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Resumo 1

RESUMO

As doencas que afetam o globo ocular de maneira geral tém a terapéutica limitada
pela grande dificuldade de se atingir e manter niveis efetivos de farmacos nessa regido.
Isso porque as formas farmacéuticas convencionais para as doencas oculares sdo
destinadas a aplicacdo topica, e ndo proporcionam niveis terapéuticos no corpo vitreo,
retina e cordide. Dessa forma, os sistemas de liberacdo prolongada de farmacos para
aplicagdo intraocular representam um interesse significativo para a terapéutica em
oftalmologia.

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo produzir através da técnica de
“Spray Drying” microparticulas biodegradaveis a partir do acido poli-lactico-co-glicélico
(PLGA) contendo cetorolaco de trometamina (CETO), um antiinflamatério ndo-esterdide
que tem apresentado resultados relevantes no tratamento pds-operatério de cirurgias
oftdlmicas, proporcionando maior conforto e diminuindo os efeitos colaterais causados
pelos antiinflamatorios esteroides.

Utilizando o método proposto foram produzidas microparticulas com diferentes
proporcbes de CETO:PLGA. As microparticulas foram visualizadas através da
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), apresentando formato esférico e uniforme,
com superficies lisas, e o tamanho médio e distribui¢cdo de tamanho das particulas foram
determinados através do espalhamento de luz. Somente uma das amostras foi descartada,
devido a ndo formacéo de microesferas.

As propriedades fisico-quimicas de todos os sistemas foram estudadas utilizando
espectroscopia de infravermelho (IR), calometria diferencial exploratoria (DSC) e
termogravimetria/termogravimetria derivada. Os resultados destes estudos mostraram que
apos a obtencdo as estruturas quimicas dos componentes foram preservadas, havendo entre

estes apenas a interacao necessaria para promover liberacdo prolongada.
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Resumo 2

O teor de farmaco encapsulado foi determinado utilizando espectroscopia de UV-
Vis e foram obtidos os perfis de liberagédo in vitro do CETO a partir das microparticulas.
As microparticulas biodegradaveis contendo CETO aumentam o tempo de liberagdo do

farmaco, porém o perfil de liberagdo obtido ndo foi o mais apropriado.

*Palavras-chave: Cetorolaco de trometamina; Microparticulas; Spray drying; PLGA.
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Abstract 3

ABSTRACT

The diseases that affect the ocular globe generally have limited treatment due their
difficulty to achieve and sustain effective levels of drugs in this region. Because
conventional pharmaceutical forms for ocular diseases are destined to topical application,
and not provide therapeutic levels in vitreous, retina and choroid. In this way, the ocular
drug delivery systems represent a strategy for therapy in ophthalmology.

Thus, the present work had as aim to produce through Spray drying technique
biodegradable microparticles of poly-lactic co-glycolic acid (PLGA) containing ketorolac
tromethamine (CETO), a nonsteroidal anti-inflammatory that has presented relevant
results in post-operative treating of ophthalmic surgery, providing greater comfort and
reducing the adverse effects caused by steroidal anti-inflammatory.

Using the considered method were produced microparticles with different ratios of
CETO: PLGA. The microparticles were accessed through Scanning Electronic Microscopy
(SEM), presenting itself spherical and uniform, smooth surface, and the particle size
analysis and mean diameter were determined by Dynamic Light Scattering. Only one non
spherical sample was dismissed.

The physicochemical properties of all systems were studied using infrared
spectroscopy (IR), differential scanning calorimetry (DSC) and thermogrametry/ derivative
thermogravimetry (TG/DTG). The results of these studies showed that after produced the
chemical structure of components were preserved, only having the necessaries interactions
to promote prolonged released.

The amounts of encapsulated CETO were determined by UV-Vis

spectrophotometry and the in vitro drug release profiles from PLGA microparticles were
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Abstract 4

obtained. The biodegradable microparticles containing CETO prolonged the time of drug

release, however de release profile obtained not was the most appropriate.

*Keywords: Ketorolac tromethamine; microparticles; spray drying; PLGA
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Introducdo 6

| - INTRODUCAO

A magnitude da resposta terapéutica relaciona-se com a concentragdo do farmaco
que atinge o local de acdo. Essa concentracdo depende da dose administrada, da quantidade
absorvida, da distribuigdo no local e da velocidade e quantidade eliminada pelo organismo
(ANSEL; POPOVICH; ALEN, 2000).

A biodisponibilidade e a solubilidade de farmacos séo fatores que frequentemente
implicam em dificuldades no desenvolvimento de formas farmacéuticas. Nos métodos
terapéuticos tradicionais, muitas vezes, sdo administradas grandes quantidades do farmaco

e porcOes consideraveis sao excretadas sem que exerca a sua funcdo (LIMA, 2006).

O OLHO

O olho humano é dividido anatomicamente em duas partes: segmento anterior e
segmento posterior. O segmento anterior inclui cérnea, cdmara anterior, iris, pupila, lente,
cristalino e corpo ciliar. O segmento posterior inclui o corpo vitreo, retina, cordide e

esclerdtica (figura 1) (KIKUTA, 2000; OGURA, 2001).

Figura 1- Representacdo das estruturas do olho humano

GustavoRossanezi



Introducdo 7

A cornea € um tecido avascular constituido por cinco camadas: epitélio, membrana
de Bowman, estroma, membrana de Descemet e endotélio. Todas estas camadas formam
uma barreira contra particulas estranhas, incluindo farmacos (GOODMAN et al, 1996).

Devido a dindmica do sistema lacrimal, o tempo de retencdo de uma solucdo
oftalmica na superficie do olho é curto e a quantidade de farmaco absorvida é apenas uma
pequena fragdo da dose administrada. Isso requer grande frequéncia de administracdo, o
que é inconveniente para 0 paciente, provocando a ndo cooperacdo do mesmo e auséncia de
uniformidade dos niveis terapéuticos do farmaco (NADKARNI; YALKOWSKI, 1993;
SILVA-JUNIOR, 2005).

A dificuldade em conseguir atingir doses terapéuticas nos tecidos do segmento
posterior do olho através de aplicacBes tdpicas de medicamentos dificulta também o
tratamento de doencas desses tecidos (MAURICE; MISHIMA, 1984; OGURA, 2001;
SILVA-JUNIOR, 2005; SILVA-JUNIOR et al, 2008). Mesmo através da administracdo
sistémica é necessaria uma alta concentracdo de farmaco para atingir concentracdes ativas
nessa regido, o que acarreta aumento dos efeitos colaterais e toxicidade do farmaco
(GEROSKI; EDELHAUSER, 2001; OGURA, 2001; SILVA-JUNIOR, 2005; SILVA-
JUNIOR, 2008). Esse fato é devido a pouca permeacdo dos farmacos frente a barreira
hematoretinal, a qual consiste em um estreito complexo juncional de pigmentos epitélio
retinais e de epitélio dos capilares retinais (Del AMO; URTTI, 2008).

Uma alternativa para se conseguir atingir niveis terapéuticos de farmaco no
seguimento posterior do olho é o emprego de injecBes diretas, normalmente aplicadas por
via intravitreal ou subconjuntival (PAGANELLI et al, 2004; BONINI FILHO et al, 2007).
Porém, a eliminacéo rapida do farmaco do seu local de acdo leva a necessidade de injecdes
repetidas para manter concentracdo adequada durante um periodo de tempo (OGURA,

2001; SILVA-JUNIOR, 2005).

