a escolha do cossolvente solido ¢ muito importante, pois
este precisa favorecer a solubilidade do soluto em CO;. O cossolvente solido deve ter as
seguintes propriedades (52,53): (i) pressdo de vapor suficientemente elevada para a remogao
facil por sublimacao; (ii) s6lido nas condi¢des de saida de bicos (tipicamente -5 a 25 °C); (iii)
solubilidade apreciavel em SC-CO»; (iv) ndo-reativo com soluto desejado ou SC-COy; (v)
nao-inflamavel e nao téxico; (vi) barato.

O mentol ¢ um composto que preenche todos os requisitos de cossolvente s6lido. O seu ponto
de fusdo ¢ de 34-36 °C, com pressdo de vapor elevada, boa solubilidade em SC-CO, e ¢
amplamente utilizado em industrias farmacéuticas e alimenticias (53).

O processo RESS-SC ¢ dividido em trés partes, pré-extragcdo, extracdo e expansdo. Na pré-
extracdo o CO; ¢ pressurizado até a pressdo desejada. Na extragdo dois vasos cilindricos sdo
utilizados como coluna de extragcdo, um para o cossolvente solido e outro para o farmaco.
Ambos os vasos sdo mantidos a temperatura constante e a pressdo da secdo de extragdo ¢

monitorada. Na expansdo a temperatura ¢ controlada para ser menor que 5° C. Um filtro de 1a
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de vidro ¢ utilizado na extremidade da saida da cdmara de expansdo para reter as particulas

produzidas no processo (52).

Figura 4: Diagrama esquematico do processo RESS-SC.
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Fonte do esquema no bocal (a): Thakur e Gupta (2006b).

2.1.5 Supercritical Solvent Impregnation (SSI)

No processo SSI (Figura 5) o ativo farmacéutico ¢ transportado por um FSC e adsorvido em
um carreador poroso. Os polimeros podem ser impregnados através da dissolugdo do farmaco
em FSC e, na sequéncia, ocorre o contato resultante da mistura do fluido com as particulas de
polimeros. O interesse na impregnagdo de material polimérico por FSC decorre da
oportunidade para utilizar difusividade alta, tensdo superficial baixa e facilidade na

recuperagdo do solvente para preparacao de novos materiais poliméricos (65).
Figura 5: Diagrama esquematico do processo SSI.
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2.2 FSC usado como antissolvente

A aplicacdo do FSC como antissolvente ¢ uma alternativa a técnica de recristalizacdo para
processar solidos insoluveis no FSC. Este método explora a capacidade dos gases
dissolverem-se em liquidos organicos, diminuindo o “poder solvente” do solvente para os
componentes em solucdo, o que causa a precipitacdo dos sélidos dissolvidos (66,5,50).

Os processos que usam gas antissolvente (SAS; GAS; ASES; SAS-DEM; SAS-EM; SEDS;
ASAIS; PCA; SFEE) diferem na forma como ¢ obtido o contato entre a solucdo e o

antissolvente (66,5,67).

2.2.1 Supercritical AntiSolvent (SAS)

O processo denominado SAS esta baseado na diminuicdo da poténcia solvente de um solvente
organico polar, no qual o ativo farmacéutico e/ou polimero ¢ dissolvido. Na sequéncia, esta
solugdo saturada com o FSC provoca a precipitagdo e recristalizagdo do substrato de interesse.
Desta forma, o FSC ¢ utilizado para extrair o solvente desta solugao (68,48,5,50) (Figura 6).

O processo SAS ¢ facilmente escalonado e tem sido largamente estudado devido ao seu
potencial de produgdo de particulas micro e nanométricas, com controle do tamanho e da
morfologia de particulas (69,70,50).

O processo ¢ normalmente realizado a temperaturas que variam entre 308,15K e 333,15K,

sendo util quando compostos termolabeis precisam ser micronizados (71).

Figura 6: Diagrama esquematico do processo SAS.
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O processo SAS, com pequenas alteragdes, ¢ também conhecido como o sistema de extragdo
de aerossol solvente (ASES) ou precipitacdo com um antissolvente comprimido (PCA).
Nestas técnicas, um FSC atua como antissolvente para solugdes de polimero, tal como no
processo GAS, mas o mecanismo de contato ¢ diferente do que daquele utilizado no processo
GAS. O polimero ¢ dissolvido num solvente liquido e a solugdo ¢ pulverizada para uma
camara, em que FSC (antissolvente) ja existe, causando o rapido contato entre os dois meios.
Isto gera maior razdo de supersaturagcdo da solucdo, resultando em nucleacdo e crescimento
rapido e, consequentemente, originando particulas menores. Uma vantagem especial desta
técnica € a sua adaptabilidade para operacdes continuas, o que € importante para producao em

larga escala (72).

2.2.2 Gas Anti-Solvent (GAS)

O processo de recristalizagdo GAS ou GASR (Gas Anti-Solvent Recrystallization) foi
patenteado por Krukonis, Gallacher e Coffey (73) e apresentado como um método para a
recristalizacdo de materiais s6lidos a partir de sistemas compostos por um soluto, um solvente
liquido adequado e um componente gasoso solivel no solvente, cuja presenga faz com que o
solvente se aproxime ou atinja um estado sobressaturado, precipitando (recristalizando) o
soluto.

As propriedades do material recristalizado podem ser controladas pelos parametros adotados
no processo, entre eles, pressao, temperatura, tempo e fluxo de injecao de gés.

Um dos parametros chave do processo de cristalizagdo antissolvente ¢ a solubilidade do
composto de cristalizagdo no solvente organico (74). O processo GAS foi originalmente
projetado para recristalizar compostos que s@o insoluveis em FSC. O principio do processo de
GAS ¢ baseado na supersaturacdo da solugdo, induzido pelo contato da solugdo e o gas
antissolvente supercritico. O papel do antissolvente ¢ reduzir a solubilidade dos compostos
dissolvidos na solu¢do e promover a sobressaturacdo, a nucleacdo e o crescimento do cristal
(75,76,77).

No processo, apos a introdu¢do do gés antissolvente, os limites do fluido-sélidos e da fase
liquido-liquido sdo deslocados, respectivamente, para temperatura mais alta ou pressdes mais
elevadas. Como resultado, o sistema que foi inicialmente uma regido de fase homogénea
encontra-se numa regido de duas fases, que sofre separagdo, conduzindo a formacgdo das
particulas. Uma diferenga significativa entre os processos GAS e RESS ¢ que o processo
RESS trabalha com um sistema binario de polimero e FSC, enquanto que no processo GAS

temos um sistema ternario de polimero, solvente organico e gas antissolvente (78).
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Figura 7: Diagrama esquematico do processo GAS.
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A solubilidade estd diretamente relacionada com o poder dissolvente de um dado solvente

para o composto de cristalizagdo, que pode afetar o grau de sobressaturacao e da razao de
nucleacao quando o antissolvente ¢ adicionado a soluc¢do. A solubilidade de um soluto num
solvente particular ¢ determinada pelas propriedades fisico-quimicas do soluto e do solvente,

tais como, momento de dipolo, constante dielétrica e coeficiente de solubilidade (79).

2.2.3 Aerosol Solvent Extraction System (ASES)

Miiller e Fischer (80) patentearam o processo ASES que utiliza as propriedades de extragao
de solventes organicos dos gases supercriticos. O CO; liquido ¢ introduzido em um
condensador arrefecido e ¢ bombeado através de um aquecedor para uma coluna de alta
pressdo, a temperatura da coluna pode ser ajustada com outro aquecedor e ¢ controlada por
um termoelemento, no meio da coluna a pressdo ¢ regulada por uma valvula magnética
controlada por um mandmetro de pressao. Nestas condigdes o CO; ¢ expandido em condigdes
subcriticas para dentro do recipiente de separacdo, onde se evapora e ¢ transferido para o
condensador, onde ¢ novamente liquefeito (81) (Figura 8).

Durante o tempo de pulverizagdo ¢ possivel trabalhar com CO> em corrente continua ou em
fase estatica. Para produzir microparticulas, firmaco e polimero sdo dissolvidos ou dispersos
num solvente organico e pulverizados através de um bico de atomizacdo como goticulas finas
dentro da coluna com SC-CO,. O solvente organico soluvel no SC-CO; ¢ extraido, levando a

formagdo das microparticulas.
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A dissolugdo do FSC nas goticulas de liquido atomizado ¢ acompanhada por uma grande
expansao de volume e, por consequéncia, uma reducdo do poder solvente do liquido, fazendo
com que haja supersaturacdo e formacao de microparticulas, submicroparticulas e lipossomas

uniformes (81,82,83).

Figura 8: Diagrama esquematico do processo ASES.
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Muitas variantes da técnica ASES foram propostas a fim de controlar a morfologia e o
tamanho das particulas pelo uso bicos especiais. A preparagdo de particulas finas para
administracdo pulmonar abre um futuro para “engenharia” de novos tipos de materiais.
Nanoparticulas (50-500 nm), microparticulas (500-5000 nm) ou “nanobaldes” ocos (5-50um),
possibilitaram um aumento muito significativo na biodisponibilidade de farmacos pouco
soluveis em agua ou preparagdo de microesferas com farmacos para liberacdo sustentada

(84,50).

2.2.4 SAS-Drug Excipient Mixing (SAS-DEM)

No processo SAS-DEM as particulas do farmaco sao precipitadas em SC-CO; para dentro de
um vaso coletor. Neste processo as particulas do excipiente sdo suspensas juntamente com o

farmaco, sob agita¢do continua. As particulas podem ser facilmente ressuspendidas em SC-

CO; devido a densidade alta do fluido (85,86).
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Figura 9: Diagrama esquematico do processo SAS-DEM.
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2.2.5 Supercritical Antisolvent with Enhanced Mass Transfer (SAS-EM)

A principal modificagdo na técnica em relagdo ao SAS ¢ a utilizacdo de uma superficie de
deflexdo, que vibra a uma frequéncia ultrassonica capaz de atomizar a solugdo injetada no
sistema em micro gotas. O campo de ultrassom gerado pela superficie do funil no vaso coletor
proporciona um componente de velocidade perpendicular a superficie do funil, que aumenta a
turbuléncia e a mistura na fase supercritica resultando numa transferéncia alta de massa entre
a solucdo e o gas antissolvente. O efeito combinado da mistura rapida origina particulas 10
vezes menores que aquelas obtidas a partir do processo SAS (CHATTOPADHYAY; GUPTA,
2001).

O processo SAS-EM foi proposto por Gupta e Chattopadhyay em 2000 e patenteada em 2003
(87,88,16). O aumento da transferéncia de massa do sistema ¢ utilizado para fabricar

particulas nas dimensdes nano e micrométricas, com polidispersidade baixa.
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Figura 10: Diagrama esquematico do processo SAS-EM.
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2.2.6 Solution Enhanced Dispersion with Supercritical fluid (SEDS)

No processo SEDS o FSC ¢ usado como agente antissolvente para solugdes de polimero e
agentes de dispersdao. O processo SEDS ¢ semelhante ao processo SAS. No entanto, o
desenho do bico injetor de ambos os processos ¢ diferente. O bico injetor SEDS apresenta
uma concepg¢ao coaxial com uma extensdao de mistura que melhorar a transferéncia de massa e
na liberagao simultanea da mistura (89).

