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RESUMO

A maioria dos compostos ativos apresenta instaiéd quando
submetidos ao processamento industrial ou as dieslig@mbientais.
Para promover a sua estabilidade, uma alternativeegcapsulamento
em microparticulas poliméricas. Dentre os polimdiosiegradaveis, o
poli(acido latico-co-acido glicdlico) (PLGA) aprega amplo uso, pois
€ aprovado para uso em humanos. O uso de model@snéteos
auxilia na compreensdo dos mecanismos de transi@réa massa que
controlam a liberagéo. Desta forma, o objetivoeléstbalho foi avaliar
a capacidade descritiva de modelos matematicotdpsaos dados da
liberacdo de compostos hidrofilicos a partir de raparticulas de
PLGA, produzidas por dupla emulsdo com extracapfegdo do
solvente, identificando os principais mecanismog aquontrolam a
liberacdo. O estudo envolveu o desenvolvimentocaracterizacdo de
microparticulas de PLGA com metformina, um compdstiofilico de
baixa massa molar, e um estudo comparativo comsdddditeratura
provenientes da liberacdo do dextrano marcado cmtincianato de
fluoresceina (FD40), um composto hidrofilico de aftassa molar. As
microparticulas de PLGA com metformina apresentar@mmato
esférico com estrutura matricial altamente por@smodelo mateméatico
de liberacdo controlada por difusdo baseado ndeldtick foi o mais
adequado para descrever os dados da liberacaotftamiea, segundo
0s critérios estatisticos: coeficiente de detergﬁnaajustadol{jj), raiz
do erro quadratico médio (RMSE) e critério de infacdo de Akaike
corrigido (AlCc), enquanto que o modelo matematim liberacéo
controlada por eroséo, proposto por Batycky, apteseo melhor ajuste
aos dados da liberagdo do FD40, segundo 0S mesnitésios.
Considerando a rapida liberacéo vitro da metformina a partir das
microparticulas de PLGA, o mecanismo de erosdoensistema foi
irrelevante e a liberagéo foi controlada por difusBor outro lado, a
liberacdo do FD40 a partir de microparticulas d&Rlfoi lenta, uma
vez que a estrutura da microparticula precisoudssmtegrada para
permitir a liberacdo do composto ativo. Neste casopecanismo de
controle foi o processo de degradacao e eroséatt& rpolimérica. Os
mecanismos de transporte que controlam a liberagda@ompostos
ativos a partir de uma mesma matriz poliméricandefi as aplicacbes
de um sistema de liberacdo controlada.

Palavras-chave modelagem matematica; liberacdo controlada;
microparticulas; PLGA.






ABSTRACT

Most of the active compounds present instabilityemhsubjected to
industrial processing or environmental conditiols.order to ensure
their stability, an alternative is the encapsulatiin polymeric
microparticles. Among the biodegradable polymers)y(factic-co-
glycolic acid) (PLGA) has been widely used, as iapproved for use in
humans. The use of mathematical models provideghitssconcerning
mass transport mechanisms that control the rel@sepurpose of this
study was to evaluate the descriptive capacity athematical models
fitted to hydrophilic compound release data fromGALmicroparticles
produced by double emulsion solvent extraction/exaton technique,
identifying the main mechanisms that control thkease. The study
involved the development and characterization offonein-loaded
PLGA microparticles, a hydrophilic compound of lomolar mass, and
a comparative study with literature data from fieswein isothiocyanate
labeled dextran (FD40) release, a hydrophobic camgaf high molar
mass. Metformin-loaded PLGA microparticles presénge spherical
shape with highly porous matrix type structure. éding to statistical
criteria such as the adjusted coefficient of deteation (Rfldjusted), the
root mean squared error (RMSE), and the correctddhikd’s
information criterion (AICc), the mathematical modaf diffusion-
controlled release based on Fick’'s law was suitaioledescribe
metformin release data, while the mathematical mhaxfeerosion-
controlled release, proposed by Batycky, presetitedbest fit to the
FD40 release data. Considering the fastitro metformin release from
PLGA microparticles, the erosion mechanism was igig, and the
main mechanism of control was the transport byudiffn. On the other
hand, FD40 release from PLGA microparticles wasvslsince the
microparticle structure needed to be degraded kwwvathe active
compound release. In this case, the mechanism wfratowas the
degradation and erosion process of polymeric matfixansport
mechanisms that control the active compound reléase the same
polymeric matrix define the application of a cotird release system.
Keywords: mathematical modeling; controlled release; miartiples;
PLGA.
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1 INTRODUCAO

Os compostos ativos, principalmente os de origeturaa como
0S aromas, 0s pigmentos, 0s extratos, as enzigmsgitaminas, além de
alguns farmacos, quando s@o expostos aos fatorberdais ou as
condi¢bes de processamento industrial podem apaesestabilidade e
perderem as suas caracteristicas nutricionais eiofumis. Uma
alternativa para garantir a estabilidade e presessas propriedades é o
encapsulamento em microparticulas poliméricas, titoimslo um
sistema polimérico de liberagcdo controlada. Esigersas podem ser
incorporados nos medicamentos, cujas principaicagiies tiveram
inicio na década de 80 (BECK et al, 1983), nosnaiios
industrializados, melhorando, por exemplo, o vabortricional dos
mesmos (NESTERENKO et al., 2012), nos cremes owafdas) para a
aplicacdo topica (DE JALON et al.,, 2001), entrer@at Assim, sua
utilizacdo acaba abrangendo as mais diversas &a@as, a alimenticia,
a farmacéutica, a quimica, a cosmética e a téxtil.

Segundo Edlund e Albertsson (2002), os sistemdginaais de
liberacdo de compostos ativos, encontrados prilmgrae na area
farmacéutica, como os comprimidos ou as injecddravienosas,
administram a dose completa em uma Unica aplicaggajtando em
elevadas concentragfes plasmaticas que sdo, niaitas, proximas as
téxicas, ocasionando reagfes adversas, ou aintEssitam de uma alta
dose para garantir que a quantidade requeridardpasio ativo alcance
0 local de acdo. Além disso, os curtos tempos dacdo da dose
requerem administracbes repetitivas, promovendaudibes na
concentracdo do composto ativo dentro do organiStaooutro lado, a
administracdo do composto ativo a partir de unesiat polimérico de
liberacdo controlada permite que a concentracandiica terapéutica
e apropriada seja mantida por um periodo de temgongado. Outro
beneficio inclui a possibilidade desse sistemansglantado ou injetado
no local da doenga, mantendo uma alta concentfagabdo composto
ativo e reduzindo a sua distribuicao sistémica (BOLDI5).