GustavoRossanezi



Introducdo 8

CETOROLACO DE TROMETAMINA

A ocorréncia de inflamacbes e dores nos olhos € um problema que todos os
pacientes pos-operatorios de oftalmologia apresentam. Esse desconforto pode ser aliviado
com o uso de colirios contendo antiinflamatdrios tanto esteroidais (AIES) quanto nao-
esteroidais (AINESs). Na maioria dos casos, os AlEs apresentam um melhor desempenho no
tratamento das inflamac6es, mas a incidéncia de glaucoma é alta quando se emprega estes
farmacos, causando um outro desconforto e em alguns casos acarretando problemas
relacionados a cicatrizacdo. Porém, os AINEs tém um efeito maior sobre a dor por serem
analgésicos, além de evitar uma série de complicagdes tais como surgimento de herpes,
glaucoma secundério, catarata e retardo na cicatrizacdo (MEIRELES-TEIXEIRA et al,
2003).

O cetorolaco de trometamina (CETO) (Figura 2) é um AINE, inibidor da biossintese
de prostaglandinas, com atividade analgésica, antipirética e principalmente antiinflamatéria
(GOODMAN et al, 1996). Foi aprovado pelo FDA em 1989, podendo ser administrado por

via oral, oftalmica, parenteral ou retal (ANTHONY; JASINSKI, 2002).

Q CH,OH
[N

OH . H,N—¢C —CH,OH

CH,OH

Figura 2. Estrutura quimica do cetorolaco de trometamina.

Na forma de um sal da trometamina o CETO apresenta-se como um po branco

brilhante ou opaco, cristalino e muito higroscépico. E muito solGvel em agua e metanol

GustavoRossanezi



Introducdo 9

(19/15mL), parcialmente solivel em etanol e tetrafidrofurano e praticamente insoltvel em
acetona, acetonitrila, butanol, diclorometano, acetato de etila e hexano. Tem ponto de fusao
entre 176-180°C e deve ser armazenado protegido da luz (USP, 2006; MARTINDALE,
2007).

Apesar de ndo ser um agonista opidide, possui propriedades analgésicas
semelhantes as conseguidas com o uso de opioides. Além disso, ndo é causador dos efeitos
adversos caracteristicos dos mesmos, tais como néusea, vomito e depressdo respiratoria.
Sua aplicacéo terapéutica se estende as inflamacGes e dores pds-operatdrias, tratamento de
dores cronicas, uma vez que ndo causa tolerancia, e € um dos poucos AINEs aprovados
para administracdo parenteral (GOODMAN et al, 1996).

Estudos também demonstram que pacientes pediatricos de urologia, tratados com
CETO tem o tempo de internacdo pos-operatéria reduzido, devido a recuperacdo mais
rapida. (CHAUHAN; IDOM; NOE, 2001).

Estudos em oftalmologia mostram uma menor incidéncia de glaucoma quando se
utiliza o CETO como tratamento pos-operatério preventivo de inflamacGes e dores,
mantendo uma eficacia semelhante a dos AIES (MEIRELES-TEIXEIRA et al, 2003).

O emprego do CETO no periodo pré-operatério de cirurgias oftalmicas reflete de
forma positiva sobre o pds-operatorio, diminuindo significativamente as dores e o
desconforto, bem como as inflamacBes e a ocorréncia de edema macular cistoide
(DONNENFELD et al, 2006). Também um estudo comparativo com Nepafenac, mostrou
menor incidéncia de inflamag6es no segmento posterior do olho nos pacientes tratados com
CETO, bem como um controle mais eficiente da dor (DUONG; WESTFIELD;
CHALKLEY, 2007).

Assim como os demais antiinflamatorios, o CETO apresenta dificuldade em manter

a biodisponibilidade necessaria a sua eficacia, tanto pela dificuldade de permear as
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barreiras oculares, quanto pela rapida eliminagdo que ocorre no olho (GOODMAN et al,
1996). Desta forma, o desenvolvimento de um sistema que promova a liberagdo do CETO
diretamente no interior do olho durante o periodo necessario e reduza o numero de

aplicacdes representa um avango no tratamento pds-operatorio.

SISTEMAS DE LIBERAQAO CONTROLADA

Alternativas que tornem os farmacos mais disponiveis para um determinado sitio de
absorcdo tém sido amplamente estudadas e visa direcionar o farmaco para sitios
especificos, promover liberacdo controlada e aumentar o efeito terapéutico (LIMA, 2006).

Diversos sistemas tém sido desenvolvidos para conferir a liberagéo de doses seguras
e eficazes de farmacos para o segmento posterior do olho. Alguns exemplos sdo sistemas
de liberacéo transescléricos (HASHIZOE et al., 1994; YASUKAWA et al 2000); sistemas
coloidais de liberacéo, tais como lipossomas (AKULA et al., 1994; JORGE et al., 2004;
WANCZINSKI, 2005), microparticulas (MORITERA et al., 1991; 1992; VELOSO et al.,
1997, KOMPELLA; BANDI; AYALASOMAYAJULA, 2003; SILVA-JUNIOR, 2005;
SILVA-JUNIOR et al, 2008), nanoparticulas (CALVO; VILA-JATO; ALONSO, 1997,
CAMPOS; SANCHEZ; ALONSO, 2001; PIGNATELLO et al.,, 2002; KOMPELLA;
BANDI; AYALASOMAYAJULA, 2003) e implantes poliméricos biodegradaveis
(KIMURA et al., 1994, OKABE et. al, 2003; SILVA, 2004; CARDILLO et al., 2004).

A pesquisa de sistemas de liberacdo prolongada de farmacos intra-oculares
representa um avanco significativo na terapéutica (YASUKAWA et al., 2001; OGURA,
2001; SILVA-JUNIOR, 2005). Entre estes dispositivos, as microparticulas biodegradaveis
tém sido bastante investigadas objetivando a liberagdo de farmacos no vitreo por tempo

prolongado, através da administracéo via intravitreal e subconjuntival (GIUNCHEDI et al.,
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1999; HERRERO-VANRELL, REFOJO, 2001; KOMPELLA; BANDI;

AYALASOMAYAJULA, 2003; SILVA-JUNIOR, 2005; SILVA-JUNIOR et al, 2008).

MICROPARTICULAS

As microparticulas sdo particulas sélidas, geralmente esféricas, com dimensdes da
ordem de 1 a 1000 pum até alguns milimetros. Podem ser constituidas por matrizes
poliméricas (microesferas) onde o farmaco pode estar adsorvido, incorporado ou ligado
covalentemente a rede tridimensional formada pelo polimero ou por sistemas reservatorios
(microcapsulas) onde o farmaco encontra-se encapsulado na forma solida, liquida ou
gasosa, separado do meio externo por uma membrana polimérica (FINCH, 1990;
OLIVEIRA et al. 1992; ANDREO-FILHO; OLIVEIRA, 1999; SILVA-JUNIOR, 2005).

Existem aspectos muito importantes das microparticulas que as tornam aplicaveis
no tratamento de patologias oculares, entre as quais podemos citar a biodegradacdo, a
bioadesdo, biocompatilidade e baixa toxicidade. Além disso, o tipo de polimero utilizado
determina o mecanismo de liberacdo do farmaco envolvido. Em matrizes biodegradaveis, a
velocidade de erosdo é um fator importante na exposicdo do farmaco ao meio de
dissolucdo. Canais porosos podem estar presentes na rede polimérica permitindo a
penetracdo do solvente com eventual dissolucdo e difusdo do farmaco para o meio de

liberacdo (OLIVEIRA et al, 1992; ANDREO FILHO e OLIVEIRA, 1999).