O processo SEDS apresenta trés caracteristicas principais (90): (i) a solugdo e o FSC sdo co-
introduzida num jato com a alta velocidade, (ii) o fluxo turbulento de FSC acelera os
processos de formagdo tanto de mistura quanto de particulas, (iii) a composi¢ao do solvente e
do material de FSC precipitante no fluxo do jato, ¢ fixo a partir do ponto inicial de mistura,
proporcionando condi¢des de formagdo de particulas em processo uniforme e continuo.

O processo SEDS também envolve a aplicagdo da solu¢do organica em SC-CO, para
precipitar o soluto. Neste processo, o0 CO; ¢ liquefeito através do sistema de arrefecimento e
em seguida bombeado para dentro do vaso de precipitagdo através duto externo do bico
coaxial. A pressdo do vaso ¢ regulada e quando a taxa de fluxo de SC-CO,, atinge os valores
desejados, a solugdo do farmaco ¢ liberada no vaso de precipitagdo através do duto interno do
bico coaxial (91,92,93,94,95).

No processo SEDS ¢ importante considerar os diferentes aspectos tedricos e experimentais,

tais como equilibrio de fases, cinética de nucleacdo, dindmica do fluido e transferéncia de
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massa (96,97). Neste processo, o comportamento de fase do sistema soélido-solvente-
antissolvente deve ser conhecido para determinar as condi¢des da mistura, as quais podem ser

monofasica (fase supercritica) ou binaria (liquido-vapor) (98,99).

Figura 11: Diagrama esquematico de fluxo do processo SEDS.
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Fonte do desenho do bocal: Tabernero, Valle e Galan (94).

2.2.7 Atomization of Supercritical Antisolvent Induced Suspensions (ASAIS)

No processo ASAIS, o FSC ¢ usado como agente antissolvente e agente de dispersao.
Rodrigues e colaboradores (100) desenvolveram o processo ASAIS, que ¢ caracterizado pela
dissolucao in-line do antissolvente (CO»).

O CO; ¢ misturado com a solugdo de soluto contida num misturador de pequeno volume,
localizado antes do orificio do bico injetor, estas condi¢cdes causam a precipitacdo dos solutos
(Figura 12). A suspensdo gerada ¢ entdo tratada por spray-dried para a separacdo de solvente.
Em comparacdo com outras técnicas produtoras de particula, esta modificacdo da técnica
permite um controle mais eficaz do processo antissolvente. Nestas condigdes, o volume do
vaso precipitador de alta pressdo pode ser reduzido em varias ordens de magnitude.

Fonte dos detalhes do bocal: Rodrigues e colaboradores (100).

2.2.8 Precipitation with Compressed Antisolvents (PCA)

No processo PCA o FSC ¢ usado como antissolvente e agente de dispersdao. O farmaco ¢
primeiramente dissolvido em solvente organico e em seguida a solu¢do ¢ pulverizada para
dentro do vaso contendo SC-CO;. O solvente orgénico dissolve no CO, e o farmaco precipita
na forma de microparticulas (101).

A fim de controlar a cinética da transi¢do de fase e produzir distribui¢ao uniforme do tamanho

de particula duas condi¢cdes devem ser satisfeitas. Primeiro, deve haver condi¢cdes uniformes
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dentro do meio de nucleagdo, que pode ser realizada por mistura perfeita do fluido resultando
em um nivel de supersaturagdo unico e numa taxa de nucleacdo homogénea. Em segundo,
cada nucleo critico formado deve ser submetido & mesma quantidade de tempo para o

crescimento das particulas.

Figura 12: Diagrama esquematico de fluxo do processo ASAIS.
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Figura 13: Diagrama esquematico de fluxo do processo PCA.
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Variagdes nos tempos de permanéncia das particulas resultam em polidispersidade, devido a
diferentes tempos de crescimento da particula apds a nucleagdo priméria. A concepcio do
bico injetor como caracteristica chave deste processo foi descrita por Jamer e colaboradores
(2003) como uma combina¢do unica de um atomizador pressurizado com bocal normal e um

atomizador pressurizado redemoinho.
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2.2.9 Supercritical Fluid Extraction of Emulsions (SFEE)

No processo SFEE o FSC ¢ usado como antissolvente e agente de dispersdo e produz
suspensdo nanoparticulada de farmaco (102,46).

A tecnologia SFEE combina as vantagens da utilizagdo de emulsdo com o processo de
extragdo continuo por FSC, controlando o tamanho e as propriedades de superficie das
particulas.

Uma vez que os principais pardmetros de controle sdo as propriedades fisicas da emulsdo, e
nao as caracteristicas dos farmacos, cuidados no desenvolvimento da formulacdo devem ser

adotados para garantir uma emulsdo estavel (19).

Figura 14: Diagrama esquematico de fluxo do processo SFEE.
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2.3 Processos que nio dependem do poder solvente do CO;

Esta categoria compreende todas as operagdes que ndo dependem da poténcia solvente do
CO;,. No entanto, obtém vantagens da expansdo de volume grande e do efeito de
arrefecimento produzido quando o CO, ¢é despressurizado, isto ¢, passa das condigdes de

operacdo para a pressdo ambiente.

2.3.1 Particles from Gas Saturated Solutions (PGSS)

Weidner, Knez, Novak (103) patentearam o processo PGSS no qual FSC exerce a fungdo de
co-soluto. Este processo consiste na dissolugdo do gas comprimido em um material fundido

dentro de um reator sob alta pressdo e agitacao até que a saturagdo do sistema seja alcangada.
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A solucdo formada pelo gas saturado, contendo entre 5-50 % de gas comprimido ¢ expandida
através de um bico injetor (Figura 15). As particulas solidas sdo formadas devido a reducao
extremamente rapida da temperatura causada pela expansdo do fluido. Este fendmeno ¢
conhecido comumente como efeito Joule-Thomson (104,48).

O processo PGSS oferece perspectivas muito promissoras de desenvolvimento industrial, no
qual o SC-CO» é usado como um agente de redugio de viscosidade (45). E de conhecimento
que um aumento na viscosidade e uma distribuicdo de tamanho desigual de um material de
revestimento levam a formacao de particulas com polidespersidade (46).

As vantagens das técnicas baseadas especialmente em SAS e PGSS sdo a produgdo de nano

ou microparticulas esféricas com superficies lisas € com distribui¢ao de tamanho estreita (48).

Figura 15: Diagrama esquematico de fluxo dos processos PGSS.
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2.3.2 PGSS drying

Em uma abordagem diferente chamada PGSS drying (105), onde o FSC exerce a funcdo de
co-soluto e gas propelente (106), as particulas ndo precisam ser secas por meio de um fluxo de
N; aquecido como nos processos CAN-BD e SAA. Neste caso, o solvente ¢ removido a partir
da torre de pulverizagdo junto com o gas. Devido as temperaturas baixas (30-60 °C) um po de
fluxo livre precipita em uma atmosfera livre de oxigénio, o que € particularmente importante
no processamento de substancias sensiveis a oxidacao (105,106).

Como no processo PGSS a solucdo liquida a ser seca ¢ intensamente misturada com SC-CO»,
utilizando misturador estatico a temperatura e pressdo desejadas. No entanto, nesta fase, ndo

obstante a dissolucdo de CO; na solucdo, uma quantidade consideravel do solvente ¢
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removida pelo gas. Esta mistura bifasica ¢ entdo pulverizada através de um bico injetor para a
torre de pulverizagdo, onde goticulas finas sdo formadas devido a expansdo de CO, Além
disso, a evaporagdo do solvente residual ocorre devido as condi¢des pré-selecionadas de
temperatura na coluna de pulverizacao (107).

Para atingir esta fase gasosa homogénea, a temperatura pds-expansao deve ser maior do que o

ponto de orvalho dos gases do sistema binario (108,109).

Figura 16: Diagrama esquematico de fluxo do processo PGSS-drying.
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2.3.3 Concentrated Powder Form (CPF)

Em 1997, o processo Concentrated Powder Form (CPF) foi proposto por Weidner e
colaboradores (110,111) para a geracao de pos secos, de fluxo livre a partir de dispersdes
contendo um teor elevado de liquidos.

O liquido a ser transformado em po6 entra em contato com o gés pressurizado e ¢ expandido
através do bico injetor formando goticulas de liquido dispersas. Um carreador s6lido, com
propriedade absorvente, ¢ injetado para dentro do pulverizador por meio de um gés inerte,
para facilitar o processo de secagem. O gés em expansdo provoca uma zona de turbuléncia
elevada em que as goticulas e carreador solido sdo intensamente misturados. Nessas

condigdes o carreador ¢ aglomerado pelas goticulas do liquido (107).
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Quando a coluna de pulverizagdo ¢ suficientemente alta, os aglomerados sdo formados antes
de chegar ao fundo ou na parede. Mesmo contendo 90 % (m/m) ou mais de liquido, os
aglomerados sdo retirados continuamente a partir do fundo da coluna de pulverizacao (107).

O processo CPF foi aplicado a mais de 100 liquidos e aproximadamente 60 carreadores
solidos diferentes (112,113). As propriedades dos aglomerados dependem fortemente das
propriedades do carreador e do liquido, tais como, composi¢do quimica e fisica. A absor¢ao
de liquidos pelos carreadores tem sido investigada em detalhes do ponto de vista tedrico e

experimental (114,115).

Figura 17: Diagrama esquematico de fluxo do processo CPF”.
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Um procedimento para selecionar o carreador adequado foi desenvolvido por Otto, Griiner e
Weinreich (116). A densidade do carreador ¢ um parametro quantitativo adequado para
correlacionar as experiéncias sobre absorcdo do liquido. A silica altamente dispersa, com
densidade aparente de 50 kg.m'3 pode se ligar a mais de 90 % da massa de liquido, enquanto
que a silica com densidade aparente de 200 kg.m'3, pode se ligar somente a 60 % em massa
(116,117).

Outras propriedades do produto, correlacionadas com os parametros do processo sdo: (i) o
efeito Joule-Thomson na coluna de pulverizagdo; (ii) os gases inertes aplicados sem
oxigenacao na coluna de pulverizagdo e (iii) os produtos selecionados (gorduras insaturadas)
versus estabilidade (117). Outros parametros, tais como, 0S processos que ocorrem no
misturador estatico, formagdo de gotas, processo pulverizacdo e aglomeragdo na coluna e o
desenvolvimento das propriedades do produto durante o armazenamento de longo prazo

(stress) precisam ser melhor estudados (107).
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2.3.4 Continuous Powder Coating Spraying Process (CPCSP)

O CPCSP ¢ outro processo derivado do PGSS proposto por Weidner e colaboradores (1999)
como uma técnica alternativa para revestimento de pds (118).

A técnica de revestimento convencional envolve tratamentos em temperaturas elevadas, bem
como, tempos longos de residéncia, os quais podem causar reacdo de degradagdo prematura
do material revestido (119).