O uso de polimeros biodegradaveis em sistemasbéeadido
controlada é vantajoso, uma vez que estes apraseoatanpleta
degradacao no organismo, séo biocompativeis ecagdXDentre eles, o
poli(acido latico-co-acido glicélico) (PLGA) é unosl mais empregados
na atualidade para a formulacdo de sistemas pdtioséde liberacéo
controlada. Isto se deve, entre outras caracta$sta sua versatilidade,
uma vez que este polimero pode promover a liberdgdoompostos
ativos de natureza simples ou complexa, que apeFsecaracteristica
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tanto hidrofilica quanto hidrofobica, além de pnamianar tempos de
liberacdo que variam de poucos dias até meses.

O encapsulamento em microparticulas consiste enprogesso
desenvolvido para incorporar compostos ativos desidr uma ou mais
estruturas poliméricas, gerando produtos na ordeam gchndeza
micrométrica. Dentre as técnicas existentes, aad@gphulsdo com
evaporacgéo do solvente é uma das mais comuns pcarporacao de
compostos hidrofilicos em microparticulas de PLEERPAS, 1995).

Dependendo das caracteristicas do composto ativ@psulado,
como a sua massa molar e polaridade, e da mictogdartformada,
como a sua porosidade, diferentes mecanismos defdréncia de
massa podem controlar a liberacdo do composto ativartir de
microparticulas de PLGA, gerando distintos compoeiatos durante a
liberacdo. A andlise destes comportamentos podeeaéizada com o
uso de modelos matematicos, que auxiliam a ideatifio e a
compreensdo dos principais mecanismos que govemdiberacdo
(SIEPMANN; FAISANT; BENOIT, 2002).

1.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho consistiu em avaliar pacmlade
descritiva de modelos matematicos aplicados adi&er controlada do
cloridrato de metformina e do FD40 (dextrano maocacom
isotiocianato de fluoresceina) incorporados em op@rticulas de
PLGA produzidas pela técnica da dupla emulséo.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste trabalho estaaltistabaixo:

a) Preparar microparticulas de PLGA com cloridratondgformina,
como composto hidrofilico modelo, utilizando a iéarda dupla
emulsdo com extracdo/evaporacéo do solvente;

b) Caracterizar as microparticulas de PLGA com clatmrde
metformina quanto a eficiéncia de encapsulamergoceptual
real de encapsulamento, didmetro médio, distrilbuigie
tamanho, morfologias externa e interna, volume essma
especifica real;

¢) Realizar a liberacam vitro do cloridrato de metformina a partir
das microparticulas de PLGA, simulando o pH da aegi
duodenal;
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d) Ajustar modelos matematicos disponiveis na liteeatpara
descrever os dados obtidos na liberaigdeitro do cloridrato de
metformina a partir das microparticulas de PLGA;

e) Ajustar modelos matematicos disponiveis na litesatpara
descrever os dados da liberagéovitro do FD40 a partir das
microparticulas de PLGA, obtidos por Mao et al. 020
caracterizando um estudo de caso;

f) Identificar os mecanismos que controlam a transtaé de
massa durante a liberagdo de compostos hidrofificpartir de
microparticulas de PLGA.

1.3 ESTRUTURA DO TRABALHO

No Capitulo 2 esti apresentada uma revisdo datlitar sobre
polimeros sintéticos biodegradaveis com aplicacédo sistemas de
liberacdo controlada, bem como a descricdo dad#cta dupla emulséo
para o preparo de microparticulas poliméricas. Ainesse capitulo, sao
descritos 0s principais mecanismos que controlalibesiacdo destes
sistemas e 0os modelos matematicos utilizados tras@ho.

O Capitulo 3 apresenta 0s materiais e 0s métodzados para
a realizacdo da parte experimental deste trabadhalescricdo do
processo decisério envolvido na selecdo dos dadoslibdracdo
controlada disponiveis na literatura e o0s pararsetestatisticos
utilizados para a avaliacdo dos ajustes dos modelws dados
experimentais.

No Capitulo 4 sdo apresentados e discutidos osltadss
referentes a caracterizacdo das microparticulasm@atas, bem como
0s ajustes dos modelos selecionados aos dadosbeecho do
cloridrato de metformina e do FD40.

O Capitulo 5 apresenta as conclusfes com basecssifio dos
resultados obtidos.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 POLIMEROS

Os polimeros sdo macromoléculas formadas pelaigépetie
unidades pequenas e simples, os monémeros, atav@socesso de
polimerizacdo (BILLMEYER, 1971). Polimeros feitogpartir de uma
Unica espécie monomérica sdo chamados de homopotireaqueles
gue séo feitos por combinacdes quimicas de duamais espécies
monoméricas diferentes sdo chamados de copolim@vsRK;
ATLAS, 1977).

2.1.1 Classificagbes

As macromoléculas podem ser classificadas de acooio
diferentes critérios, sendo um dos mais comunsassificacdo entre
materiais de origem natural ou sintética. A celelJas amido, a seda, a
quitina, a borracha natural, os polipeptideos @ados nucléicos séo
exemplos de polimeros de ocorréncia natural, engugue onylon, o
baquelite, o silicone e os polietiienos sdo exemplie polimeros
sintéticos, ou seja, polimeros produzidos de faartificial (BRAUN et
al., 2005).

De acordo com English, Dang e Zhao (1999), as mtdéade um
polimero podem estar dispostas de maneira (a)rjirgean todos os
monémeros unidos continuamente; (b) ramificadandoaalguns dos
mondémeros s@o unidos para formar ramos lateraiartir pla cadeia
polimérica principal, com varios niveis de ramif&a; ou (c) com
ligacdo cruzada, quando as cadeias poliméricascipais sao
interligadas covalentemente em diversos pontos.