Varios polimeros podem ser utilizados na producdo de microparticulas, como
exemplo o acido poli-latico co-glicolico (PLGA) (COLTHURST et al., 2000; HERRERO-
VANRELL; REFOJO, 2001; OGURA, 2001; SILVA-JUNIOR, 2005).

As microparticulas de polimeros biodegradaveis como o PLGA tem mostrado
eficiéncia na liberacdo de farmacos no vitreo e podem ser tolerados pelo tecido dptico

(MORITERA et al, 1991,1992; AKULA et al, 1994; VELOSO et al., 1997; DING, 1998;
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YASUKAWA et al 2000; OGURA, 2001; HERRERO-VANRELL; REFOJO, 2001;

KOMPELLA; BANDI; AYALASOMAYAJULA, 2003).

PLGA

O PLGA ¢é um copolimero sintético biodegradavel que pertence ao grupo dos
poliésteres alifaticos. Pode ser obtido pela co-polimerizacdo do &cido latico e do &cido
glicélico (UHRICH et al., 1998).

No organismo, o PLGA sofre hidrélise quimica decompondo-se em acido glicolico
e acido latico que é eliminado via ciclo de Krebs em gas carbonico e agua (JAIN et al.,
1998; KUNOU et al., 2000).

A figura 3 representa as estruturas quimicas do PLGA e dos seus produtos de

decomposicdo, acido latico e &cido glicolico.

*{J(Loroi/yir OjO(Lo%y/ '

PLGA
CH, H
HO+COOH HO+COOH
H H
acido latico acido glicélico

Figura 3. Estruturas quimicas do PLGA, acido latico e acido glicdlico.

O PLGA tem sido usado na liberacdo prolongada de farmacos, pelo fato de ser
biocompativel, biodegradavel, atoxico e ndo necessitar intervencdo cirargica depois de
esgotado o farmaco (JAIN et al., 1998; KUNOU et al., 2000). Vérios sistemas de liberacéo

controlada tém sido preparados usando polimeros biodegraddveis como carreadores para

GustavoRossanezi



Introducdo 13

liberacdo de varios tipos de farmacos, incluindo antibioticos (WEBBER et al., 1998),
agentes antineoplasicos, antiinflamatorios esterdéides (McCARRON; WOOLFSON;
KEATING, 2000; ZHOU et al., 1998), peptideos (ROTHENWEINHOLD et al., 1999) e
proteinas (SINGH et al., 2001) entre outros.

Varias metodologias tém sido propostas para a obtencéo de microparticulas, entre as
quais a atomizacdo com secagem “Spray drying” vem se destacando devido a eficiéncia de
encapsulacdo, rapidez, nimero de etapas de producdo reduzida, possibilidade de uso em
escala industrial, possibilidade de encapsular farmacos e polimeros com diversos graus de

hidrofilia-lipofilia (MASTERS, 1985; FU et al, 2002; SILVA-JUNIOR, 2005).

SPRAY DRYER

O método de obtencdo de microparticulas por “spray drying” tem sido vastamente
aplicado na producdo de alimentos, produtos farmacéuticos, polimeros e também na
industria quimica. Na induastria farmacéutica é usada para produzir p6s para aplicacao
parenteral, nasal e pulmonar e sdo administrados na forma de suspensdes, solucbes e
aerossois (MASTERS, 1985; BENITA, 2006; VEHRING; FOSS; LECHUCA-
BALLESTEROS, 2007).

A técnica consiste em dissolver, dispersar ou emulsionar um polimero e o farmaco e
atomizar, originando goticulas que sdo secas rapidamente. A secagem ocorre quando as
microgotas passam juntamente com o ar através de uma camara de secagem (figura 4) a
uma temperatura superior a temperatura do ponto de ebulicdo do solvente utilizado,
fazendo com que este evapore formando as microparticulas (FU et al., 2002; BENITA,
2006). Entre as demais vantagens da técnica de atomiza¢do com secagem também estd a
obtencdo de microparticulas esféricas e com tamanho uniforme na ordem de micrometros,

caracteristicas extremamente importantes para a liberacdo homogénea e reprodutivel do
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farmaco (SILVA-JUNIOR; MATOS; OLIVEIRA, 2004a; 2004b) e facilitar sua
administracdo evitando o entupimento da agulha no momento da administracdo parenteral

(DING, 1998).

Figura 4 — Representagdo do aparelho de Spray Dryer.

Para garantir seguranca em casos de aplicacdo intraocular é necessaria a
esterilizacdo das microparticulas ap6s o processo de producdo (HERRERO-VANRREL;
REFOJO, 2001). Uma técnica muito utilizada para esterilizar sistemas de liberagdo
microparticulados é a de radiacdo gama (MONTANARI et al, 1998; SILVA-JUNIOR et
al, 2005).

Alguns estudos revelam que a radiacdo gama pode alterar certos pardmetros das
microparticulas como tamanho, forma e velocidade de degradacdo (HERRERO-

VANRREL et al, 2000; CALIS et al, 2002; MONTANARI et al, 2003; SILVA-JUNIOR et
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al, 2004b). Para tanto, as caracterizacOes destes sistemas devem ser realizadas antes e

depois da exposicdo a radiacdo gama como método esterilizante (SILVA-JUNIOR et al,

2008).
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Il - OBJETIVOS
e Desenvolver microparticulas de PLGA contendo CETO em diferentes proporcdes
de farmaco-polimero (m/m), utilizando a técnica de “spray drying”;
e Validar o método de analise quantitativa do farmaco nas microparticulas;
e Caracterizar fisico-quimicamente as microparticulas obtidas por “spray drying”;
e Obter o perfil de liberacdo “in vitro” das microparticulas de PLGA contendo

CETO.
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Il - MATERIAL E METODOS

3.1 — Material

3.1.1. Matérias Primas e Reagentes
e PLGA 50/50 obtidos da Birmingham polymers Inc. EUA
e Cetorolaco de trometamina obtido de Deg- Ativando principios
e Acetona LABSYNT
e Acetonitrila grau HPLC obtido da J.T Baker.
e Acido acético glacial LABSYNT

e Agua deionizada Milli-Q

3.1.2. Equipamentos e Acessorios
e Spray dryer de laboratério marca BUCHI® modelo B191.
e Cromatografo liquido de alta eficiéncia Waters® Alliance mod 2695.
e Coluna Cromatografica Symetry Waters® C-18 4,6x150mm (5um)
o Liofilizador modelo EDWARDS MODULYO®.
e Espectrofotdmetro UV-Vis HEWLETT PACKARD®
e Microscopio eletronico de varredura - JEOL® modelo JSM T330A
e Analisador de particulas Light Scattering — Brookhaven, mod. EMI 9863 — fonte
de laser He-Ne 10mW, 514 e 532nm — HUGHES;

e Vidrarias e outros acessorios
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3.2- Métodos
3.2.1. Obtengéo das microparticulas de PLGA contendo CETO.

O CETO foi dissolvido em 10 mL de &cido acético glacial e adicionado a solucéo
de PLGA previamente dissolvida em acetona sob agitacéo a fim de obter soluges finais de
proporcdo farmaco-polimero 15:85, 25:75 e 35:65 (m/m). Todas as solucBes foram
acrescidas de 2 mg de glicose a fim de obter particulas menos aglomeradas. Por fim as
solucBes foram atomizadas em aparelho de “Spray dryer” de laboratério, utilizando

aspersor padrdo de 0,7 mm sob as seguintes condicdes:

v’ temperatura de entrada de ar 75 °C;

v’ temperatura de saida de ar 48-52 °C;

v" fluxo do ar de atomizacao de 450 L/h;
v" fluxo da bomba de alimentagéo de 20%;

v' eficiéncia do aspirador de 80%.