No CPCSP o ligante e o solidificador sao fundidos em recipientes separados para evitar a
reacdo prematura dos polimeros. Ambos os componentes sdo fundidos em misturador estético
e homogeneizados com CO, comprimido, neste caso o gas denso tem a fungdo de soluto.
Devido a dissolugao do CO», o ponto de fusdao da mistura diminui e, assim, ¢ possivel realizar
homogeneizagdo a temperaturas muito baixas, utilizando tempos de residéncia muito curtos
evitando a reagdo de degradagdo. A solucdo formada no misturador ¢ expandida por meio de
um bico injetor para dentro da coluna de pulverizag¢ao, promovendo a expansao do volume de
COa,. Consequente a reducdo drastica de temperatura um revestimento em po6 fino ¢ formado.
O gés ¢ retirado da coluna de pulverizacao e por meio de ciclone e de filtragem as particulas

finas sdo separadas dos gases (119).

Figura 18: Diagrama esquematico de fluxo do processo CPFSP.

CO:
supercritico

Material de fusao do
componente endurecedor

Material de fusao do
componente de ligagéo

2.3.5 Supercritical Enhanced Atomization (SEA)

O processo SEA (Figura 19) explora basicamente o melhoramento da atomizagdo do CO; no

processo de secagem por aspersdo. O efeito esta baseado na capacidade dos FSC aprimorar a
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dissolucdo dos jatos de liquido em gotas finas quando despressurizado, simultaneamente, com

solugdes liquidas (120).

Figura 19: Diagrama esquematico de fluxo do processo SEA.
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Fonte dos detalhes do bocal: Padrela e colaboradores (2010)

2.3.6 Supercritical fluid-Assisted Atomization (SAA)

O SAA foi descrito por varios investigadores (121,122,123,124,125,126) como um processo
onde o SC-CO; e uma solucao do farmaco em agua ou solvente organico, sao injetados para
dentro de um vaso precipitador mantido em condi¢des proximas da pressao atmosférica. As
particulas sdao obtidas apos a evaporagdo das goticulas em atmosfera de nitrogénio aquecido
(Figura 20).

No processo SAA um misturador de alta pressao ¢ usado para obter uma solubilizagao
continua de quase-equilibrio da solucdo liquida no SC-CO,. A solucdo formada entra
rapidamente em contato com o misturador de alta pressao e ¢ imediatamente atomizado para o
interior do precipitador mantido a pressao atmosférica (126).

A atomizacdo para o interior do precipitador ocorre em duas etapas: as goticulas da solucao
liquida na saida do injetor sdo subdivididas em goticulas secundarias devido & expansdo SC-
COa,. Este processo foi utilizado como alternativa para melhorar a micronizagdo de fArmacos

(126).

2.3.7 Carbon Dioxide Assisted Nebulization with a Bubble Dryer (CAN-BD)

O SAA deu origem ao processo CAN-BD patenteado por Sievers, Sellers e Carpenter (125).
O CAN-BD demonstrou ter ampla aplicabilidade para molécula pequena e macromolécula,
incluindo proteinas terapéuticas, para obtencdo de pos secos suficientemente finos para ser

inalado e alcancar o pulmao (127). Neste processo, o farmaco, dissolvido em dgua ou élcool
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(ou ambos), ¢ misturado intimamente com CO; quase-critico ou supercritico em um pequeno
tubo no formato de um ‘T’. As microbolhas e microgoticulas formadas sdo descomprimidas
em uma camara de baixa temperatura de secagem, em ambiente de nitrogénio, onde a névoa
de aerossol seca em poucos segundos. Para uma camara com capacidade de 750 mL o tempo
de residéncia das particulas no interior da camara de secagem (25-80 °C) ¢ inferior a 3 s
(128,129,130).

As principais vantagens deste processo sdo maior estabilidade para farmacos termicamente
labeis, a polidispersidade baixa e granulometria adequada para a liberacdo pulmonar nos

alvéolos.

Figura 20: Diagrama esquematico de fluxo do processo SAA.
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2.3.8 Depressurization of an Expanded Liquid Organic Solution (DELOS)

O processo DELOS ¢ um processo de etapa unica, sendo empregado na produgdo direta de
particulas cristalinas micro- ou submicrométricas. A solu¢do organica previamente expandida
como um fluido comprimido promove, quando despressurizada, uma reducdo rapida e
homogénea da temperatura. Através deste processo DELOS, ¢ possivel alcangar a redugdo de
tamanho de diferentes tipos de compostos organicos que sao de dificil pulverizagao por meio
de técnicas convencionais (131).

Neste processo patenteado por Ventosa e colaboradores (132) o papel do FSC ¢ produzir um
subarrefecimento homogéneo da solucdo causando a precipitagdo de particulas sélidas. O
processo DELOS difere das técnicas de cristalizagdao nas quais o FSC age como cossolvente

da solugdo organica do soluto a ser cristalizado.

Figura 22: Diagrama esquematico de fluxo do processo DELOS.
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O processo DELOS compreende trés etapas: (i) dissolucdo do soluto no solvente, a pressao
atmosférica e temperatura ambiente para formar solucdo concentrada inferior ao limite de
saturagdo; (ii) adicdo de FSC (CO;) na solugdo organica para obter uma solucdo liquida
expandida na temperatura e pressdo de trabalho contendo uma fragdo molar conhecida do
FSC. A concentracdo de soluto nesta etapa deve ficar abaixo do limite de saturacdo na mistura
expandida do solvente e do FSC; (iii) a reducdo rapida da pressdo da solugdo expandida, a

partir da pressdo atmosférica de trabalho (133).
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Como consequéncia, ocorre um aumento pronunciado e homogéneo da razdo de
supersaturagdo e¢ o fendémeno de nucleacdo ocorre causando a precipitacdo de particulas
cristalinas micro ou submicrométrica com baixa polidispersidade.

A Tabela 2 mostra as subdivisdes da tecnologia de FSC e foi sistematizado para apontar as
categorias, 0s nomes € os tipos dos processos, 0 uso ou ndo de solvente organico os principais

fatores criticos e a granulometria das particulas que podem ser produzidas.

3 Aplicacées farmacéuticas da tecnologia de FSC nos processos de formaciao de
particula
A tecnologia de FSC oferece oportunidades promissoras para produzir e modificar

substancias, com potencial para simplificar os processos de producdo na industria
farmacéutica, através de procedimentos unitdrios para producao de particulas ou matérias-
primas micronizadas (141,84) ou sistemas nanoestruturados para liberacdo de farmacos
(142,23,19).

A tecnologia de FSC tem potencial para enfrentar os desafios dos processos de
desenvolvimento de produtos farmacéuticos para o século 21 (141). A qual emerge como uma
alternativa promissora a maioria das técnicas existentes para formacao de particulas, tais
como, freeze-drying, spray-drying e precipitagao.

A tecnologia de FSC envolve o crescimento das particulas de forma controlada para obter
morfologia e escala granulométrica de tamanho previamente determinado, sem necessidade de
tratamentos posteriores (143,5).

Na formagao de particulas, os estudos apresentados na Tabela 3 tém como objetivos alterar as
caracteristicas de superficie, tamanho e forma (143,144,23,19). No entanto, os processos de
formacdo de micro e nanoparticulas e a otimizacdo das propriedades fisico-quimicas de
farmacos, baseado no principio do uso de fluido, em condigdes supercriticas, com propriedade
solvente ou antissolvente, tém sido utilizados de forma isolada.

Na otimizacdo das propriedades fisico-quimicas dos ativos farmacéuticos, os objetivos tem
sido alterar as propriedades do estado solido de cristalino para amorfo, controlar o
polimorfismo, reduzir a granulometria e melhorar a solubilidade em 4agua de farmacos pouco

solaveis.
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Tabela 2: Categoria do SC-CO,, nome do processo que utiliza FSC, uso de solvente organico,
tipo de processo, fatores criticos no processo e tipos de particulas produzidas no
desenvolvimento farmacéutico.

Categoria Nome do Solvente Fatores Tipo de particulas A
A s Processo A . Referéncia
do FSC processo orginico criticos produzidas
Micro ou
Q RESS Nao Continuo a,b,c,d nanoparticulas e (6,41)
§ particulas compostas
3 RESOLV Nao Continuo 2, be’ Cf’ d, Nanoparticulas (108)
] 5
g RESAS Nao Continuo a,b,c Nanoparticulas (62,63)
(]
) RESS-SC Nao Descontinuo 3 b,.c, h, Nanoparticulas (52,53,134)
®) ou CSS i
@) ab.ch Particulas de polimero
«» SSI Nao Descontinuo ’ ’i > impregnada com (65)
farmaco
Micro ou
SAS Sim Semicontinuo a,i,j nanoparticulas e (135,136,137,49,71)
particulas compostas
Micro ou
GAS Sim Continuo a,i,j nanoparticulas e (138,139)
particulas compostas
P ab.c i Micro ou
g ASES Sim Semicontinuo > nanoparticulas e (80)
% J particulas compostas
4 Micro ou
E SAS-DEM Sim Semicontinuo a,i,j, m nanoparticulas (85,86)
g compostas
3 SAS-EM Sim Semicontinuo | b, f,j Nanoparticulas ou (87,88,140)
S nano-flakes
Q SEDS Sim Semicontinuo | a,b,c,1,]j M{cropartlculas ¢ (89)
8 particulas compostas
ASAIS Sim Semicontinuo | a,c,ij | _‘icroparticulase (100)
particulas compostas
Micro ou
PCA Sim Continuo b, j nanoparticulas e (101)
particulas compostas
SFEE Sim Continuo | a,f,i,j Microparticulas ¢ (19)
particulas compostas
. Micro ou
PGSS Nao Contmuf) ou c,n nanoparticulas e (103)
Descontinuo .
particulas compostas
Pos secos, de fluxo
o « CPF Sim Continuo b, fj livre e com teor (110)
= O , .
£ O elevado de liquidos
5] ;
= % CPCSP Néo Continuoou | " . Pés revestidos (119)
o o Descontinuo
573 Agua e/ou Nanoparticulas e
<8 CAN-BD s Continuo b,c,e Anop (129)
g alcool particulas compostas
s > — - ;
18 SAA Sim Continuo ¢&LJ Microparticulas e (49)
g 5 n, o particulas compostas
573 ~ , .. Microparticulas e
=Js
A & SEA Nao Continuo c 1, particulas compostas (120)
EGSS Sim Continuo f,1,0 Microparticulas (105,109,108)
rymg
DELOS Sim Descontinuo | & &M Micro ou (133)
i nanoparticulas

*Fatores do FSC para producdo de particulas: (a) solubilidade do material no FSC, (b) condi¢des da pré-expansdo, (c)
dispositivo de pulverizagdo, (d) agregacdo do material particulado, (e) tipo de solvente, (f) escolha do agente plasticizacio,
(g) propriedade de difusdo, (h) propriedades eutéticas, (i) extragdo solvente, (j) transferéncia de massa, (1) viscosidade, (m)
propriedades do material de suporte e do liquido, (n) concentragdo da solugdo liquida, (0) escolha da temperatura.
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O processo para obter tamanho e morfologia desejados das particulas ¢ determinado por dois
mecanismos, evaporacao do solvente para a fase antissolvente e difusdo do antissolvente na
forma de pequenas gotas. No caso das preparagoes de dispersdes solidas para melhorar a
solubilidade de farmacos pouco soliiveis em agua, os polimeros hidrofilicos ou substancias
mais hidrossoliveis sdo utilizados como intermediarios (145,146,147). As caracteristicas do
estado s6lido podem ser influenciadas pelos mesmos fatores e pela presenga do intermedidrio
(145). Em ambos os casos a densidade do CO,, que ¢ influenciada pela temperatura e pressao
em condi¢des supercriticas, tem papel importante na transferéncia de massa entre o solvente
organico e o CO,, durante a formagao das particulas ou da dispersao solida (148).