Os polimeros também podem ser classificados con)o
termorrigidos, 0s quais passam por um processaim@epara torna-los
rigidos e ndo amolecem com o aquecimento; (b) feldaticos, com
capacidade de amolecer quando sujeitos a um aurdertemperatura,
mas se solidificam quando submetidos ao resfriamnesgindo que este
processo pode ser repetido por diversas vezes;)alaistoméricos, 0s
quais, na temperatura ambiente, podem passar pom@dgdes por
repetidas vezes, mas quando o agente causador fdanagio é
removido, ele retorna ao seu tamanho original (MARKLAS, 1977;
ENGLISH; DANG; ZHAO, 1999). Como regra geral, oslip@ros
lineares ou ramificados sdo termoplasticos, enguané os polimeros
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com elevados niveis de ligagdes cruzadas séo tégmos (MARK;
ATLAS, 1977).

Quanto a composicdo quimica dos polimeros, a madécnia
pode ser classificada como (a) organica, quandgoapenas carbono,
hidrogénio, oxigénio, nitrogénio, halogénios e d&bsf na cadeia
principal; (b) organometalica ou semi-inorganicalamdo apresenta
atomos de metais distribuidos na molécula ou quamdm possuli
carbono na cadeia principal; ou (c) inorganica,nqgoando apresenta
carbono nas cadeias principal ou lateral (BRAUN akt 2005;
ENGLISH; DANG; ZHAO, 1999).

Além disso, outra classificacdo pode ser feita tuao arranjo
da molécula, considerando que os polimeros noe@stadio podem ser
amorfos ou cristalinos. Polimeros cristalinos sacacterizados pela
capacidade que seus segmentos de moléculas apresemt formarem
arranjos ordenados tridimensionais, seguindo um rdpadde
espacamento entre as moléculas. Por outro ladpoléseros amorfos
nao exibem uma ordem estrutural entre as suasasafldt\WIS, 1990).
Contudo, até mesmo o0s polimeros cristalinos apt@seralgumas
regibes amorfas e, por isso, sdo chamados de poreemicristalinos.
Neste caso, além da sua temperatura de fusadolicds@,,), esses
polimeros apresentam uma temperatura de transigga ¥y (MARK;
ATLAS, 1977). Para polimeros amorfos ou semiciirstal abaixo dd,,

a mobilidade das regi6es amorfas esta virtualmamsente ou se torna
muito lenta, fazendo com que o polimero apreseartecteristicas de um
vidro, como dureza, brilho e transparéncia (BILLMER, 1971;
MARK; ATLAS, 1977). Se o polimero nesse estado éeaifio, a
mobilidade dessas regibes é acelerada e, a paijy, @ movimento se
torna mais vigoroso, fazendo com que o polimeregae um estado
vitreo, duro e quebradi¢co para um estado elastoméu borrachoso, e
mais flexivel. Se o aquecimento é continuado, rew aos polimeros
semicristalinos, al,, € alcancada ocasionando a fusdo das regides
cristalinas (MARK; ATLAS, 1977).

Outra classificacdo esta relacionada com a degiadag
polimérica, que é um processo resultante do comjud reacdes
gquimicas que ocasionam a clivagem das principgi;fies da cadeia,
produzindo oligbmeros e mondmeros menores e/owswirodutos de
degradacdo de baixa massa molecular (EDLUND; ALBERON,
2002). Um polimero é considerado biodegradavel slegradacdo é
causada pela acdo de enzimas e/ou decorrente aaptesicdo quimica
associada aos organismos vivos, como bactériasgo$u(AMASS;
AMASS; TIGHE, 1998). Dessa forma, os polimeros podser
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classificados como biodegradaveis ou nao biodeyedslddependendo
se o polimero é ou ndo degradado sob condi¢cdesmak, produzindo
subprodutos que sejam toxicologicamente seguros MPBQOL995;
BENDIX, 1998). Alguns polimeros sdo absorvidos eretados pelo
sitio biolégico com auséncia de degradacdo. Taimpoos sao
denominados bioabsorviveis, para distingui-los ddsdegradaveis
(ENGLISH; DANG; ZHAO, 1999).

Além do mais, a reacdo de resposta para um magsienho
gue permanec¢a no organismo por um longo periodterdpo € uma
constante preocupacdo. Logo, todo o material pokmé para ser
incorporado no corpo humano, precisa ser biocorglafara tanto, um
polimero deve preencher uma série de requisitasred®s quais ser
atoxico, ndo carcinogénico, ndo mutagénico, naméméco e livre de
contaminantes, como aditivos, solventes ou residaocsintese. Para o
caso dos polimeros biodegradaveis, seus produtosiedeadacao
também devem ser biocompativeis e nao apresentaesposta
imunolégica adversa (EDLUND; ALBERTSSON, 2002). faeforma,
a biocompatibilidade pode ser alcancada com o agsolimeros cujos
mondmeros estejam presentes naturalmente no amggnomMo é o
caso do acido latico e o acido glicélico.

2.1.2 Aplicacdo em sistemas de liberacao controlada

Segundo Domb (1995), as caracteristicas desejaleisum
polimero usado para a liberagcdo de compostos séioiena rea¢cdo no
local de acéo, polimeros com alto grau de pureqaeeapresentem um
perfil de liberagdo confiavel. Polimeros biodegreia devem
apresentar degradac@o vivo com uma taxa bem definida até seus
produtos de degradacdo (DOMB, 1995), que devenmsétculas de
baixa massa molecular, hidrossollveis, atdxicas,sgjam prontamente
eliminadas ou metabolizadas pelo organismo (HELLHRB80) e,
guando possivel, metabdlitos de ocorréncia natdrl organismo
(HAKKARAINEN; ALBERTSSON; KARLSSON, 1996).

Segundo Gilding e Reed (1979), o polimero poli@gticolico)
(PGA) foi utilizado inicialmente como a primeiratga sintética
absorvivel em 1962. De acordo com Peppas (19953naade 1971, o
poli(acido latico) (PLA) foi estudado como matetidddegradavel para
promover a liberacdo de farmacos. Assim, principal® nas Ultimas
duas décadas, os poliésteres PLA, PGA e seus togrol, como o
PLGA, tém sido os polimeros mais investigados pardiberacdo
controlada de compostos ativos (LEWIS, 1990).
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No entanto, diversos polimeros biodegradaveis etiggmniveis
para o uso na liberacdo de compostos. Como apaeleena Tabela 2.1,
esses polimeros sdo degradados em diferentes gededempo, o qual
é determinado pela natureza da ligacdo quimicatimero e sua massa
especifica, a solubilidade dos produtos de degéajatém do tamanho
e formato do sistema de liberacdo controlada (DOMB5). Dentre os
polimeros com potencial aplicacéo para a liberagdcompostos ativos,
0 colageno, os polianidridos e poliésteres derisadim acido latico e
acido glicdlico sédo de consideravel interesse |daeaacdo com tempos
relativamente curtos e pronta eliminagdeivo (KENLEY et al., 1987).