As particulas foram coletadas do aparelho com auxilio de uma espatula e

armazenadas em frascos de vidro envoltos em papel aluminio e guardados em dessecador.

3.2.2 Validacdo do método de analise quantitativa do CETO nas

microparticulas

3.2.2.1.Selecdo do comprimento de onda representante da regido monomeérica do

CETO por espectrofotometria UV-Vis.

Foi preparada uma solucdo de CETO em acetonitrila/tampdo acetato-pH 4,3 (3:7

v/v) na concentragdo de 25ug/mL e foi realizada a varredura para obtencdo do espectro de
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UV-Vis desta solucédo na regido de 200 a 400nm utilizando cubeta de quartzo com 1 cm de

caminho Optico em espectrofotdmetro com detector diode array.

3.2.2.2. Instrumentacdo e condicdes cromatograficas

O sistema CLAE utilizado constitui em cromatégrafo Waters Alliance® modelo
2695 equipado com detector Waters Photodiode Array modelo 2996. A fase estacionaria
constituiu-se em coluna Symetry C-18 (4,6 x 150 mm, 5um). A fase moével foi preparada
através da mistura de acetonitrila/tampéao acetato pH= 4,3 (30:70 v/v) previamente filtrados
através de membrana de acetato de celulose 0,45um x 47mm, sendo degaseificada em
banho de ultrasson por 20 minutos. Durante o ensaio foi utilizado fluxo isocratico de

ImL/min.

3.2.2.3. Linearidade e Alcance

Uma solugdo estoque de CETO foi preparada em acetonitrila na concentragéo
100pg/mL. Diferentes aliquotas desta solucéo foram transferidas para balGes volumétricos
de 10mL e o volume foi completado com fase mdvel, a fim de obter solugcdes com
concentragdes entre 0,5 e 30,0 pg/mL. A equacdo da reta foi obtida através da regressdo
linear do gréafico feito entre a &rea da curva e a concentragdo do farmaco em pg/mL.
Também o coeficiente de correlagédo foi obtido representando a linearidade do método, € a

faixa de concentragdo abrangida pela curva padrdo representa o alcance.

3.2.2.4. Especificidade e Seletividade

A capacidade de o método quantificar exatamente o farmaco em presenca de outros

componentes como impurezas, produtos de degradacdo e componentes da matriz, foi
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verificada analisando um cromatograma de uma amostra contendo CETO e cloridrato de

ciprofloxacino.

3.2.2.5.Precisio e Exatidao

A preciséo foi determinada analisando-se o coeficiente de variagdo de 5 amostras
com concentracGes conhecidas de CETO, preparadas em 3 dias diferentes.

A exatiddo foi avaliada pelo método de recuperacdo, que foi realizado
contaminando a solucdo mée com uma quantidade de PLGA, e prosseguindo com as
diluicbes para obter 5 concentracfes presentes na curva padrdo. Os resultados deste estudo

foram aplicados para obter a % de recuperacéo de CETO:

CONC MEDIA EXPERIMENTAL X

RECUPERACAO = -
CONC.TEORICA

100

3.2.3- Caracterizacao fisico-quimica das microparticulas

3.2.3.1. Morfologia

A anélise morfoldgica foi realizada por microscopia eletronica de varredura (SEM).

3.2.3.2. Determinacdo do tamanho das microparticulas por espalhamento de luz

A analise do tamanho das microparticulas foi realizada através da técnica de
espalhamento de luz (Dinamic Ligth Scattering), também denominada espectroscopia de
correlagdo de protons (PCS).

Esta técnica fornece intervalos de didametro de particulas presentes nas amostras,

bem como o nimero de particulas contidas em cada intervalo.
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A técnica consiste em preparar uma Suspensdo pouco concentrada com as
microparticulas, coloca-la em banho de ultrasson por alguns minutos e atravessar a amostra
com um feixe de laser, geralmente He-Ne 532 nm, de modo que as particulas presentes no
meio espalhem a luz. A luz espalhada é captada por um sinal que é enviado ao correlator,
no qual se d& o processamento dos dados. Estes sdo enviados para um software que realiza
os célculos fornecendo os valores de tamanho médio e indice de polidispersidade, entre

outros.

3.2.3.3. Espectroscopia na regido do infravermelho

A fim de estudar a ocorréncia de possiveis interagdes farmaco-polimero ou
possiveis alteragdes quimicas dos componentes das microparticulas apés o processo de
producdo foram obtidos os espectros de infravermelho do farmaco, do PLGA, das
microparticulas contendo o farmaco e da mistura fisica de farmaco-polimero em
quantidades iguais. Para isso 3 mg de amostra foram misturadas a 325 mg de brometo de
potassio utilizando gral com pistilo para obtencdo das pastilhas utilizando prensa hidraulica

(FU et al., 2002; SILVA-JUNIOR, 2005).

3.2.3.4. Analise térmica

Para analise térmica das amostras foram utilizadas as técnicas de calorimetria
exploratoria diferencial (DSC), termogravimetria / termogravimetria derivada (TG/DTG) e

derivada de analise térmica (DTA).

3.2.3.4.1 Termogravimetria/ termogravimetria derivada (TG/DTG).
A fim de verificar possiveis alteracdes na estabilidade térmica dos componentes

apos o processo de obtencdo das microparticulas, as curvas TG/DTG foram obtidas na
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faixa de 25 e 500 °C, sob atmosfera de N, (50mL.min™), com razdo de aquecimento de 10

°C.min™, utilizando cadinho de platina contendo em torno de 5mg de amostra.

3.2.3.4.2. Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A fim de verificar possiveis alteragdes na temperatura de transi¢do vitrea do PLGA
apos o processo de obtencdo das microparticulas, foram obtidas as curvas DSC do farmaco
puro, do PLGA, das microparticulas de PLGA contendo o farmaco e das respectivas
misturas fisicas de mesmas proporcGes farmaco-polimero, na faixa de 25-500°C, sob
atmosfera de N, (100mL.min™), com razdo de aquecimento de 10 °C min™, utilizando
cadinhos de aluminio fechados contendo aproximadamente 1mg de amostra. A célula de

DSC foi calibrada antes dos experimentos utilizando padréo de indio.

3.2.3.5. Andlise guantitativa do fArmaco nas microparticulas

Foram dissolvidos 5 mg de microparticulas contendo CETO em baldo volumétrico
de 10mL com é&cido acético glacial. Uma aliquota de 1 mL desta solucdo foi transferida
para baldo volumétrico de 10mL e o volume foi completado com acido acético 0,1M. Foi
obtido um espectro desta amostra em 317nm utilizando espectrofometria na regido do UV-
Vis. O teor de farmaco encapsulado foi calculado utilizando a equacdo da curva padréo

obtida nas mesmas condicdes de analise e as analises foram realizadas em triplicata.

3.2.4. Liberacédo “in vitro” do farmaco a partir das microparticulas

O ensaio de liberacdo in vitro foi realizado utilizando o modelo estatico, onde as
microparticulas contendo o equivalente a 4mg de farmaco foram colocadas em tubos com
3mL de solugdo tampao Tris 0,01M pH 7,2 e mantidas em banho termostatizado a 37°C +

0,2 °C. Em intervalos de tempo pré-determinados os tubos foram centrifugados a 12000
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rpm e o sobrenadante retirado e analisado por espectrofotometria em 323nm. Novos
volumes de solucdo tampdo serdo adicionados aos tubos, 0s quais serdo incubados até o
proximo tempo de coleta (SILVA-JUNIOR, 2005). Todas as analises foram realizadas em

quadruplicata.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Obtencgéo das microparticulas de PLGA contendo CETO

Através do método de obtencdo descrito foi possivel produzir microparticulas
contendo 15%, 25% e 35% de CETO. As microparticulas obtidas apresentam-se como um
p6 fino, homogéneo e com pequena umidade. O excesso de umidade foi eliminado sob

Vacuo.