Knez e Weidner (67), em um artigo de revisdo sobre modelagem e formacao de particulas
usando FSC, descreveram que o maior desafio tecnoldgico, no uso do FSC ¢ garantir a
miscibilidade completa do solvente com o FSC. A garantia desta intera¢do plena entre FSC e
o solvente depende da polaridade final da solugdo, da temperatura critica e pressao critica do
sistema.

Na industria farmacéutica, especialmente para a formulacdo de moléculas hidrofobicas e
hidrofilicas, incluindo as biomoléculas (50), as particulas finas uniformes com variagdo
estreita de tamanho sdo de grande interesse. Entre os muitos processos, utilizando a tecnologia
de FSC, para a formagdo de particulas finas estdo incluidos: RESS, RESOLV, RESAS,
RESS-SC, SSI, SAS, GAS, ASES, SAS-DEM, SAS-EM, SEDS, ASAIS, PCA, SFEE, PGSS,
CPF, CPF-SP, SAA, SEA, PGSS-drying e DELOS (67,149,150,141,48,104,20,84,50,19).
Entre as varias aplicagdes para formagao de particula através de FSC, a micronizagao, a co-
precipitacdo e o encapsulamento ou revestimento serdo discutidos a seguir considerando a

influéncia do SC-CO; no processo.

3.1 Micronizacao

A micronizagdo ou redugdo granulométrica nos processos farmacéuticos ¢ usada para
aumentar a area de superficie das particulas, melhorar a velocidade de dissolu¢do do farmaco,
manter uma distribui¢do média de tamanho das particulas e, consequentemente, obtencao de

mistura homogénea para a produgdo de formas farmacéuticas solidas.

3.1.1 Micronizag¢do por processos empregando SC-CO; como solvente

As solugdes saturadas de particulas no CO; constituem um dos métodos para processamento

em alta pressdo, a qual tem sido usada para a microniza¢do de farmacos pouco soliveis ou
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insoluveis em agua (50,107). A precipitagdo a partir de solugdes supercriticas em RESS e
PGSS sao exemplos de processos que empregam o SC-CO; como solvente.

Shinozaki e colaboradores (151) e Moribe e colaboradores (152) investigaram o efeito das
condigoes de extracdo do processo RESS sobre a reducdo de tamanho de particula e
transformagdo polimorfica do barbital e da tolbutamida, e de outros principios ativos
farmacéuticos por cristalizagdo sem uso de solventes organicos (RESS e PGSS).

A pressdao e a temperatura aplicadas ao SC-CO» na investigacdo de Moribe e colaboradores
(152) influenciaram no polimorfismo das particulas micronizadas de fenilbutazona.
Empregando o processo RESS, estes pesquisadores obtivem particulas da forma cristalina
meta-estavel de fenilbutazona (forma ), e estas mostraram melhor dispersibilidade e
molhabilidade em agua.

A ciclosporina A foi escolhida como firmaco de interesse por Tandya, Dehghani e Foster
(153). O ponto de fusdo da ciclosporina diminuiu de 150 °C para 25 °C, quando exposta ao
CO em pressao elevada (55 bar). A ciclosporina micronizada foi produzida com sucesso tanto
por processo RESS quanto por PGSS. Apo6s micronizacdo, o tamanho médio de particula de
ciclosporina precipitada por ambas as técnicas foi menor que 1um, o qual estd relacionado
com uma reducdo de 97% em comparagdo com a ciclosporina ndo transformada. Nenhuma
mudanca significativa na morfologia e tamanho das particulas foi observada em relacao a
temperatura de extragdo e pressao de pré-expansao, enquanto que um aumento no didmetro do
bico injetor resultou num ligeiro aumento na dimensao das particulas e diminui¢ao no grau de
agregacao.

Hezave e Esmaeilzadeh (154) investigaram a importante influéncia da configura¢do do bico
injetor no processo RESS e o efeito sobre o tamanho e morfologia das particulas precipitadas.
Neste estudo foi investigado o efeito de outros parametros, incluindo a pressdo de extracao
(140-220 bar), temperatura de extragao (313-333 K), distancia de pulverizagdo (1-10 cm) e
temperatura de pré-expansdo (363-423 K) no tamanho e morfologia das particulas
precipitadas de dcido mefenamico. As imagens SEM mostraram que as particulas precipitadas
tiveram ligeira modificagdo na morfologia. O aumento da temperatura de pré-expansao, o
aumento no comprimento do bico injetor e na distancia de pulverizagdo aumentou o tamanho
médio das particulas precipitadas. O tamanho das particulas aumentou com o aumento do
diametro do bico injetor na temperatura de extracdo de 333 K, enquanto esta tendéncia ndo foi

observada para o diametro do bico injetor na temperatura de extracdo de 313 K.



87

3.1.2 Micronizacio por processos empregando SC-CQO, como antissolvente

Lobo e colaboradores (155) sugeriram possiveis vantagens da budesonida obtida pelo
processo SEDS sobre a budesonida micronizada ou esferonizada para liberagao passiva do pd
seco em inaladores. Como tal, SEDS pode ser utilizado para melhorar o fluxo e desempenho
da quantidade relativa de pd, carregado em capsula, que deixa o dispositivo de inalagdo. Além
de proporcionar caracteristicas vantajosas do estado so6lido, tais como a pureza cristalografica,
selecdo do tipo de polimorfo e minimizagdo de energia alta dos sitios amorfos. O processo
SEDS pode ser particularmente util na formula¢do de farmacos termolabeis ou moléculas

dificeis de processar, para as quais outros métodos de processamento podem falhar.

3.1.3 Micronizacio por processos que nao dependem do poder solvente do SC-CO,

A tecnologia de cristalizagio por fluido supercritico (SFC; Supercritical Fluid
Crystallization) tém ganhado atencdo crescente na industria farmacéutica devido sua
capacidade e versatilidade de produzir microparticulas finas por especificacdes pré-
determinadas. De um modo geral, a tecnologia SFC pode ser dividida em duas categorias: (1)
precipitacdo a partir de solugdes supercriticas, por exemplo, nos processos RESS e PGSS; (ii)
precipitacao usando fluidos supercriticos como nao-solvente ou antissolvente, por exemplo,
nos processos GAS, SAS, PCA, ASES ou SEDS (10).

A recristalizagdo dos produtos farmacéuticos na tecnologia de FSC utiliza a sobressaturagao
como for¢a motriz para a formagao de particulas, que € o mesmo da cristalizacao tradicional;
no processo antissolvente supercritico (SAS), o poder de solubilizacdo de um solvente ¢
diminuido por adi¢do de um FSC como um antissolvente no qual o soluto ¢ insoluvel (156).

A nucleagdo e, consequentemente, o crescimento dos cristais a partir do sistema soluto-
solvente organico-antissolvente sdao regulados pela difusdo do antissolvente na fase organica e

evaporacao do solvente organico na fase de antissolvente (156).

3.1.4 Micronizac¢io por processos empregando SC-CO; como cossoluto

O processo CAN-BD pode secar e micronizar produtos farmacéuticos para administracdo de
farmacos por via pulmonar (122,129,128,157,158). Através deste processo foram obtidos
nanoparticulas de anfotericina B, ovalbumina-trealose, naproxeno, 4cido palmitico, manitol,
tripsinogénio, lactose, lactato-desidrogenase, lisozima, desoxirribonuclease recombinante
humana, cromoglicato de sodio, a ciclosporina, o sulfato de tobramicina, sulfato de albuterol,

e cloridrato de ciprofloxacina (129).
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O processo CAN-BD foi utilizado para gerar finas particulas secas de vacina da hepatite B,
vacina de virus atenuados (sarampo) e firmacos (rifampicina e zanamivir), de 1-3 pm de
didmetro, que estdo no intervalo de tamanho 6timo para a administracdo de medicamentos
pulmonares (130).

O processo CAN-BD baseia-se na ampliagao de uma solucdo quase-critica ou SC-CO; (uma
microemulsdo de CO; ou uma solu¢do), a uma pressio de 80-100 bar, ¢ o aerossol
rapidamente seca em segundos. A micronizagdo e secagem de farmacos termolabeis
(incluindo proteinas) podem ser, simultaneamente, realizadas a temperaturas inferiores a
80°C. O processo envolve um fluxo continuo de uma solugdo de fArmaco através de tubos de
aco inoxidavel de 1/16 polegadas para gerar po seco, € nao necessita de abrir e fechar vasos

de alta pressao (129,130).

3.2 Co-precipitacao

Os processos que utilizam FSC sao baseados em um principio simples, no qual o fArmaco e o
polimero sdao co-precipitados usando as propriedades antissolvente do SC-CO.. Este método ¢
mais factivel quando as moléculas do carreador e do farmaco sdo capazes de formar uma
solugdo soélida (7,11,10,9,8).

A co-precipitagdo de principios ativos farmacéuticos com aditivos pode fornecer a capacidade
de adicionar funcionalidades a estes em estagios iniciais da descoberta e de sintese de

farmacos (159).

3.2.1 Co-precipitacio por processos empregando SC-CO; como solvente

Padrela e colaboradores (134) produziram material puro co-cristalino de indometacina-
sacarina (IND-SAC) que foram selecionados para investigar as propriedades solvente (SAS),
antissolvente (CSS) e atomizagdo melhorada (SAA) dos FSC. A capacidade do processo CSS
foi limitada pela formagdo de co-cristais de IND-SAC. Devido a dissolugdo pobre de
componentes puros no FSC foi obtida particula de tamanho grande e aglomerada. No entanto,
nao foram observadas diferengas significativas em termos de formacdo de co-cristal em
diferentes condi¢des de processamento nos processos SAS e SAA, onde foram obtidas
particulas em forma de agulhas em bloco e em forma esférica, respectivamente. A
granulometria das particulas foi de 0,2-5 pm. Esta pesquisa demonstrou o potencial das
tecnologias SCF como métodos de rastreamento para co-cristais com possibilidades para a

engenharia de particulas.
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Rodrigues e colaboradores (160) demostraram que o processo (SAA) de atomizagdo assistida
por SC-CO» produzem particulas por dois mecanismos diferentes, dependendo da pressdo de
pré-expansao (pressodes entre 8§ MPa e 25 MPa) da mistura de: (i) cristalizacdo antissolvente,
promovido pela dissolugdo de CO, na solugdo liquida, expandindo-o e, por conseguinte,
reduzindo o seu poder solvente, (ii) secagem por pulverizacdo de cristalizagao.