Tabela 2.1. Polimeros biodegradaveis usados gdraragdo de compostos.

Ligacdo Principal produto Tempo de
Polimero 2 ~ _degradacao
polimérica de degradacao
i (meses)
Poli(acido latico) -CO-0O- _ Acido latico 12-24
PO,ll(_aCIdO_la,tl_CO—CO— -CO-O- Aqdo Iatlgq e .12
acido glicolico) acido glicolico
Poli(acido glicélico) -CO-0O- Acido glicélico 2-4
. Acido
Poli(caprolactona) -CO-0O- hidroxipentanoico 18-24
Poli(hidroxibutirato) ~ -CO-O- Acido 18-24
hidroxibutirico
Poli(orto éster) -CO-0O- Alcoois 12-24
Poli(anidrido -CO-0-CO- D!a'c[dos 0.2-4
alcano) alifaticos
Gelatina, colageno -CO-NH- ) Aminoacidos 0,2-1
Celulose oxidada -C-O-CH-O- A|(ijOOIS, dioxido 0,2-1
e carbono
Poli(fosfazeno) -N=P- Fosfatos, ambénia 6-18

Fonte: Domb (1995).
% O tempo de eliminacdo varia dependendo do tamafdrmato, massa
especifica, local de insercao e massa molar daznpatimérica.

Considerando a classificacdo de polimeros progmstd&nglish,
Dang e Zhao (1999), a maioria dos polimeros utiizana liberagéo
controlada de compostos ativos é de origem orgameicgpenas uma
classe de polimeros semi-inorganicos, os polisiloga possui uso
extensivo. No entanto, ndo existe nenhum polimenmptetamente
inorgénico utilizado para esse tipo de aplicagdo; p&do serem
biocompativeis.
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2.2 PLGA

O poliéster PLGA é um copolimero sintético lineamado pela
polimerizacdo dos mondmeros do &cido latico e ddoaglicolico, em
diferentes proporcdes, por processo de esterificdSEHNEIDER,
1955), e pode ser considerado como um dos polimenas
investigados em termos de pesquisas, dados clineoslados
toxicologicos disponiveis (LEWIS, 1990). Segundd&g Chen e Apte
(1995), os copolimeros do acido latico e do Acilitmliro podem ser
sintetizados por polimerizacéo de abertura de @oeldimeros ciclicos,
como ilustrado na Figura 2.1, ou por condensacéstadidos &cidos
latico e glicolico.

As principais razfes para o amplo uso do PLGA s&ua
biodegradabilidade, biocompatibilidade com diversocidos
fisiologicos (CHOI et al., 2002), além ser aprov@doa uso clinico em
humanos segundo leood and Drug AdministratiofFDA), visando a
liberagdo de compostos ativos (COHEN; CHEN; APTEQS). Outras
razBes ainda incluem sua disponibilidade comersiablubilidade em
solventes organicos volateis comuns (LEWIS, 1998ISCHKE;
SCHWENDEMAN, 2008).

Figura 2.1. Sintese do PLGA por polimerizagao databa do anel dos dimeros
ciclicos.

I
CH-‘YC\O r ‘~ o Catallsador ﬁ (lq_[ i ﬁ
7777777777 O—CH-C—0—CH-C O0—CH;-C—O—CH>-C
O\C 0\ Aquec1ment0 (lma &;,
d Poli(écido latico-co-dcido glicolico)
Dimero ciclico Dimero ciclico do
do dcido latico  4cido glicolico

Fonte: Middleton e Tipton (2000).
2.2.1 Caracteristicas

Por apresentar um carbono assimétrico, o &cidool&i uma
molécula opticamente ativa e, portanto, o PLA peeleencontrado nas
formas D-PLA, L-PLA ou na forma racémic@,L-PLA. O isémero L é
facilmente metabolizado pelo organismo, mas o isérdendo possui a
mesma caracteristica, sendo raramente usado pbesaciio de

! Forma opticamente inativa.
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compostos. Polimeros produzidos dos isbmeros opticte puros sao
altamente cristalinos e ndo sao facilmente hidreéss, enquanto que o
polimero racémico é menos cristalino, sendo hisdlb mais
rapidamente. Por essas razfes, o PLA racémico € freguentemente
usado para a liberacdo de compostos ativos (SMISBHIMPF;
THOMPSON, 1990). O PLA, devido a presenca do gmptl, € mais
hidrofébico do que o PGA (LEWIS, 1990), que por sea, € mais
hidrofilico e facilmente hidrolisavel (CHAW et a2003).

O PLGA forma estruturas poliméricas com baixa alisidade,
gue apresentam taxas de hidrélise controlaveisicipalmente, pela
razdo molar dos seus monémeros (SMITH; SCHIMPF; WIRSON,
1990). A proporgao escolhida também é importanta paleterminacao
da solubilidade e a absorcéo de agua do polimeab fLEWIS, 1990).
Em geral, o aumento na proporcdo do PGA acelexraade degradacao
(WISE et al., 1987).

Os polimeros amorfos séo caracterizados Pglgue representa
0 ponto de transicdo entre o estado vitreo e catlooso. O estado
borrachoso esta acima d@g e, por representar uma estrutura com alta
mobilidade molecular, esta mais suscetivel a muaarnfsicas e
guimicas do que o estado vitreo. No estado borsache difusédo do
composto da matriz para 0 meio externo € mais ffeiido a alta
mobilidade das cadeias poliméricas. O valoTgaepende do tipo de
polimero e da massa molar, mas a 4gua e as ingsrggdiimero-
composto podem reduzir B do polimero (BLASI et al., 2005). Os
PLGAs preparados a partir do L-PLA e PGA sédo copalds
cristalinos, enquanto os preparados a partir doHLA e PGA séo
amorfos e apresentaify na faixa de 40 a 50°C (GILDING; REED,
1979; BENDIX 1998).