4.2-Validacao do método de andlise quantitativa do CETO nas microparticulas
4.2.1.Selecdo do comprimento de onda representante da regido monomérica do

CETO

A figura 5 mostra o espectro de UV-Vis do CETO.

Absorbancia
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(%] L o [ax] - [ ]
1 1 1 1 1 1

(=]
|

T T T T T T T T
Z20 240 280 280 200 220 240 260 nm

[
[l
(=]

Figura 5 — Espectro de UV-Vis do CETO em acetoniltrila: tampéo acetato pH-4,3 (3:7)

O espectro do CETO apresentou Amax em 318nm e coeficiente de extin¢gdo molar

bastante alto para este sistema solvente (¢ = 19844).
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4.2.3. Linearidade e Alcance

Uma solucdo estoque de CETO foi preparada em acetonitrila na concentragdo
100ug/mL. Diferentes aliquotas desta solucdo foram transferidas para bales volumétricos
de 10mL e o volume foi completado com fase mdvel a fim de obter solugbes com
concentragdes entre 0,5 e 30,0ug/mL, que foram analisadas por CLAE em triplicata.

Com estes dados foi construida uma curva padréo da area sob o pico em fungdo da
concentracdo do farmaco em pg/mL (figura 5). Através destes pontos foi realizada uma
regressdo linear onde se obteve a equacdo da reta. Também o coeficiente de correlacdo foi
obtido representando a linearidade do método, e a faixa de concentracdo abrangida pela

curva padréo representa o alcance.

Se+b -

4e+5

Je+6 A

=

mV.sec

2e+6 -

1e+f

I:I =1 T L T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35
[Cetorolaco]ug.mL”

Figura 6- Curva padrdo do CETO em acetonitrila: tampo acetato (3:7), com Amax 318nm.

y = 152595,36.x — 30069,50 r’=0,999
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O método de quantificacdo proposto mostrou linearidade na faixa de concentragao
entre 0,5 e 30 ng/mL, apresentando o coeficiente de correlacdo r = 0,999, valor este que se

encontra dentro dos limites estabelecidos (ANVISA, 2003).

4.2.3. Especificidade e Seletividade

A capacidade do método de quantificar exatamente o fa&rmaco em presenca de
outros componentes como impurezas, produtos de degradagcdo e componentes da matriz,
foi verificada analizando-se o cromatograma de uma amostra contendo CETO e
ciprofloxacino e PLGA como padrdo interno (figura 6). Esses padrdes internos foram
escolhidos por se tratarem de um farmaco utilizado na terapéutica junto ao CETO alem de
ser produzido no mesmo equipamento, e 0 PLGA é o polimero presente nas

microparticulas.

014
0121
010
006
006
004

0.02

nﬂn{—————————fmthf“J = T
L L L L L L

1.00 200 300 400 .00 £.00 7.00 8.00
Minutos

Figura 7 — Cromatograma de uma solucdo de CETO 5pg.mL™ contendo ciprofloxacino como

padrdo interno com deteccdo em Amax 318nm.

O cromatograma mostra o pico do ciprofloxacino proximo ha 2 minutos e o pico do

CETO bem separado na regido de 6 minutos. O pico do PLGA aparece em média no tempo
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de 15 minutos e ndo interfere de forma alguma no pico do farmaco. Desta maneira 0s

contaminantes testados nao interferem na quantificacdo do CETO.

4.2.4. Precisdo e Exatidao

A precisdo foi determinada analisando-se o coeficiente de variacdo (CV) de cinco
amostras com concentracOes de 5, 10, 15, 20 e 25pug/mL de CETO, preparadas em trés dias
diferentes. O método se mostrou preciso uma vez que todas as amostras tiveram CV

menor que 5 (Tabela 1).

Tabela 1-Dados de preciséo e exatidao interday da validagdo da metodologia de anélise quantitativa do

CETO

Conceail:;?r(;nali)_lt)eo rica Corzizn;:iggo inggtlca CV(%)
5 4,35 + 0,06 1,59
10 8,83 +0,23 2,61
15 13,61 + 0,60 4,44
20 18,79 + 0,87 4,80
25 22,05+ 0,40 1,77

4.2.5. Recuperacao

O estudo de recuperacdo CETO foi realizado contaminando-se a solucdo méae
(100pg.mL™) com 5mg de PLGA, e prosseguindo-se com as diluicdes para obter cinco
concentracdes presentes na curva padrdo. Os resultados deste estudo foram aplicados para
obter a porcentagem de recuperacdo de CETO. Nos resultados da tabela 2 pode-se verificar

que todos os pontos testados apresentam percentual de recuperacdo entre 80 e 110%. O
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coeficiente de variagdo também apresenta-se abaixo de 5 de acordo com as especificacdes

da ANVISA.

RECUPERAGAO = CONC MEDIA EXI?ERIMENTAL 100
CONC.TEORICA

Tabela 2- Dados de recuperacdo da validacdo da metodologia de analise quantitativa do CETO

Concentracao  Concentracgéo

tedrica analitica Recuperagdo Cv
0] 0]
(ugmL)  (ugmL)+pp  (O)XDP (%)
5 4,22 +0,10 84,44 + 2,05 2,43
10 8,66 + 0,40 86,65 + 3,99 4.60
15 13,98 + 0,63 93,26 + 4,96 4,96
20 18,46 + 0,92 92,32 + 4,60 4,98
25 23,25+ 0,90 93,03 + 3,60 3,88

4.3- Caracterizacao fisico-quimica das microparticulas
4.3.1.Morfologia
As microparticulas com propor¢do de farmaco-polimero 15:85 e 25:75, foram
fotografadas com aumento de 2000X, 7500X e 15000X, dependendo da amostra, a fim de
avaliar a forma e tipo de superficie que apresentam.
O CETO (Figura 8) apresentou-se como cristais com dimensdes da ordem de 2 a
3 um bastante aglomerados, o que era ja esperado, uma vez que ao ar livre ele tende a

aglomerar em pouco tempo.
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Figura 8 — MEV do p6 do CETO sob aumento de 7500X.

As microparticulas particulas contendo 15% de farmaco apresentaram formas

ovaladas e esféricas, com tamanho variando entre 1 e 3 um aproximadamente (figura 9).

Figura 9 — MEV das microparticulas contendo 15% de CETO, sob aumento de 2000X.

Nos aumentos de 7500 e 15000X observa-se a superficie lisa das microparticulas,

em geral esféricas e ovaladas, e temos melhor percep¢do do tamanho (Figuras 10 e 11).
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Figura 10 — MEV das microparticulas contendo 15% de CETO, sob aumento de 7500X.

Figura 11 - MEV das microparticulas contendo 15% de CETO, sob aumento de 15000X.

A amostra contendo 25% de farmaco mostrou uma variagdo na forma, com
esferas de tamanho aproximado de 2pum e microparticulas aglomeradas (figura 12), assim

como o0 CETO que se aglomera facilmente mesmo quando armazenado em dessecador.
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Figura 12 - MEV das microparticulas contendo 25% de CETO, sob aumento de 2000X.