Apesar das nebulizagdes mais fortes promovidas pelas densidades maiores de CO, (em
comparacao com os de N, nas mesmas condi¢des de pressdo e temperatura), os resultados
obtidos por Rodrigues e colaboradores (160) mostraram que ambos os fluidos produziram
distribui¢des de tamanho similar (0,1-5 pm). Por outro lado, o efeito de Joule-Thompson forte
do CO; torna dificil controlar a temperatura no precipitador, que € crucial para a eficacia da
extracao do solvente.

Na investigacdo de Rodrigues e colaboradores (160) as particulas de lisozima revelaram ser
resistente a altas composi¢des de etanol e a consideravelmente altas pressdes, no entanto, a
sua atividade foi comprometida pelo poder antissolvente do CO».

Portanto, a condi¢dao termodinamica da mistura no estado inicial (antes do bico injetor) € uma
abordagem mais abrangente do que considerar apenas algumas variaveis, tais como, a
temperatura, pressao e taxa de fluxo, tanto mais que estas varidveis nem sempre podem ser
controladas de forma independente e as mudangas modestas sao capazes de comutacao do
mecanismo de precipitagdo (durante o processamento com CO;). No entanto, enquanto a
atomizagao assistida por N, produziu esferas em todas as condi¢cdes experimentais
apresentadas por estes pesquisadores, a atomizagao assistida por SC-CO, produziu particulas
de duas morfologias diferentes, dependendo das condigdes de pré-mistura.

Falk e colaboradores (161) investigaram a producdo de compoésito de microesfera pelo
processo SAS. Em sua pesquisa uma solucdo homogénea de varios solutos e de polimero foi
pulverizada em antissolvente SC-CO;. A coprecipitagdo dos solutos e polimero ocorreu e os

compositos de microesferas ou microcapsulas foram formados.

3.2.2 Co-precipitagao por processos empregando SC-CO; como antissolvente

Os resultados dos estudos RESS auxiliados com co-precipitagdo envolvendo misturas de
farmaco-aditivo revelaram modificacdo do comportamento, aumento da solubilidade, redugao
de tamanho de particula, formagdo de produto eutético, reducdo da cristalinidade, conversao
para forma amorfa, formagdo de hidrato, conversdo de polimorfo e extracdo seletiva, assim,
sugerindo alteracdo das propriedades fisico-quimica e mecanica dos principios ativos

farmacéuticos utilizando o FSC com co-precipitacdo (159).
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Shinozaki e colaboradores (151) relataram que o processamento RESS foi aplicado com
sucesso a tolbutamida e ao barbital para produzir particulas micronizadas com distribuicdo de
tamanho estreita, sendo que o tamanho das particulas foi o mais afetado pelas condigdes de
extracdo. Verificaram que para ambos os farmacos a baixa temperatura e a maior pressao na
extracdo resultou em menor tamanho médio de particula. Foi possivel reduzir o tamanho
médio de particula de tolbutamida de 126 um para 1,64 um e barbital de 204 pm para 0,69
pum. O efeito de reducdo de tamanho foi ainda otimizada utilizando barbital através da
variacao das condigdes de expansdo. O tamanho médio de particula foi reduzido baixando a
temperatura do bico de pulverizagdo, ao reduzir a temperatura da cdmara de expansao,
aumentando a quantidade de CO; por pulverizacao, e aumentando a taxa de fluxo dos gases
de escape. O tamanho médio de particula de barbital foi reduzido com éxito para 0,54 um pela

otimizacao do processo.
3.3 Encapsulacio e revestimento

3.3.1 Encapsulacio e revestimento por processos empregando SC-CO; como solvente

Kim e colaboradores (162) relataram a microencapsulagdo de naproxeno usando o processo
RESS. O processo RESS também foi utilizado para revestir/encapsular particulas por
Mishima e colaboradores (163). No revestimento empregando RESS, o material a ser
revestido e o material de revestimento (polimero) sao ambos dissolvidos em SC-CO, com ou
sem um co-solvente. A solucdo ¢ entdo liberada por um bico injetor (despressurizada),
gerando microparticulas com um revestimento de polimero sobre a superficie.

O processo RESS foi utilizado por Fages e colaboradores (45) para produzir microparticulas
poliméricas ou microesferas carregadas com firmacos para aplicacdes na liberagdo de
farmacos. A velocidade de dissolugdo da griseofulvina produzida por RESS foi cerca de duas
vezes maior do que o material comum micronizado.

Tandya e colaboradores (153) relataram que as particulas de ciclosporina formadas por
processo RESS foram estabilizadas para concentracdes de fairmaco tdo elevadas como 6,2 e
37,5 mg.mL'1 em 1,0 ¢ 5,0 % (m/m) de solugdes de Tween-80.

Empregando RESS a rapida despressurizagdo da solugdo supercritica provoca uma redugao
substancial do poder dissolvente de CO, levando a uma elevada supersaturacdo de soluto,
precipitacdo, nucleagdo e crescimento da particula. A aplicacdo do processo RESS ¢
severamente limitada pelo fato dos polimeros, em geral, terem uma solubilidade muito

limitada em SC-CO; a temperaturas inferiores a 80 °C (164). Além disso, a pressdo de
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operacdo no RESS ¢ geralmente acima de 200 bars de modo que ¢ menos atrativo
economicamente.

Tsutsumi e colaboradores (165) ¢ Wang e colaboradores (166) utilizaram uma combinagdo do
processo RESS e um leito fluidizado de particulas de revestimento. Em suas pesquisas, uma
solugdo do material de revestimento em SC-CO,, em vez do solvente organico, ¢ pulverizada
para o leito fluidizado de particulas a serem revestidas. No entanto, as particulas com menos
de 30-50 um estdo na classifica¢do de Geldart' (167) dos pos no grupo C, sendo assim dificeis
de fluidizar. Assim, o método ndo pode ser usado para revestimento de particulas ultrafinas
(168,18).

Pessey e colaboradores (169,170) também demonstraram o revestimento de particulas
utilizando um processo de FSC. Suas investigagdes envolveram a decomposi¢cdo térmica de
um precursor organico e a deposi¢ao de cobre sobre a superficie das particulas em SC-CO,
sob condi¢des de temperatura de até 473 K e pressao de até 190 MPa. No entanto, os seus
métodos sdo menos atraente sob o ponto de vista da seguranga e de custo e, provavelmente,
nao pode ser aplicado para a industria farmac€utica uma vez que a alta temperatura pode

afetar negativamente ou mesmo destruir a maioria dos farmacos (168).

3.3.2 Encapsulacio e revestimento por processos empregando SC-CO; como

antissolvente

A utilizagao de SC-CO, como um antissolvente (processo SAS) pode ser geralmente realizada
a pressao inferior a 10 MPa e a temperatura pouco acima da temperatura critica (304,1 K).
Felizmente, o processo SAS ¢ bastante flexivel em termos de escolha solvente. Assim, a
sintese de particulas ultrafinas revestidas usando SAS tem sido relatada em muitos estudos
(47,171,161,172,168).

Uma caracteristica importante do processo de SAS ¢ que o solvente organico pode ser quase
completamente removido simplesmente por descarga de CO, puro. Assim, as particulas secas
sdo produzidas ap6s um passo de extracdo de CO, (descarga) na sequéncia de alimentagdo da
solucdo organica (173).

Um glicocorticoide foi micronizado pelo processo ASES usando SC-CO,, resultando em

particulas muito finas. O estudo mostrou a viabilidade de reformular propionato de fluticasona

" O comportamento de um sélido fluidizado por gases se encaixa em quatro grupos na classificagio de Geldart,
caracterizados por diferenca de densidade e tamanho médio de particula. As caracteristicas mais facilmente
reconheciveis dos grupos sdo: pos do grupo A apresentam expansdo da fase densa apds exposicdo a fluidizacao
minima e antes do ponto de borbulhagem, os do grupo B na borbulhagem a velocidade de fluidizagdo minima, os
do grupo C sdo todos dificeis de fluidificar e os do grupo D podem formar leitos de jorro estaveis (167).
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com o propelente alternativo HFA-227, desse modo, indicando que o tratamento de
esterdides, utilizando SC-CO; provou ser uma técnica util para a microniza¢ao e revestimento
de superficie com um agente tensoativo em etapa unica de processo (174).

Young e colaboradores (172) investigaram o encapsulamento de lisozima com um polimero
biodegradavel por precipitagdo com um antissolvente de vapor-sobre-liquido, que ¢ uma
precipitacdo modificada com um processo de antissolvente comprimido. Em suas pesquisas, o
processo vapor-sobre-liquido de revestimento antissolvente foi usado para encapsular
particulas de lisozima de 1-10 pm.

Zordi e colaboradores (68) relataram a melhoria da biodisponibilidade in vitro de furosemida,
através da reducdo de tamanho de particula, bem como a formagao de dispersoes solidas (DS),
utilizando o Crospovidona como polimero hidrofilico. O SC-CO; foi usado como o meio de
processamento para estas experiéncias. A fim de conseguir projetar um processo de CO;
antissolvente, estudos preliminares de geracdo de microparticulas de furosemida foram
realizadas utilizando a equacao de Estado de Peng Robinson. Assim, usando a acetona como
solvente a pressoes de 100 e 200 bar e temperatura de 313 K produziram as DS.

Apesar da furosemida se recristalizar por SAS a 100 bar, a micronizagdo por meio de SAS a
200 bar resultou numa redugdo significativa do tamanho de particula dos cristalitos, bem
como velocidade de dissolugdo melhorada em comparagdo com o farmaco nao tratado. Além
disso, alteragcdes na forma polimorfica foram observadas nas amostras de 200 bar.

A caracterizagdao fisico-quimica das DS de furosemida:crospovidona (1:1 e 1:2 m/m,
respectivamente) gerado por SAS revelou a presenca do farmaco disperso na forma amorfa na
amostra 1:2 (m/m) a 100 bar ainda mantendo-se estavel apos 6 meses. Esta amostra exibe o
melhor desempenho na dissolu¢do in vitro no fluido gastrico simulado (pH 1,2), em
comparacdo com a mesma DS obtida pelo método tradicional de evaporagao solvente.

As interagdes entre farmaco e polimero nao foram observados por Zordi e colaboradores (68).
Estes resultados, juntamente com a presenga do transportador selecionado, confirmam que o
uso da tecnologia de SAS ¢ um meio valido para aumentar a velocidade de dissolucdo in vivo

de farmacos fracamente soliveis.
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Tabela 3: Obtengdo de particulas farmacéuticas utilizando tecnologia FSC.