O PLGA pode ser encontrado com 0s grupamentos rtarsni
acido carboxilico ou éster. A caracteristica dopgrtierminal causa
impacto na absorcdo de agua e na taxa de degradacpolimero,
sendo que o PLGA com grupamento &cido carboxillzsove agua
mais rapidamente do que o PLGA com grupamento €BRACY et
al., 1999). Assim, o grupo terminal acido carbaxildeixa o polimero
mais hidrofilico e suscetivel a hidrolise. Por od&do, grupos terminais
esterificados reduzem a taxa de hidrélise do PLBAYCHIN; TOPP,
2008).

Os polimeros de PLGA disponiveis para comercigdiaasao
geralmente caracterizados em termos da viscosidafleseca, que esta
diretamente relacionada a massa molar (JAIN, 208@). massas
molares de PLGA usadas para a liberacdo controtdaa baixas,
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geralmente inferiores a 50000 g-thel muito poucas acima de 150000
g-mol* (FREDENBERG et al., 2011). Uma vez que o PLGA é um
polimero linear, a mobilidade geral das suas cadmignentara com a
reducdo da massa molar e, portanto, um polimero ltaka massa
molar permitird que o composto se difunda maisdapente através da
matriz polimérica (LIGGINS; BURT, 2001). Neste ocextp, vale
ressaltar que a massa molar de um polimero é ctan@ate diferente
da massa molar de um composto formado por uma mialécganica
pequena. Polimeros séo espécies com massas muotdidispersas e,
portanto, 0 termo massa molar representa uma nmasta média
(ENGLISH; DANG; ZHAO, 1999).

2.2.2 Degradagéo

A taxa de degradacdo do PLGA estid relacionada as su
propriedades como a massa molar inicial, a razdarrdos monémeros
na cadeia polimérica, &; e a temperatura de armazenamento do
polimero (HOUCHIN; TOPP, 2009). Contudo, o efeiso @mposicéo
guimica do composto ativo incorporado na matriznpélica de PLGA
pode ser predominante no padréo da liberacdo,rghiencia a taxa de
absorcdo de agua e de degradacdo (FRANK; RATH;
VENKATRAMAN, 2005), principalmente no caso dos camsips
hidrofilicos que apresentem elevada massa molaM(B51990).

O papel do envolvimento enzimatico na degradaca®IdBA
tem causado controvérsia. De acordo com Lewis (139degradacéo
desse polimero ocorre estritamente por hidréliseseja, pela clivagem
das ligagcbes éster, sem nenhum envolvimento erigonda mesma
forma, Grijpma, Nijenhuis e Pennings (1990) n&o oetraram
diferencas significativas entre a degradaigwitro e a degradacdo
vivo do PLGA, indicando que esta ocorre, predominantémetravés
da hidrélise com a subsequente diminuicdo da mmasta do polimero,
que tem inicio imediatamente ap0s o0 contato com gmad
(SHENDEROVA; BURKE; SCHWENDEMAN, 1999).

A hidrolise do PLGA gera acidos que, por sua veralisam a
hidrélise. Este fendmeno € conhecido como efeitocatalitico que
ocorre em matrizes de PLGA. Devido ao gradienteaheentracdo, 0s
acidos gerados na matriz se difundem para o meiibdmcdo, onde
sdo neutralizados. Além disso, bases do meio extdifandem para
dentro da matriz, neutralizando os acidos geradostudo, 0 processo
de difusdo € relativamente lento e, dependendo odapitmento do
caminho de difusdo e da mobilidade das espécieshétas, a
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velocidade conmue os acidos sao gerados pode ser maior do
velocidade com que estefio neutralizados. Consequentemente, ¢
no interior da matriz pode diminuir significativame SIEPMANN et
al., 2005). Existem dsa importantes consequénciedo efeito
autocatalitico, sendo uma delas relacionada aikdsale docomposto
ativo incorporado, que pode ser drasticamesfietada e aoutra,
relacionada a mobilidade das moléculas do compatsio, que pode
aumentar, resultando em um aumento na velociddeleliberaca
(GOPFERICH, 1996).

Segundo Gopferich (1996) para classificar polimert
degradaeis, uma distincdo é feita entre materiais comsa@ode
superficie (ou heterogénea) e erosdo de meio (mod@nea), com
apresentado na Figura 2.2.

Figura 2.2 llustragdo esquematica dos processos de eros&umaficie
erosao de meio em polimeros degradaveis.

Erosdo de superficie Erosdo de meio

Nivel de
degradacio

Tempo

Y

Fonte: Burkersroda; Schedl e Gopferich (2002).

Neste sentido, as seguintes definicbes serdo adc¢ o termo
degradacdo faz mencdao processo de clivagem das ligag
poliméricas, enquanto que a erosado representada jpera saida do
material pertencente a matriz polimérjgaa o meio exteri. Assim, a
degradacdo do polimero faz parte do seu processerakfio. /£
degradacado é um fenébmeno quimiomtrolado pela hidrélic enquanto
gue a erosao inclui fendmenos d@s, tais como difusdo e dissolut
dos componentes pertencentes a maltkMADA; LANGER, 1993).
A erosdo dos polimeros degradaveis é caracteripatin saida dc
subprodutos da degradacéo, tais coofigdbmeros e monémeros, ¢
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ocasionam a perda de massa da matriz polimérica. dfeisédo € mais
rapida do que a hidrélise, a velocidade de entdedagua na matriz se
torna maior do que a velocidade de degradacéondazeom que este
processo ocorra de maneira uniforme em toda azapaaracterizando
um processo de erosdo homogéneo, ou erosdo de Meste caso, 0
tamanho da matriz permanece constante por um lpegodo de tempo
durante a sua aplicagcdo. Entretanto, com o aundanteelocidade de
degradacéo, a erosé@o se torna um fendmeno suglerfiois a dgua é
consumida principalmente na superficie por hidedks o interior da
matriz permanece praticamente inalterado, caraatedtd um processo
de erosdo heterogéneo, ou erosdo de superficite Naso, a forma
geométrica é mantida, mas o tamanho da matriz zickul
(GOPFERICH 1996; 1997). Os polimeros com degradefgdida, como
os polianidridos e os poli(orto ésteres), sdo cmmados polimeros com
erosdo de superficie. Por outro lado, os polimgues passam por um
periodo inicial sem alteracdes e, apos o inicicedesao, apresentam
uma rapida perda de massa em um curto periodongmteomo o L-
PLA, D,L-PLA, D,L-PLGA e o polig-hidroxibutirato-co-
hidroxivalerato) (PHBV), sdo considerados polimecosn erosédo de
meio (GOPFERICH, 1997).