As figuras (13 e 14) mostram microparticulas da ordem de 2um com superficies

lisas e bastante aglomeradas.

Figura 13- MEV das microparticulas contendo 25% de CETO, sob aumento de 7500X
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Figura 14- MEV das microparticulas contendo 25% de CETO, sob aumento de 15000X

Comparando as duas formulagdes observa-se que a medida que se aumenta o teor
de farmaco, as microparticulas tendem a uma maior aglomeracdo e tornam-se mais
amorfas. No entanto, em formulagGes com mais de 25% de CETO néo foi possivel obter
microparticulas esféricas ou ovaladas, mas sim uma massa de polimero com farmaco a

qual provavelmente ndo oferece liberagéo uniforme (figura 15).

Figura 15- - MEV das microparticulas contendo 35% de CETO, sob aumento de 7500X.
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4.3.2. Determinacéo de tamanho das microparticulas por espalhamento de luz.

Para a determinacdo do tamanho das microparticulas foram preparadas suspensoes
com cerca de 5mg de microparticulas contendo CETO em uma solucéo diluente preparada
com tampéo fosfato 50 mM, solucdo de NaOH e NaCl. Esta suspensédo foi colocada em
banho de ultrasson e em seguida procedeu-se a analise.

A analise foi realizada para as microparticulas contendo 15 e 25% de CETO. Como
a amostra contendo 35% de CETO ndo apresentou microparticulas esféricas, mas sim uma
massa amorfa, ndo foi realizada a analise de tamanho das microparticulas para essa
amostra.

As microparticulas contendo 15% de CETO apresentaram um tamanho uniforme,
com cerca de 90% das microparticulas com didmetro entre 1,5 e 3,0 um. O restante
concentrou-se na faixa de 100 a 250 nm e sdo atribuidas a fragmentos provenientes do

choque entre as microparticulas no ultrasson (figura 16).
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Figura 16-Freqiiéncia e freqliéncia acumulada do tamanho das microparticulas contendo 15% de CETO.
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As microparticulas contendo 25% de CETO apresentaram tamanho uniforme,
porém um pouco maiores, variando entre 3,0 e 4,5 um. O restante da amostra com

didmetro proximo a 500nm, e atribuida a fragmentos de microparticulas (figura 17).
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Figura 17-Frequéncia e freqiiéncia acumulada do tamanho das microparticulas contendo 25% de CETO

4.3.3. Espectroscopia na regido do infravermelho
Aproximadamente 3mg de microparticulas com propor¢oes de farmaco-polimero
15:85, 25:75 e 35:65 foram misturadas a 325mg de KBr com auxilio de gral e pistilo e
transformados em pastilhas utilizando uma prensa hidraulica. Da mesma maneira, foram
preparadas amostras para controle com CETO e microparticulas inertes (mistura fisica).
Todas as amostras foram analisadas por espectroscopia de infravermelho de 4000 a 400
cm™ em relacdo & porcentagem de transmitancia, a fim de avaliar a integridade dos
componentes apos o0 processo de obtencdo das microparticulas.
A figura 18 representa o espectro de infravermelho do CETO: bandas na regido de
3

3000 a 3400 cm™ atribuidas ao estiramento do grupo O-H, ao estiramento de carbonos sp

e deformagcdo axial de carbonos sp® e a deformacéo do grupo NH, no plano_ de1500 a 1600
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cm™ ao estiramento da ligacdo N-H do grupo amina e a C=0 conjugada, de 1210 a 1320
cm™ atribuidas a estiramento C-O da carboxila, de 1350 a 1420 cm™, a amina aromatica
terciaria e de 700 a 780 cm™, atribuidas & monosubstituicio no anel aromaético

(SILVERSTEIN, 1979).
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Figura 18- Espectro de infravermelho do CETO.

A figura 19 representa o espectro de infravermelho do PLGA: a banda préxima a
3000 cm™ é atribuida ao estiramento de carbono sp® alifatico, de 1760 a 1735, ao
estiramento grupo C=0, de 1460 a 1000, correspondem ao estiramento de ligacdes C-O e
O-H.

Pode-se observar através da figura 18 um pico na regido de aproximadamente 1600
cm™, referente a C=0 conjugada, e na figura 19 um pico distinto na regido de 1750 cm™,
atribuido a C=0 néo conjugada. Estes dois picos servirdo como base para avaliacdo da
presenca dos componentes na mistura fisica e microparticulas, pois se apresentam isolados

e sem interferéncia.
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Figura 19- Espectro de infravermelho do PLGA.

A figura 20 representa o espectro de infravermelho da mistura fisica contendo
CETO: PLGA na propor¢do 50:50. Como podemos observar na figura, ndo houve
diferenca nas posicOes das bandas na mistura fisica, principalmente as bandas de absor¢do
a 1600 e 1750 cm™ que caracterizam a carbonila conjugada do CETO e a carbonila néo
conjugada do PLGA, respectivamente. Estes resultados confirmam que somente a mistura

fisica ndo promove interagdes quimicas entre o farmaco e o polimero.
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Figura 20 - Espectro de infravermelho da mistura fisica de CETO com microparticulas inertes de PLGA.
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A figura 21 representa o espectro de infravermelho das microparticulas contendo
CETO: PLGA nas proporcdes 15:85 (azul), 25:75 (preto) e 35:65 (vermelho). A partir da
figura, podemos observar que os espectros das microparticulas e da mistura fisica (figura
20) séo bastante semelhantes. Entretanto, os picos caracteristicos do CETO na regido em
1000 e 1500 cm™ apresentaram, respectivamente, aumento da intensidade e alargamento
com o aumento da concentracdo do farmaco. Estes resultados sugerem possiveis interacdes
entre os grupos NH; do CETO e COOH do PLGA para maiores concentragdes de CETO
(regido de 1500 e 1000 cm™ respectivamente), mas de que maneira geral, o processo de

obtencdo das microparticulas preservou a estrutura quimica dos componentes.
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Figura 21- Espectros de infravermelho das microparticulas contendo 15% (azul), 25% (preto) e 35%
(vermelho) de CETO.

4.3.4 - Andlise Térmica
A analise térmica foi realizada de acordo com os parametros descritos, utilizando
como amostras CETO, PLGA, glicose, microparticulas contendo 15%, 25% e 35% de

CETO e as misturas fisicas correspondentes.
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A figura 22 mostra as curvas de TG, DTG e DTA do CETO. Pode-se observar
através da DTA um pequeno evento proximo a 100 °C (1), resultante da absorcdo de agua
de superficie. No intervalo de 160 e 180 °C (2) aparece um evento endotérmico, seguido de
outro menos intenso (3), juntamente com o inicio da perda de massa. O evento 2 coincide
com o ponto de fusdo do CETO, indicando que o farmaco comeca a degradar logo ap6s a
sua fusdo e continua degradando até acima de 500 °C. Aproximadamente em 300 °C (4)
ocorre um pico de degradacdo exotérmico, onde se observa um aumento na velocidade de
degradacdo. Com excecéo do evento (1), todos os demais podem ser bem visualizados na

curva de DTG.
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Figura 22 — Curvas de TG, DTG e DTA do CETO obtida em atmosfera de nitrogénio (50 mL.min™Y e taxa

de aquecimento de 10°C.min™.