Ref. Substancia Formulagao Cossolvente T;:‘zlilchlﬁ:a FSC Processo Escala
(175) Linestrenol - Mentol 58-326 nm CO, | RESS-SD Lab
(176) Acido glicirrizico (AG) Solugdo etandlica de AG 20 mg mL " Etanol + 128 nm CO, SAS Lab
(68) Furosemida Furosemida, Crospovidona Acetona <6 um CO, SAS Lab
(140) Talidomida - DMSO e acetona OIZE:% CO, SAS-EM Lab
(177) Sirolimus PVP K30, Sirolimus, surfactante Etanol ou etanol:diclorometano + 400 nm CO, SAS Lab
(178,179) Ampicilina N-metilpirrolidona (NMP) - 218-363nm | CO, SAS gi?é‘ttg

Oleo essencial de Atractylodes Oleo essencial: lipossomas (1:20)
(180) macrocephala Koidz lipossomas (fosfatidilcolina:colesterol; 3:1) Etanol =173 nm CO; RESS Lab
(181) Indometacina (IDMC) IDMC, alcool polivinilico Etanol 300-500 nm CO, RESAS Lab
(182) IDMC IDMC, polivinilpirrolidona A"“"“&g;ﬁ;"gf“‘“”" + 100 pm o, SAS Lab
. Etanol, acetato de etila, N,e | CSS, SAS
(134) IDMC e sacarina - metanol, acetona, THF 0,2-5 um o, o ASS Lab
Aspirina, cafeina, cloranfenicol,
(159) (;lggg f:(())p?1?;);13;Br?(l)v[fce’ng[;)rl}?lga;l)??&iac(;ﬁo Doze misturas diferentes de farmaco-aditivo - - CO, RESS Lab
acido salicilico, teobromina, tolbutamida.
(183) Acetaminofen Acetaminofen, copqhmero acrilato e Acetona - CO, SAS Lab
metacrilato
1° Puerarin (0,4% m/v) + etanol +DCM
. 2° Nanoparticulas de puerarin + solugdo 1° Etanol:DCM (1:3) 1° SEDS
(184) Puerarin poli(L-latico) (PLLA):DCM; [PLLA 0.5% 2° DCM + 675 nm €O | 5 sEDS Lab
(m/v), puerarin:PLLA = 1:4 (m/m)]
. Luteina, Ftalato de hidroxipropilmetil
(185) Luteina celulose (HPMCP) Acetona 163-219 nm CO, SAS Lab
Emulsao O/A [poli(L-acido lactico-co-acido . .
(186) Piroxicam (PX) glicélico) (PLGA) + PX + 4gua + ?fr";f;g d&?iiiéﬁf)sfﬁ«‘s 1-3 um co, | sas Lab
AE]+(igua + PVA + AE) x P

(187) Insulina Insulina:N-trimetil quitosana Solugido acida de agua:DMSO 6-10 pm CO, SAS Lab
(188,79) Rifampicina Rifampicina, Poli (L-acido latico) Cloreto de metileno <5 um CO, SAS Lab

Acetatos de itrio (Al), acetato samario AE:DMSO, AI:DMSO, Dimetil sulfoxido (DMSO), '])-1ametr_os
(49) (AS), acetato de celulose (AE), Dextran-40:DMSO, acetona. Nometil 2-pirrolidona médios variando co SAS Planta

rifampicina (Rif), amoxicilina (Amo), AS:DMSO, Amo:NMP, Rif:DMSO, > (NMP)-p ! entre 45 e 150 2 piloto

dextran-40, Alcool polivinilico (PVA) PVA:DMSO nm
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Tamanho da

Ref. Substancia Formulagao Cossolvente , FSC Processo Escala
particula
. . RESS e
(153) Ciclosporina A - - > 1 um CO, PGSS Lab
. . TOL 1,64pum
(151) Tolbutamida (TOL) e barbital (BAR) - Etanol BAR 0.69um CO, RESS Lab
(83) Miconazol Fosfatidilcolina, colesterol, Poloxamer 407 Cloreto de n:ie;l}:no, metanol, 2,7-9,4 pm CO, ASES Lab
(52) Fenitoina - Mentol 75-120 nm CO, | RESS-SC Lab
(53) Acido 2-aminobenzoico - Mentol ~80 nm CO, | RESS-SC Lab
Acido poli(acido lactico/glicolico) ou
(46) Indometacina e cetoprofeno Eudragit RS:Farmaco: 4gua saturada de - 0,2-1,0 pm CO, SFEE Lab
acetato de etilo.PVA
(189) Nanossomas fosfolipidicos de NO Non
Paclitaxel fosfatidilcolina, colesterol e paclitaxel, Etanol 62-69 nm 2 SFS-CFN clinical
Taxosomes.™ CoH, phase
(190) Dicloridrato de cetirizina B-ciclodextrina, Cetirizina DMSO 0,3-4,2 um CO, SAS Lab
(155) Budesonida - Acetona 1-2 um CO, SEDS Lab
Nanoparticulas de silica de diferentes Eudragit® RL 100, Silicas (COSMO 55, =
(18) tamanhos, hidrofilicas e hidrofobicas Aerosil® 90 ¢ Aerosil® R 972) Acetona 16-20 nm CO; SAS Lab
51) Eflucimibe Lhucimibeieiano, Etanol, DMSO - co, | oo Lab
(126) Griseofulvina - Agua, metanol e acetona 0,5-2,5um CO, SAA Lab
(191) Artemisinin PVPK25: Artemisinin Diclorometano 4.1+02 pm CO, RESS Lab
(192) Poli(L-4cido latico) ; i‘l‘;{fgfl‘:gp?j;lﬁgg 193:22nm | CO, | PCA Lab
(88) Lisozima Lisozima:DMSO DMSO 0,36-2,0 um CO, SAS Lab
(193) Hidrocortisona - Acetona ou metanol - CO, SEDS Lab
(101) Insulina - DMSO 2-3um CO, PCA Lab
0,4-1 ym (> 12
. . . . MPa)
(194) Rifampicina Rifampicina/DMSO (10 mg/mL) DMSO 2,55 um (9-11 CO, SAS Lab
MPa)
(87) Griseofulvina . Diclorometano ou £130nm | CO, | SAS-EM | Lab

Tetrahidrofurano
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Conclusao

A tecnologia de fluido supercritico tem muito a contribuir com a obtengdo de particulas

farmacéuticas em relagdo aos processos atualmente utilizados, proporcionando processos

produtivos com menor nimero de etapas e diminuicdo ou eliminagdo do uso de solventes

organicos podendo ser chamada de tecnologia verde. As modificagdes nos processos SAS e

RESS trazem grande contribui¢do para a otimizagdo dos processos. A area farmacéutica na

obtencdo de particulas sélidas e sistemas de liberacdo de fArmacos podem ser beneficiados

com os processos utilizando fluido supercritico.
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Abstract

This study was intended to obtain biodegradable solid dispersions prepared by supercritical
antisolvent technique using carbon dioxide as antisolvent under supercritical conditions.
Products from the experiment were compared through the process yield and macroscopic
morphology of the particles. The product of the selected formulation was evaluated for the
characteristic of the solid state, drug content in the solid dispersion, and intestinal permeation.
These characteristics were evaluated by X-ray diffraction (XRD), scanning electron
microscopy (SEM), infrared spectroscopy and Fourier transform (FTIR), test of drug content
in the solid dispersion, and intestinal permeation using everted intestinal sac model. The solid
dispersion of AZT with PLLA revealed a high yield (91.54 %), a high content of AZT (99.27
+ 0.14 %) in crystalline form, permeation of AZT from solid dispersion (L3 9.87 + 0 47 %)
was higher than that of pure AZT (3.84 = 0.45 %) and chemical properties of AZT were not
changed during the manufacturing process of the solid dispersion and by the components of
the formulations.

Key-words: supercritical fluid technology, supercritical antisolvent, zidovudine, PLLA.

1 Introduction

In the treatment of Acquired Immune Deficiency Syndrome (AIDS) inhibiting the replication
of the HIV virus is the limiting factor (DAS NEVES et al., 2010). Conventional dosage forms

have contributed to improve the quality life and expectancy of patients with Viral Infection in
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Human Immunodeficiency Virus (HIV), but numerous factors hinder the best use of the
available therapeutic arsenal (VON BRIESEN; RAMGE; KREUTER, 2000; OJEWOLE et
al., 2008).

Among controlled drug delivery there are systems such as polymeric nanoparticles, solid lipid
nanoparticles, liposomes, nanoemulsions, dendrimers, conjugated drugs, and hollow
microspheres (LANAO; BRIONES; COLINO, 2007, SHAHIWALA; AMIJI, 2007;
GOVENDER et al., 2008; OJEWOLE et al, 2008; MAINARDES et al., 2006;
MAINARDES et al., 2009; YOSHIDA et al., 2011).

The sound generation system in micro or nanoscale by conventional methods such as co-
precipitation, coacervation, and solvent evaporation polymerization uses large amounts of
organic solvents and/or surfactants which in general are pollutants and physiologically toxic
(KAWASHIMA et al., 1989; BENITA; BARKAI; PATHAK, 1990).

The methods mentioned above to obtain particles have commonly low rate of drug entrapment
and difficulties in scaling, most often require further treatment for removal of particles from
the solvent and/or impurities. Although the pharmaceutical industry shows interest in
innovative technologies involving the production of micro and nanoparticles, disposal of
solvents limits the industrial production, and generates increased costs (PERRUT, 2000).
New efforts to find other technologies that minimize the problems related to pollution,
toxicity and ease of production scale has been the subject of several studies (LEE et al., 2005;
JOSEPH; SHARMA, 2008; ZHANG; ULUDAG, 2009; CATTANI et al., 2010; MACHIDA;
TAKESUE; SMITH JR, 2011).

Among the processes to achieve these goals the supercritical fluid (SCF) technology has a
prominent place. The advantages of the SCF process are the simplicity of production steps,
low temperature used in the process and the use of CO, (CHAN; KWOK, 2011).

The supercritical anti-solvent (SAS) process is based on the solvent power decrease of polar
organic solvent, in which substrate of interest (pharmaceutical active ingredient and/or
polymer) is dissolved. Following this saturated solution with FSC to cause precipitation and
recrystallization of the substrate of interest. Thus, the FSC is used to extract the solvent from
this solution (JUNG; PERRUT, 2001; PERRUT; CLAVIER, 2003; DE ZORDI et al., 2012;
SHETH et al., 2012).

The SAS process is easily scaled and has been widely studied due to its potential to produce
micro and nanoparticles with controlled particles size and morphology (PERRUT, 2000;
SHARIATTI; PETERS, 2003; REVERCHON; ADAMI, 2006).



111

The SAS process usually carried out at temperatures ranging from 308 to 333 K and is useful
when thermolabile compounds need to be micronized (REVERCHON et al., 2010).

The poly (L-lactic acid) (PLLA) is an aliphatic polyester which degrades in L-lactic acid, a
natural metabolic product. The PLLA is an semi-crystalline with a melting point in the range
of 175 ~ 185 °C, glass transition temperature (Tg) in the range of 60 ~ 65 °C and molecular
mass in the range of 5,000 ~ 700,000 (PIEDMONT; GIRONI, 2013).