Uma vez dentro do organismo, as cadeias polimédoaBLGA
sdo quebradas por hidrolise até seus acidos mommsiéo acido latico
e 0 acido glicdlico (LEWIS, 1990), os quais entramciclo do acido
tricarboxilico, também conhecido por ciclo de Krelo® qual sdo
metabolizados e eliminados do corpo na forma deidibddde carbono e
agua. Apenas o acido glicélico pode ser excretadlberado pelos rins
(BENDIX, 1998).

2.3 CLORIDRATO DE METFORMINA

O cloridrato de metformina (referido apenas comdformina
neste trabalho) é um farmaco de administracaouseado no tratamento
do diabetes mellitus independente de insulina édésbtipo 2) (BALAN
et al., 2001). Considerando que a metformina aptageuco efeito na
glicose sanguinea no estado normoglicémico, estepasto ativo €
referido como agente anti-hiperglicémico ao invés hipoglicémico
(SCARPELLO; HOWLETT, 2008). No Brasil, a metformir@a um
importante farmaco para a politica de salde pylgizia ela ainda ndo é
produzida por laboratérios oficiais do governo (BLKOet al., 2008).

Quanto as suas propriedades fisico-quimicas, aometfa é
classificada pela Farmacopeia Brasileira (BRASI1® como um poé



40

cristalino, branco, facilmente sollvel em agua m ¢nassa molar de
165,62 g-mot. A sua solubilidade é maior do que 300 mg“nem
agua a 25°C (BAROT et al., 2010) e, segundo Bldckl.e(2008), a
solubilidade deste composto em solugdes tampaphs#,5, 6,8 e 9,5
é superior a 100 mg-riL A Erro! Fonte de referéncia néo
encontrada. apresenta a estrutura quimica da molécula da nmétfa,
que pode ser quantificada por técnicas convenapnedomo a
espectrofometria na regido do ultravioleta (UV) GO et al., 2008)
e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (BRAZ010).

Figura 2.3. Estrutura quimica da molécula de metiioa.

(H

,,N NH,
NH NH
Fonte: Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010).

A metformina melhora a tolerdncia a glicose nosiguaes
através da reducao da glicose plasmatica basad-prpadial (CHENG
et al., 2004). No figado, o principal efeito é augdo na saida da
glicose hepatica, devido a reducdo na velocidadglidaneogénese
(SCARPELLO; HOWLETT, 2008). A absorcao oral destenposto
ocorre na parte superior do intestino, ou sejaduadeno, no jejuno e
em menor quantidade no ileo (COLO; FALCHI; ZAMBITZ)02). Por
esta razdo, o tratamento a base deste medicamstdtogeralmente
associado com a incidéncia de efeitos colateragraatestinais, tais
como desconforto gastrico, nausea e diarreia (BAL£tNal., 2001).
Assim, uma alternativa promissora para reduzirsesfatos colaterais é
0 encapsulamento da metformina em microparticudsngricas de
liberacdo controlada, principalmente de formulacae apresentem
uma rapida liberacéo inicial no estdtmago e compietgejuno, onde
ocorre a maior absor¢cao do composto (COLO et @02R Além disso,
considerando que o valor de pH 6,8 é representdtiveegido entre o
duodeno médio e o ileo (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002a
utilizacdo de condi¢des vitro que simulem as condicdes fisioldgicas
naturais do local da liberagcao do composto atigle §grande interesse.
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2.4 MICROPARTICULAS POLIMERICAS

Microparticulas poliméricas podem ser definidas eqarticulas
sélidas esféricas com uma estrutura matricial m@eA maioria das
microparticulas € obtida a partir da emulsificagi® uma solucéo
polimérica dispersa em uma fase aquosa, na forngotieulas. A sua
formacgéo esta baseada em um processo de sepaedgdesique ocorre
nas goticulas dispersas, gerando esferas polireé&@t@as precipitadas
(DUBERNET, 1995).

Como ilustrado na Figura 2.4, o composto de insergode estar
distribuido em toda a matriz polimérica, formandmau estrutura
matricial também conhecida por microesferas, o@eEnd composto
ativo pode estar aprisionado em uma parede potmégue atua como
uma membrana para o controle da difusdo, formanda estrutura
nucleada também conhecida como microcapsulas (DOMB5). A
morfologia e a distribuicdo do composto ativo naroparticula séo
determinadas principalmente pela técnica de prepgelas condigcbes
de formulacéo utilizadas (YANG; CHIA; CHUNG, 2000).

Figura 2.4. Diferenca morfolégica entre os tiposrderoparticulas.

Microesfera Microcépsula
Fonte: Pimentel et al. (2007).

Microparticulas e nanoparticulas poliméricas s&sgilicadas
com base nas suas dimensfes. O didametro médio idexpanticulas
varia de 1 a 25(m, enquanto que o didmetro médio das nanoparticulas
varia de 10 a 1000 nm (MUNDARGI et al., 2008).

2.5 TECNICAS DE MICROENCAPSULAMENTO

Geralmente, os sistemas de liberacdo controladastituidos
de materiais poliméricos. Desta forma, a maiorig ¢é&cnicas de
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fabricacdo descreve o processamento desse tipateiah No entanto,
outros materiais, como ceras e gorduras, tambéranpagr utilizados
(ENGLISH; DANG; ZHAO, 1999). Além disso, um sistemalimérico
biodegradavel pode ser formulado em diferentes derigeométricas
como, por exemplo, filmes flexiveis com geomettanp, comprimidos
com geometria cilindrica ou microparticulas com mgewia esférica
(DOMB, 1995). O microencapsulamento, cujas pariculormadas
apresentam tamanho na ordem micrométrica, coresistam processo
de recobrimento de um composto ativo com o objetigopromover
melhorias nas suas propriedades fisico-quimicasrategdio dos
compostos sensiveis aos fatores ambientais (ENGLDSNG; ZHAO,
1999).