A curva de DSC do CETO (figura 23) mostra um evento proximo a 80 °C resultante

da absorcdo da agua de superficie. Na regido entre 160 e 170 °C ocorre 0 evento de fusao
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do farmaco na mesma faixa de temperatura descrita na literatura. Proximo a 200 °C ocorre

0 evento endotérmico de degradacéo.
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Figura 23 — Curva de DSC do CETO obtida em atmosfera dindmica de N, a 50mL/min e razdo de

aquecimento 10 °C.min™.

A figura 24 representa as curvas de TG, DTG e DSC do PLGA.
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Figura 24 - Curvas de TG, DTG e DTA do PLGA obtida em atmosfera de nitrogénio (50 mL.min™) e taxa

de aquecimento de 10°C.min™.
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Através da observacdo da curva de DTA do PLGA foi possivel identificar dois
eventos distintos. O primeiro é a transi¢do vitrea do polimero proximo a 50 °C (1) e o
segundo, um evento endotérmico, referente a degradacdo do polimero na regido de 270 a
320 °C (2). Estes eventos foram confirmados pelas curvas de TG e DTG.

A figura 25 apresenta a curva de DSC do PLGA. Esta curva mostra um evento entre
45 e 55 °C correspondente a transicdo vitrea do polimero. O evento de degradacdo ndo

aparece, pois ocorre acima de 300°C como mostrou a curva de DTG.
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Figura 25 — Curva de DSC do PLGA obtida em atmosfera dindmica de N, a 50mL/min e razdo de
aquecimento 10 °C.min™*

A figura 26 apresenta as curvas de TG, DTG e DTA da glicose. Neste grafico é
possivel visualizar trés eventos bem separados. O primeiro (1) na regido de 180°C,
representa a fusdo da glicose, pois ndo ocorre perda de massa. O segundo (2) e o terceiro
(3) sdo eventos de degradacdo, estdo nas regides de 250°C e 315°C respectivamente,
coincidindo com o inicio da perda de massa no evento 2 e uma perda acentuada de massa

no evento 3, confirmadas pela DTG.
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Figura 26- Curvas de TG, DTG e DTA da glicose obtida em atmosfera de nitrogénio (50 mL.min™) e taxa
de aquecimento de 10°C.min™.

A figura 27 apresenta a curva de DSC da glicose.
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Figura 27 — Curva de DSC da glicose obtida em atmosfera dindmica de N, a 50mL/min e raz&o de

aquecimento 10 °C.min™.
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Nesta curva aparecem os eventos de fusdo na regido de 160°C, bem como o
evento endotérmico de degradacdo iniciando em 200°C, confirmando os eventos ja
mostrados pela figura 26.

A figura 28 apresenta as curvas de TG, DTG, DTA e DSC das misturas fisicas

contendo 15, 25 e 35% de CETO.

a d
b e
c f

Figura 28- Curvas de TG, DTG e DTA das misturas fisicas contendo 15% (a), 25% (b) e 35% (c) de CETO e
curvas de DSC das misturas fisicas contendo 15%(d), 25% (e) e 35%(f).
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As curvas de DTA das misturas fisicas (figura 28-a; b; c) reinem o evento de fuséo
descrito na curva do CETO, e os eventos de transi¢cdo vitrea e degradacdo presentes na
curva do PLGA. A primeira etapa do evento de degradacdo do CETO, provavelmente esta
integrada a do polimero, pois a curva de DTG apresenta um pico largo e deslocado para as
temperaturas entre 200 e 300°C, seguido de outro com menor intensidade
aproximadamente em 350°C correspondente a segunda etapa de degradacdo do farmaco.
Porém, as curvas de DTA apresentam dois eventos de degradacdo, o primeiro endotérmico
e 0 segundo exotérmico, caracteristico do farmaco.

O deslocamento de alguns picos na direcdo de temperaturas menores indica a
ocorréncia de interages fisico-quimicas entre o farmaco e o polimero, quando submetidos
ao processo de aquecimento.

Comparando as curvas das diferentes misturas fisicas podemos observar uma
homogeneidade nos resultados. E notavel um aumento na intensidade dos picos referentes
a fusdo do CETO, tanto na DTA quanto na DTG, onde este evento aparece separado da
degradacdo do polimero. Tal diferenca nas intensidades é resultante da quantidade de
farmaco de cada amostra.

As curvas de DSC (figura 28-d; e; f) apresentam os eventos descritos nas curvas do
CETO e do PLGA: a transicdo vitrea na regido de 50 °C, a fusdo do CETO préximo a 150
°C, pouco diferente do apresentado pelo CETO puro. Ocorre também um evento discreto
préximo a 190 °C, provavelmente resultante da primeira etapa de degradacdo do farmaco.
Novamente a apari¢do dos picos de fusdo do CETO em temperaturas menores indica que
ocorre alguma interacao entre farmaco e polimero em altas temperaturas.

As amostras tiveram comportamentos semelhantes entre si, mostrando apenas
diferentes intensidades nos picos de fusédo do CETO e transi¢édo vitrea do PLGA, devido as

diferentes proporc¢oes.
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A fim de verificar se o0 processo de obtencdo promove interacdo farmaco-polimero,

foram realizados estudos de analise térmica das microparticulas.

A figura 29 apresenta as curvas de TG,

contendo 15, 25 e 35% de CETO.
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Figura 29- Curvas de TG, DTG e DTA das microparticulas contendo 15% (a), 25% (b) e 35% (c) de CETO e
curvas de DSC das microparticulas contendo 15%(d), 25% (e) e 35%(f) de CETO.
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As curvas de TG, DTG e DTA (figura 29-a; b; ¢) das microparticulas apresentaram
perfis semelhantes aos das misturas fisicas correspondentes, tambem mostrando
deslocamento dos eventos de degradacdo e fusdo para regifes de menores temperaturas
(figura 28-a; b; ¢). Na curva de DTG o a primeira etapa do evento de degradacéo do CETO
provavelmente esta integrado ao do polimero, e a segunda etapa aparece mais discreta que
nas misturas. Os picos correspondentes a fusdo do CETO e transi¢do vitrea variam de
intensidade de acordo com a composigéo.

Todas as microparticulas tiveram comportamento semelhante tendo como Unica
diferenca a intensidade de seus picos devido a diferentes composicoes.

As curvas de DSC (figura 29-d; e; f) apresentaram dois eventos esperados, a
transicdo vitrea do PLGA na regido de 50°C e a fusdo do CETO na regido de 150°C, ambos
variando de acordo com a concentracdo de cada amostra. Da mesma forma que nas
misturas fisicas (figura 28-d; e; f) ocorre um pequeno evento na faixa de 190°C, que é
atribuido a primeira etapa de degradacéo do CETO.

Deslocamentos de picos e diferencas na sua intensidade e formato indicam que
ocorre algum tipo de interacdo fisico-quimica entre 0 CETO e o PLGA. Essas interacfes
s80 necessarias para que ocorra algum tipo de retencdo do farmaco nas microparticulas e

conseqlientemente um aumento no tempo de liberacdo do mesmo.

4.3.5 - Analise quantitativa do farmaco nas microparticulas

Para a analise quantitativa das microparticulas de CETO foi construida uma curva
padrdo a partir dos dados obtidos na espectroscopia na regido do UV-Vis. Solucbes de
CETO em é&cido acético 0,1M nas concentracdes de 2.5, 5.0 ,10.0 , 15.0 , 25.0 e 30.0

pg/mL foram preparadas em triplicata.
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A curva foi obtida a partir da absorbancia em 318 nm em funcdo da concentragao
(figura 30) para a qual foram calculados a equagéo da reta e o coeficiente de correlagéo:
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Figura 30- Curva padrdo do CETO em &cido acético 0,1M.