The aliphatic polyesters are mainly used as biocompatible and biodegradable polymers for
implantable controled release systems (including rods, cylinders, tubes, films, fibers, beads
and balls) and injection (including microcapsules, microspheres, nanoparticles and liquid
injection) systems for drugs human and veterinary use. The rate of biodegradation and release
characteristics of the drug from these controled release systems with aliphatic polyesters can
be controlled by altering the physical-chemical properties of polymers such as crystallinity,
hydrophobicity, stereochemistry monomer, copolymer ratio, and molecular weight polymer
(ROWE; SHESKEY; WELLER, 2009).

In this study was proposed a biocompatible solid dispersion containing zidovudine (AZT) and
poly(L-lactic acid) (PLLA) prepared by the technique using supercritical CO, as antisolvent

fluid, to attain a better permeation.

2 Materials and Methods
2.1 Materials

AZT was supplied by Cristalia (lot 0035/13, purity grade 99.849 %, Brazil), poly(L-lactic
acid manufactured by Biomaterials Group of Medical and Health Sciences at PUC-SP - PhD
Eliana Aparecida de Rezende Duek, Polivinilpirrolidona K 30 was purchased from

Henrifarma (lot 16829, Brazil). All chemicals used are reagent grade or pharmaceutical grade.

2.2 Experimental design

To reduce the number of runs needed to obtain the highest amount of information on product
performance, the screening was planned using an experimental design. In particular, an
randomized plan was employed, since two factors were evaluated each at three levels, and
experimental trials were performed with all nine possible combinations.

The 3* factorial was used, where nine represents the number of runs. In the present study, the
ratio of AZT:PLLA (X)) and the conditions of temperature and pressure (X,) were selected as
independent variables. PLLA content of the mixture was 33, 50, and 67 % of the total weight
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of the processed particles. Mixtures of AZT:PLLA were evaluated 2:1, 1:1, and 1:2, with all
formulations were fed 0.5% PVP, while the temperature and pressure of the process were

evaluated at 45 °C — 85 bar, 45 °C — 100 bar, and 45 °C — 135 bar.

2.3 Preparation of formulations to obtain the solid dispersions

The drug-polymer solution (20 mL) was prepared dissolving AZT and PLLA in
predetermined proportions in dichloromethane to give the desired proportion in mass of
polymer particles. An ultrasound bath was used to remove gases and mix the solution.

During the experiment, the temperature and pressure were maintained at 45 °C and 85 —
135bar, respectively. When steady state conditions were reached in the high-pressure vessel
(V1), the solution was released to V1 by a high pressure pump (P2) at a flow rate of
0.75mL.min" and sprayed through a stainless steel capillary type (101.6 mM DI). The
spraying was continued for 27 min followed by another 20 min CO; flow for the resolution
step. Thereafter, the CO, was supplied at a rate of 3.0 mL.min"' to remove any residual
organic solvent for 15 min. When the cleaning step is completed, the high-pressure vessel was
slowly depressurized and samples were collected for characterization. The SAS process
scheme is shows in Fig. 1.

Figure 1: Diagrama esquematico do processo SAS para obtengao das particulas solidas.
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Where HE1 and HE2 represent heat exchangers one and two respectively; FM1 is flow meter;

CWBI is cooler, P1 is CO; flow pump, P2 represents the flow of the solution pump; ABPR1
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automated back pressure; MBPR1 manual back pressure, V1 represents precipitation vessel;

CS1 represents separator vessel CO; and solvent (cyclone).

2.4 AZT loading rate

The evaluation of AZT’s loading rate was done over 30mg of AZT:PLLA solid dispersion.
The samples were dispersed in water (100 mL) and the AZT was extracted during 24 h, at
37°C under agitation (150 rpm) in orbital shaker incubator (American Lab-AL140). The
solution was filtered and the AZT amount was determined spectrophotometrically at Amax
266nm (Spectrophotometer UV-Vis. Shimadzu-MultiSpec-1501). AZT concentrations of the
samples were calculated using the Equation 1 for the line obtained from the analytical curve

(n=3). The loading rate (%) of AZT was calculated by equation:

obtained drug mass

Loading rate (%) = x 100 Equation 1

solid dispersion theoretical drug mass
2.5 Dissolution test

The AZT release rate from the samples was examined in vitro at 0.25, 0.50, 1.0 — 10.0, 20.0,
and 24.0 h, using the dissolution method described in USP 31 (Dissolutor American Lab,
AL1000, Brazil). The dissolution medium contained 900 mL of simulated gastric fluid,
without pepsin, at pH 1.2, and temperature maintained at 37 £ 0.5 °C. At. predetermined
intervals, 5 mL samples were filtered. AZT dissolved concentration in the medium was
determined by spectrophotometry (266 nm). The dissolution medium volume was kept

constant by means of immediatereposition.

2.6 rug release kinetic model

AZT release data obtained from the dissolution profiles were treated using the SigmaPlot 10.0
software in three mathematical models (Table 1) (COSTA; LOBO, 2001) for interpreting the
dissolution kinetics, where O, is the drug dissolved amount in ¢ time, Qy is the initial drug
amount in the solution, K is the constant.

Table 1. Mathematical models used to describe the release profiles.

Model Equation
First order InQ; =InQ, K;t
Higuchi Q; = Qy + Kyt'/?
Korsmeyer-Peppas |  Q;/Q. = Kypt™

2.7 Scanning Electron Microscopy
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The particles’ gold powder-coated external and internal topographic structure was analyzed
using a Spatter Coater plating machine (model SC7620) and high-resolution scanning electron
microscope (Leica, model Leo 440i - Cambridge, England). The samples were randomly

scanned, microphotographed at 5 kV, and magnified at X500 to %3,000.

2.8 Analysis by infrared spectroscopy, differential scanning calorimetry, and X-ray
diffraction
The infrared spectra of AZT, PLLA, and solid dispersion, were obtained from Thermo
Scientific Nicolet 6700 (Madison, USA) using the conditions of analysis by ATR mode to
measure taken with the accessory Omni Smart-Sampler. The spectra were obtained in the
range 4000-675 cm™ with 4 cm™ resolution.
The samples were subjected to differential scanning calorimetry (DSC) analysis in a
Differential Scanning Calorimeter, Shimadzu DSC-60 (Tokyo, Japan), equipped with an
accessory flow controller FC model 60A; software and interface for control and data
acquisition, model TA-60WS and system sealing crucible model SSC-30, in heating cycles
from 30 to 350 °C. The samples weighing approximately 2mg were heated continuously at the
rate of 10°C.min"" under constant nitrogen flux.
The X-ray diffractograms were obtained in a Philips Analytical X-Ray diffractometer, model
X'Pert-MPD (Almelo, Netherlands), purified with nickel and copper radiation (Cu Ka of
A=1.54060 A). Analyses were performed with the diffraction angle 20, ranging from 4 to 40,
step: 0.02 degrees, speed 0.05 deg.sec™. The voltage and current used were 40 kV and 40 pA,

respectively.

2.9 Everted rat intestinal sacs in vitro model

The AZT intestinal permeation was evaluated using the everted rat intestinal sacs model. The
everted intestinal sacs were obtained from adult male Wistar rats, weighing 250 to 300 g
starved for 8 h. This period of fasting was established according to the literature related to the
investigation of permeability of substances by the proposed model (FERRARI et al., 2012;
CORREA et al., 2011; CHAUD et al., 2010; ZANCHETTA et al., 2008). After pre-anesthetic
(halothane solution) and intraperitoneal anesthetic (pentobabital), the small intestine was
immediately dissected, washed with TC199 medium at 10 °C and placed in 20 mL of a
TC199 medium for tissue at the same temperature, oxygenated (0,:CO, — 95:5). The intestine
was then everted with the flexible rod with its end protected with a thin silk fabric (mini

brush), one end was closed using suture and intestinal segment filled with TC199 solution.
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The intestine segment (6 cm) was ligated at one extremity, and other segment extremity was
closed. When the incubation medium was added neat solid dispersion AZT and AZT: PLLA
(L3). Incubation was carried out at 37 © C under gentle agitation system of the previously
deoxygenated. After a period of 60 min incubation , the samples (n = 6), the inside ( in
contact with the serous membrane) and the outside ( in contact with the mucous membrane) of
the intestinal sac were filtered and analyzed by UV ( A = 266 nm). The TC199 medium was
composed of 8.47 g NaCl, 0.34 g KCl, 0.126 g CaCl,.,H,0, 0.595 g NaHPO,, and 0,018 g
glucose, to repair a liter of solution at pH 7.4. Reagents and solvents were of analytical grade.
The study protocol of intestinal drug permeation using everted rat intestinal sacs was
approved by the Ethics Committee on Animal Use (CEUA), Federal University of Sao Carlos
(UFSCAR) under n° 003/2011, catering to CFMV Res No 1000/2012.

3 Results and Discussion
3.1.  Parameters selection for preparation of solid dispersions under supercritical conditions

Table 2 shows results yield (%) and appearance of solid dispersions of AZT with PLLA. Lots
of L1 to L9 correspond to the formulations obtained 3° factorial experimental design. In this
study, the independent variable X; — in three different levels (+1, 0, and -1) — and X
independent variable — the three levels (+1, 0, and -1) — resulted in the obtaining of different
solid precipitate aspects, except for the L1. These results guided the selection of samples for
physical and chemical evaluations.

Whereas yield and appearance of the product, the solid dispersion L3 (91.54 %, solid
particulate uniform appearance) was selected as the main sample for physicochemical
evaluation and ex vivo study of intestinal permeation. However, considering the same
dependent variables solid dispersions L5 (59.06 %, solid particulate and filamentous non-
uniform aspect) and L9 (51.50 %, solid particulate and filamentous non-uniform aspect) were
selected.

The formulation L3 corresponds to 1:2 AZT: PLLA (level +1) and temperature of 45 ° C and
pressure of 85 bar (level -1). This sample showed a high degree of uniformity and free from
lumps. The other formulations showed varying degree of uniformity with high lumps. The
characteristics of the samples can be attributed to the proportion of AZT and PLLA or
conditions of supercritical pressure in the system environment, since the conditions of

temperature and CO, flow were kept constant for all formulations.
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The components mass of the formulations that do not recovered in solid dispersions may have
been charged together with the solvent during the removal of the vessel in a supercritical fluid
precipitation of product.

The mass transfer behavior of the droplets is regarded as a critical factor in the process
influences the particle morphology and size. The volume expansion of the solvent reduces the
ability to promote the solvation, liquid phase supersaturation, and subsequent particles
formation by drug coprecipitation with the carrier (MONTES et al., 2011). Therefore, the
components loss mass of the formulations in the process is related to insufficient volume
expansion of the solvent and subsequent failure to reduce capacity of solvent solvation.

In the SAS process, the SC-CO; is used as antisolvent. The solution containing the solutes
form small droplets produced by a nozzle through which the solution is sprayed into a vessel
maintained at a pressure greater than 70 bar. When the drops come into contact with the SC-
CO,, a very rapid diffusion takes place, including phase separation and solute precipitation
(CHONG et al., 2009). In the precipitation of particles, the mass transfer occurs between a
droplet of organic solvent and a compressed antisolvent. In miscible conditions above the
critical point of the mixture, there is no obvious way to define the interface between the two
fluids (MONTES et al., 2011).