As principais técnicas sao a coacervagdo, gmay-drying,
envolvendo o uso de fluidos supercriticos e popefragdo do solvente
(JAIN, 2000; WISCHKE; SCHWENDEMAN, 2008). Diferemste
compostos ativos podem ser incorporados em midiopkas
poliméricas por uma variedade de técnicas e a scalha depende,
dentre outros fatores, da natureza do polimero eatoposto a ser
incorporado, o uso pretendido e as propriedadesjatkEs do produto
final (ENGLISH; DANG; ZHAO, 1999; JAIN, 2000).

Técnicas envolvendo a evaporacdo do solvente s&omente
usadas para encapsular compostos ativos em mitimytas de PLGA
(GEZE et al., 1999), uma vez que ndo dependem deaqgentos
complexos e sdo rapidas, dependendo basicamentelatiadade com
que o solvente é removido (COHEN; CHEN; APTE, 19¥5ntre os
solventes organicos volateis utilizados para shbhai 0 PLGA, o
diclorometano € o mais utilizado, pois seu baixotpale ebulicdo, em
torno de 40°C, facilita a etapa de remoc¢éo do stdve permite que o
processo seja conduzido em temperaturas amenasgRNBT, 1995).
No entanto, as desvantagens da técnica sdo osperig preocupacao
ambiental associadas ao uso de solventes orgamilérs, do possivel
residuo de solvente no produto final (JAIN, 2000).

As duas principais técnicas de evaporacao do delvampartir de
uma emulséo, envolvem a formacdo de uma emulsgadesindo tipo
6leo/agua (o/a), ou de uma dupla emulsdo, do tigpaa/aleo/agua
(a/0/&), seguida pela eliminacdo do solvente. A escoilieeeds dois
métodos depende das caracteristicas fisicas e aasindio composto
ativo a ser incorporado (LIMA; JUNIOR, 1999). Nawdsdo simples, o
composto deve ser hidrofébico e, portanto, solGadiase organica. Do
contrario, o método da dupla emulsdo € mais adegpa compostos
hidrofilicos (GEZE et al., 1999). No processo delksdo simples, como
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ilustrado na Figura 2,50 PLGA é dissolvido em diclorometano ¢
composto ativo hidrofébico é adicionado a solucdo contend:
polimero, produzindo uma solucddo composto.Sob condi¢des
apropriadas de agitacdo, esta dispersdo compoStoerc-solvente é
emulsificadeem uma solucdo aquosa contendo um agente emuigj
como o A&lcool polivinilico (PVA), formandoa emulsao (o/a)
(MATHIOWITZ; KREITZ; PEPPAS, 1999)A finalidade do ageni
emulsificanteé conferir estabilidade a emulsao, evitando a foaoale
agregados e a coalescéncia espontanea das gottallasmulsé

(CROTTS; PARK, 1995).

Figura 2.5. Esquema ilustrativo do processo de emulsimples com
evaporacgédo do solvente.

Adicio na solucio aguosa
contendo emmilsificante

| + !.::.: :. —_— ._:;: E: . sob agitacdo
\ X1 et
Polimero dissolvido Particulas solidas

no solvente orginico  do composto Evapanacao
= 72 do solvente
atrvo
- "g f Pg‘i’magﬁo da
e_ﬁﬁulsﬁo simples
® S
) / te g,

Separacio e secagem
das microparticulas
Fonte: Mathiowitz; Kreitz e Peppas (1999).

Para o processo da dupla emulsdo, como apresemt Figura
2.6, um pequeno volume de solucdo aquosa contendo ocostongtiva
hidrofilico é adicionado a uma solucao organic®deA dissolvido en
diclorometano, sob forte ag@@o, para formar a primeira emuls
(a4/0). Essa emulséo é adicionada a um grande volenfasg aquos
contendo um agente emulsificante, como o PVA, sgitagio
moderada, para formar a segunda emulsgo/dg (JAIN, 2000).

Tanto a emulsdo simples quanto a dupla emulsdos &
formacgéo das goticulas, sdo sujegasvaporacdo e/ou extracao pa
remocgéo do solvente (MATHIOWITZ; KREITZ; PEPPAS 999. Par¢
a evaporacdo do solvente, a emulsdo pode ser masutiol pressé
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reduzida ou pressdo atmosférica e a velocidadgiteg@o € reduzidi
permitindo que o solvente evapore (JAIN, 200@ara a extracdo (
solvente, a emulsdotéansferida para um grande volume de agua,
ou sem agente emulsificante, permitindo que o stdvassociado ¢
goticulas sofra difusdo para o meio aquoso e eegapar interfac
ar/agua (CROTTS; PARK, 1995M\ém disso, em contato com a fi
aquosa, o PLGA precipita criando as microparticatabsriondrias, qu
serdo solidificadas apds a remocdo do solventenm@mdCOHEN;
CHEN; APTE, 1995). Ao final do processo de elim@aglo solvente
as microparticulas sélidas séo lavadas e coletpdasfiltracdo ot
centrifugacéo. Posteriormente, sdo secas sob dmsdapropriadas, (
entdo liofilizadas, fornecendo micropattias na forma de p(JAIN,
2000).

Figura 2.6.Esquema ilustrativo do processo de dupla emulséoes@poraca
do solvente.
Adicio na solugio aquosa

- contendo emulsificante
» sob agitacio
‘ : Sy T T ool :':‘o e
(o822 == four”
Polimero dissolvido Composto ativo Formagio da Evaporacio

no solvente orghnico  dissolvido emdgua  emulsdo primaria do solvente

F_r_r'}maqéo da

dupla emulsio

L . .
Separacio e secagem
das microparticulas

Fonte: Adaptado de Mathiowitz; Kreitz e Peppas €199
2.6 MECANISMOS DE LIBERACAO

Segundo Sansdrap e Moés (1997),teomo mecanismo
liberacdo pode ser definido como a forma com gsiemoléculas o
composto ativo sdo transportadas e/ou liberadaartir de sistemas
liberacdo biodegradaveis, como é o caso do PLG#.mecanisma
podem ser de natureza fisica ou quimica, nos cmaisfusdo est
sempre envolvida (LEONG; LANGER, 1987).