Para a andlise quantitativa, foram pesados 5 mg de microparticulas contendo 0,75,
1,25 e 1,75 mg de CETO dependo da amostra, e transferidos para baldo volumétrico de
10mL e o volume foi completado com &cido acético glacial. Uma aliquota de 1 mL da
solucdo foi transferida para outro baldo de 10 mL e diluida com &cido acético 0,1M, e
foram procedidas as andlises no espectro no comprimento de onda de 318 nm, em
triplicata. O mesmo procedimento foi realizado para todas as formulagdes.

Os dados foram aplicados na curva padrdo e os resultados foram relacionados na
tabela 3. De acordo com os dados obtidos, todas as microparticulas tiveram uma eficiéncia

de encapsulacéo satisfatdria e bastante semelhante.
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Tabela 3- Dados do doseamento das microparticulas de CETO.

Proporc¢éao Concentracdo Concentragao

. o . P Eficiéncia de
Farmaco.pollmero teorica analitica Enca sula 5.0 (0/)
(Mg/mL)  (ug/mL) + DP pstfagao (¥

15:85 7,5 6,55+ 0,13 87,33+ 1,74

25:75 12,5 11,02 + 0,13 88,16 + 1,08

35:65 17,5 15,11 + 0,13 86,34 + 0,73

. 4.3.6. Liberacao in vitro do fArmaco a partir das microparticulas

Para realizar o doseamento durante a liberacdo do CETO através da espectroscopia,
foi construida uma curva padrdo de CETO em tampdo Tris 10 Mm Ph-7,2, na regido do
UV-Vis. SolugBes com concentracOes entre 2,5 e 30ug/MI foram preparadas em triplicatas
e as leituras foram realizadas em 323nm. Com base nos resultados foi possivel obter a
equacdo correspondente a curva padrdo, assim como o coeficiente de correlacdo. A curva

padrdo esté representada na figura 31.
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Figura 31-Curva padrdo do CETO em Tampao Tris 10 mM pH-7,4.
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A liberacdo de farmacos a partir de microparticulas de polimeros biodegradaveis
ocorre pela difusdo do farmaco através de poros formados na matriz polimérica ou pela
degradacéo do polimero, sendo que a difusdo ocorre no inicio da liberagdo e a erosdo numa
fase mais tardia, com a liberagdo do farmaco disperso na matriz (BENITA, 2006).

De acordo com o método utilizado, microparticulas contendo o equivalente a 4 mg
de CETO foram adicionadas a tubos com 3 mL de meio receptor, ou seja a concentragao
te6rica méxima que 0 meio receptor pode atingir é de 1,33 mg.mL™. Os valores obtidos
com as liberagdes do CETO a partir das microparticulas se adéquam as curvas resultantes
da equacdo de Hipérbole, caracteristica do modelo de saturagdo (DALMORA,;
DALMORA; OLIVEIRA, 2001).

A equacdo de Hipérbole é expressa por y = A.x / (B+x), onde A representa o
patamar da curva, neste caso a concentragdo méxima de CETO no meio receptor (mg.mL"
1), e B representa a constante de liberacdo (k) de cada sistema. Dessa forma a equacao que

representa a liberacdo do CETO a partir das microparticulas pode ser expressa como:

[CETO] = [CETO]max .t
k+t

Os resultados da curva de liberagdo do CETO 15% microencapsulado (figura 32)
mostram que a concentragdo do meio receptor chega a aproximadamente 0,9 mg.mL™ nos
primeiros 15 minutos, ou seja cerca de 70% do farmaco, porem o restante foi liberado

durante 96 horas.
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Figura 32-Liberacdo do CETO 15% microencapsulado.

A figura 33 apresenta a curva de liberacdo do CETO 25% microencapsulado.
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Figura 33- Liberacdo do CETO 25% microencapsulado.
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No caso do CETO 25% microencapsulado, o tempo de liberacéo foi reduzido, com
cerca de 80% do CETO sendo liberado nos 15 primeiros minutos, e o restante liberado
durante 48 horas (figura 33).

O tempo de liberagdo reduzido desta amostra era esperado, uma vez que a
formulacdo apresenta uma menor propor¢do de polimero, diminuindo a matriz polimérica a
ser degradada, assim como uma maior concentracdo de CETO nas microparticulas,
facilitando a sua difusdo através dos poros, pois a velocidade de difusdo é proporcional a
concentracdo de farmaco na microparticula. A combinacdo desses dois fatores resulta num
tempo de liberagdo menor.

Ambas as formulac¢Ges apresentaram curvas que combinam com o modelo descrito,
isso pode ser confirmado pelo coeficiente de correlagdo maior que 0,99.

Observando os dados dos gréaficos de liberagdo concluimos que as microparticulas
aumentam o tempo de liberacdo em relagdo ao CETO livre quando mantidas as condic¢des
Sink. Os perfis de liberacdo obtidos com as microparticulas foram bastante diferentes do
perfil do CETO livre, que se apresentou como uma reta, ou seja, com velocidade de
liberacdo maior e constante. O perfil de liberacdo obtido com as microparticulas
apresentou variacdo na velocidade durante a liberagdo, com grande porcentagem do CETO
nos primeiros quinze minutos e o restante sendo liberado durante horas.

Esse fendmeno € conhecido como efeito burst, caracteristico de formulacGes
associando farmacos muito hidrofilicos e polimeros lipofilicos, formando misturas
heterogéneas, onde a maior parte do farmaco migra para a superficie das microparticulas e
somente uma pequena fracdo fica retida no interior da rede polimérica (BENITA, 2006).
Isso explica porque aproximadamente 90% do CETO é liberado na primeira hora e apenas

0 restante apresenta o0 comportamento de liberacdo pretendido.
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Figura 34-CETO livre (A), liberagdo do CETO 15% microencapsulado (O) e do CETO 25%
microencapsulado (O0).

Uma proposta de solucdo para esse comportamento seria 0 uso de cetorolaco ao
invés do cetorolaco de trometamina, pois o sal de trometamina é uma forma mais
hidrossoltuvel e foi desenvolvido para obter efeito rapido de analgesia. Dessa forma,
teoricamente a caracteristica de hidrofilia-lipofilia do farmaco se aproximaria da
caracteristica do PLGA e possivelmente na microparticula final o cetorolaco poderia estar

todo dissolvido na matriz polimérica como uma dispersdo molecular estavel, e nesta

condicdo a liberagéo seria mais homogenia.
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V. CONCLUSOES

Foram obtidas microparticulas de CETO nas concentragdes de 15%, 25% e 35%,
através da técnica de “Spray drying”. Porém com a maior concentracdo de farmaco nao foi
possivel obter particulas esféricas ou ovaladas, mas sim uma massa amorfa de polimero e
farmaco.

A metodologia de analise quantitativa para as microparticulas foi adequadamente
validada.

As microparticulas foram caracterizadas e apresentaram-se estaveis e com boa
eficiéncia de encapsulacdo. O processo de obtencdo nédo alterou a estrutura molecular dos
componentes, porem fica evidente através do infravermelho e da analise térmica que a
técnica de Spray drying promove interacao entre eles.

As formulagdes apresentam diferenca quanto a morfologia e tempo de liberagdo e
estas estdo relacionadas a proporg¢éo farmaco/polimero de cada uma delas.

Com as formulacdes obtidas foi possivel aumentar o tempo de liberacdo do CETO,
porem apenas uma pequena porc¢do do farmaco fica retido no polimero durante esse tempo,

atingindo o perfil desejado, a maior parte do CETO é liberada na primeira hora.
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