Table 2: Results of 3 factorial design.

Coded values

Lot code X X5 Yield (%) Appearance of product*
(AZT:PLLA) (T, P)

L1 +1 +1 0 -

L2 +1 0 51,50 +++
L3 +1 -1 91,54 +

L4 0 +1 78,74 +++
L5 0 0 59,06 ++
L6 0 -1 75,80 +++
L7 -1 +1 77,29 +++
L8 -1 0 62,50 +++
L9 -1 -1 51,50 ++

Coded values

X X5
-1 2:1 45 °C — 85 bar
0 1:1  45°C-100 bar
+1 1:2 45°C —135 bar

* Legend: not obtain product (-); solid particles of uniform aspect (+), solid particulate and

filamentous non-uniform aspect (++); solid non-particulate (+++).
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Dukhin and collaborators (2003) showed the existence of droplets in transient conditions
slightly above the mixture critical point, due to the existence of a dynamic interfacial tension.
Consequently, the description of mass transfer from a droplet, even in miscible conditions

appears reasonable.

3.2.  Scanning Electron Microscopy

Figure 2 shows a pure AZT micrograph with increase of 50 % and 400 x, reveals the drug
crystalline form as described in the literature. Figure 3 shows the PLLA micrograph with
increases of 50 x and 400 x, and shows the PLLA filamentous structure.

Figure 4 shows a PLLA with AZT (L3) solid dispersion micrograph with increases of 50 X,
400 x, 1000 %, and 3000 x, where you can observe the crystals of AZT adhered to PLLA
fibers. Figure 4 shows the physical structure change in both AZT and PLLA in the solid
dispersion form, besides the size reduction. Is observed rearrangement of the polymer chains
into smaller fractions and adhesion of AZT on the polymer surface after SAS processing.
Further investigations to prove the inclusion of the drug from the polymer chains are required.

Figure 2: SEM photographs of pure AZT.
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PLLA 400X
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3.3.  Analysis by Differential Scanning Calorimetry

DSC curves of pure AZT, PLLA, and solid dispersions (L3, L5, and L9) are shown in Fig. 5.
The DSC curve of AZT showed an endothermic peak in the range of 120°C — 130 °C that
corresponds to the AZT fusion point (Tonset = 122.98 °C) described in literature (ARAUJO et
al., 2003; RAO, 2005; YOSHIDA et al., 2011). After the endothermic fusion event, two
consecutive exothermic events (between 180 °C and 260 °C) and one endothermic event
(between 274 °C and 320 °C) are evident. This result is similar to that obtained by Rodrigues
et al. (2005) in study about application of thermal analytical techniques on characterization,
purity determination, and degradation kinetic of AZT. PLLA DSC curve show the fusion
endothermic peak (Tonset = 167.48 °C) consistent with the range of 165~185 °C described in
the literature (CHU; CAMPBELL, 1982). The same event at a lower intensity was observed
in the thermograms of solid dispersions L3, L5, and L9. After fusion, the process of PLLA

decomposition begins at a temperature of ~250 °C.
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Figure 5: DSC curves of AZT, PLLA, L3, LS5, and L9.
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3.4.  Analysis by X-ray diffraction

The crystalline state of AZT in the solid dispersions was confirmed by XRD. Figure 6 shows
the diffractogram of pure AZT, PLLA, and solid dispersions (L3, L5, and L9). The
diffractogram of pure AZT indicates the crystalline structure of the drug while solid
dispersions diffractograms present the same pattern.

Figure 6: X-rays diphratograms from AZT, Figure 7: Normalized X-rays diphratograms
PLLA, L3, L5, and L9. from AZT, PLLA, L3, LS, and L9.
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AZT, PLLA, L3, L5, and L9 diffractograms are shown in Figure 6 (without normalized
intensity values) and Figure 7 (with normalized intensity values). AZT diffractogram
exhibited several peaks, indicating that it is a solid compound. PLLA diffractogram showed a
wide band characteristic of amorphous compound (without fine-tuned and peaks), except in

the range of 16.04 <2® < 17.02, which showed small peaks indicating the crystalline residues
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of PLLA this being a glassy amorphous polymer (PIEDMONT; GIRONI 2013), this
interpretation is reinforced by the observation of similar peaks in all samples analyzed.

The maintenance of the AZT crystalline form in L3, L5, and L9 solid dispersions can be seen
in diffractograms of Figure 6 and 7, which show sharp peaks related to AZT broadband
referring to PLLA. Similar results were described in the literature (RAVIOLO; BRINON,
2011; GUPTA; PATHAK, 2008; CUI et al, 2003.).

The normalization of the intensity values in diffractograms was made by converting the
higher peak value of each diffraction pattern corresponding to one, allowing better show
comparisons between them.

The X-DR and DSC analysis results of L3, L5, and L9 solid dispersions suggest that AZT 1is

in crystalline form.

3.5.  Analysis by Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy

The FTIR spectra are shown in Fig. 8. The spectra of the pure AZT and solid dispersions (L3,
L5, and L9) show the characteristic peaks of the carbonyl group in 1683cm™ and of the azide
group in 2083cm™. One band in 1380 cm™ is attributed to CH, and one band in 1281 cm™ is
assigned to the C-O-C e the C-OH groupings. The intervals of the stretching bands in this
study were similar to those obtained by Araujo et al. (2003) and indicate the stable nature of
the AZT during the solid dispersions production process.

Figure 8: FTIR spectra of AZT, PLLA, L3, LS, and L9.
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3.6. Release behavior of AZT in vitro
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The AZT release from L3, L5, and L9 solid dispersions was evaluated at pH 1.2, are shown in
Figure 9, and described a modified release profile.

According Severino, Santana and Malmonge (2011), PLLA, as an aliphatic polyester, is
degraded in four consecutive stages: hydration, initial degradation, subsequent degradation
and solubilization.

In PLLA hydration stage the aqueous medium in which the polymer is in the polymeric
matrix penetrates, resulting in relaxation of the seats of the polymer is accompanied by the
decrease of glass transition temperature. The initial degradation of PLLA region begins in
hydrated polymer by hydrolysis of the ester linkage resulting in cleavage of the main chain of
the polymer, the release of lactic acid and reduction of PLLA molecular mass. The hydrolysis
continues inside the hydrated such that the molecular mass of the polymer matrix decreases
continuously, while maintaining its integrity. In step further degradation of the polymer chain
remains hydrolyzed and its molecular mass decreases to a point where it cannot maintain its
integrity. Accordingly, it begins the mass loss of the polymer due to its solubility in the
aqueous medium (SEVERINO; SANTANA; MALMONGE, 2011).

The release of AZT from solid dispersions is directly related to the stages of degradation of
PLLA. AZT is characterized by being highly soluble (in Biopharmaceutical Classification
System (AMIDON et al., 1995)), while imprisoned in the solid dispersions was solubilized
when PLLA hydration stage and released from solid dispersions in initial and subsequent
PLLA degradation stages.

Figure 9: Release profile of AZT from the solid dispersions. The errors bar shows the

standard deviation for n=3.
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3.7. Release kinetics

The dissolution profile of AZT was modeled and compared in order to evaluate the release
kinetics (COSTA; LOBO, 2001). The models evaluated were First order, Higuchi, and

Korsmeyer-Peppas.

Lot First order Higuchi Korsmeyer-Peppas

K; r Ky r Kgp n r
L3 0,031 0,857 3,966 0 39,297 0,139 0,996
L5 0,001 0,715 1,937 0,921 6,210 0,319 0,989
L9 0,022 0,974 4,035 0 38,606 0,146 0,949

The first-order kinetic model describes the dissolution of drug from dosage forms, such as
those containing water-soluble drugs in porous matrixes (COSTA; LOBO, 2001). In this
model, for each formulation was plotted time versus In undissolved amount of AZT in the
immediately preceding time.

Higuchi model describes the dissolution of drug from various types of modified release
dosage forms, such as in the case of some patches and matrix tablets with water-soluble drugs.
In this model, each formulation was plotted graph of square root of time versus the amount
dissolved in the immediately preceding time AZT.

Korsmeyer et al. (1983) have developed a semi-empirical simple model for exponentially
drug release in time (t), which describes the drug release from a polymeric system model. And
Peppas (1985) used the exponent release value (n) to characterize different release
mechanisms, and concluded that by the values of the drug transport mechanism can be
classified as either non-Fickian ou Ficknian diffusion.

L3 did not respond to Higuchi model and introduced r (0.857) with low linearity for the first
order model. L3 and L5 showed r linearity to the Korsmeyer-Peppas model. The n values for
both samples was less than 0.5, indicating drug diffusion through the polymer by ficknian
diffusion mechanism.

Although the sample L5 have AZT released about 60 % within 24 h also showed r linearity
for Higuchi model, reinforcing the suggestion of the release of AZT as a diffusion process
based on Fick's law, and this model can be used to describe the drug dissolution for modified

release (COSTA, LOBO, 2001).
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L9 release kinetics showed linearity for First order model, confirming the AZT dissolution for
release. However, r (0.949) for the Korsmeyer-Peppas model was very similar and if we
consider n, the fickiana diffusion is suggested as a model of AZT transport.

The knowledge of PLLA stages of degradation, as proposed previously, added to the data
obtained in the AZT release kinetics study, indicates that AZT was solubilized on PLLA
hydration stage, and released from L3, L5, and L9 samples by diffusion in the initial stages of
degradation of PLLA.

4 Intestinal permeation ex vivo evaluation

To minimize the number of animals used in the experiment, the data of L3 solid dispersion
was selected from of physical and chemical characterization.

The test evaluated the permeation of AZT from AZT:PLLA solid dispersion (L3) and
compared these values with the permeation of pure AZT.

Using the inverted rat intestinal sac model, pure AZT and AZT from L3 solid dispersion was
permeated through the mucosa to serosa. The permeability of AZT from solid dispersion L3
(9.87 £ 0.47 %) was much higher than that of pure AZT (3.84 + 0.45 %), indicating that
processing using supercritical fluid (SAS process) promoted permeation of AZT. The
intestinal cumulative permeation data for 60 min showed that the intestinal permeation of the
solid dispersion is significantly different to L3 and pure AZT. This result is supported by the
results of AZT release tests to L3 solid dispersion, where was found a modified drug release.
However, the AZT permeation depends on the intrinsic characteristics of solubility and
permeability (ability to diffuse across the apical membrane of the lipophilic enterocytes) in an
aqueous medium in the intestinal lumen.

It is recognized that AZT is a Class III drug in the Biopharmaceutical Classification System
(Amidon et al., 1995), thus, high solubility and low permeability, the AZT permeability from
L3 was optimized in relation to pure drug should be further studied for a longer period of time
(10 h) of the inverted rat intestinal sac model to generate more comparable to the dissolution

test data.

5 Conclusion

This study has shown that it is possible to obtain modifield release systems by SAS process
for drug class 3 (BCS) that are primarily absorbed in the stomach and in the duodenum. The

results showed that the permeation properties were obtained as a consequence of PLLA
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degradation stage. The AZT in a solid dispersion with PLLA permitted the control of the AZT
liberation by diffusion.
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