Com base nos mecanismos de transferéncia de massstemas
liberacdo podem ser classificados em trés prireifpds (ARIFIN;
LEE; WANG, 2006), como apresentado na Figura 2.7:
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Figura 2.7 Mecanismos de liberagdo em microparticulas poicag

Tempo 0 Tempo ¢

Tempo 0 Tempo ¢

Fonte: Langer (1990).

[) Sistemas controlados por difusdo: o compa@dieo incorporado

Ir)

1D

mais

pode ser liberado por difusdo, apds a sua dissmlugs canai
da microparticula preenchidos por agua ou atraeéestrutur:
polimérica (SANSDRAP; MOES, 1997);

Sistemas controlados por intumescimento: o polimgrandc
entra em contato com a agua intumesce, ou seja, regie:
mais externas comecam a inchar formando uma est
semelhante a um gel, permitindo que o compa@tivo seja
liberado por difusdo (LANGER, 1990);

Sistemas cdmolados por erosédo: o composativo € liberado
apos a degradacdo e erosdo da matriz polim(SANSDRAP;
MOES, 1997).

O transporte atras dos canais preenchidos por i € o meio
comum de liberagdo, uma vez que o compincorporado é

geralmente uma molécula hidrofilica e, portahtdrossolive(DOMB,
1995).Por outro lado, o transporte através da fase polim(organica)
pode ocorrer quando o composto é pequeno e hidcof(RAMAN et
al., 2005) O mecanismo predominante na liberacdo destesasiogé
a difusdo, ou sejanovimentos aleatorios das moléculas govern



46

pelo gradiente do potencial quimico que, muitaseseg aproximado
pelo gradiente de concentracdo (CUSSLER, 2009)mAtsso, o
composto ativo incorporado pode ser liberado deegidiegradacéo e,
consequentemente, erosao do polimero. O procesmosio gera poros
que facilitam a liberacdo de compostos maiores, ocols
macromoléculas, tanto hidrofilicas quanto hidrotébi (BATYCKY et
al.,, 1997). A hidrélise das cadeias poliméricassaaeducdo na massa
molar do polimero, aumentando assim, a mobilidadecddeias. Como
consequéncia, a difusdo do composto também aurf@HERMANN;
SIEPMANN, 2006). Contudo, quando a erosao da matrienta, a
difusdo se torna o principal mecanismo de libera@RIFIN; LEE;
WANG, 2006).

2.7 PERFIS DE LIBERAGCAO

O perfil de liberacdo é, em muitos casos, utilizadmo a base
para a avaliagdo dos mecanismos envolvidos na{iierde compostos
ativos (FREDENBERG et al., 2011). O perfil de libgho desejado
deve apresentar uma velocidade de liberagdo céastam o tempo.
Entretanto, os perfis de liberagdo sdo complexpedem apresentar
mais de uma etapa de liberacdo (FREIBERG; ZHU, 2004

Geralmente, quando a liberacdo do composto atipartr de
microparticulas de PLGA é controlada pelo mecanisimcerosdo da
matriz, a cinética da liberacdo apresenta um petififasico
(SIEPMANN; SIEPMANN, 2006). Na Figura 2.8, que thas a
liberacdo do 5-fluorouracil a partir de micropartéis de PLGA, é
possivel a identificacdo dessas trés fases, sendo:

« Fase |: caracterizada pela dissolucao e difusamdgposto ativo
nos pontos iniciais. Em muitas formulacbes de #b&o
controlada, imediatamente apds a colocacdo daznetiimérica
em contato com o meio de liberacdo, uma grandetigade do
composto ativo incorporado € liberada antes quelacidade de
liberacdo alcance um perfil estavel. Este fenbm&nomumente
referido como efeitoburst O efeito burst acarreta em uma
elevada liberacéo inicial do composto ativo, aléarretiucdo do
tempo de vida efetivo do sistema (HUANG; BRAZELO2)
Fase Il aproximada por uma liberacéo de ordem Esia etapa
resulta da superposicao de, no minimo, trés fenésyesendo a
dissolucdo do composto ativo e sua posterior difusfem da
eroséo do polimero, acarretando em uma velocidadibetacao
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aproximadamente constante. Considerando que nésta ©
composto ativo esta localizado no interior da ngerticula, o
aumento no caminho de difusdo é compensado pelerdarda
difusividade do composto que, por sua vez, € ocadm pela
clivagem das ligagbes poliméricas e pela formacéopdros
(SIEPMANN; FAISANT; BENOIT, 2002);

 Fase lll; caracterizada por uma rapida e completrdcdo do
composto ativo. A rapida quebra da rede polimérgsulta na
desintegracdo da microparticula. Consequentemanteea de
contato aumenta e o caminho para difusdo diminmbés os
efeitos resultam em um consideravel aumento neacidzlde de
liberagdo do composto ativo (SIEPMANN; SIEPMANN 0B).

Figura 2.8. Pefrfil trifdsico e os mecanismos endals na liberagcdo do 5-
fluorouracil a partir de microparticulas de PLGA.
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Fonte: Siepmann e Siepmann (2006).

Segundo Siepmann, Faisant e Benoit (2002), a Fhseditas
vezes chamada de seguniarst ocorre apenas quando 0 composto
ativo ainda esta presente no interior da micropaeino momento em
gue a estrutura polimérica comeca a ser desintegseddourstinicial é
mais intenso e/ou a subsequente liberacdo de ademé mais rapida
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elou a liberacdo do composto ativo € completadasada perda da
estrutura da microparticula, o perfil de liberag@sultante pode ser do
tipo bifasico, no qual o mecanismo de difusdo peetepredominante,
ou ainda monofasico, sendo caracterizado por umgtica de ordem
zero.

2.8 MODELOS MATEMATICOS DE LIBERACAO CONTROLADA

O uso de modelos matematicos aplicados & libereqéinolada,
além de auxiliar na compreenséo dos mecanismosadsfdréncia de
massa, possibilita a reducédo do nimero de tespesimentais, uma vez
que o perfil de liberacdo de um composto ativo dirpde matrizes
poliméricas pode ser predito usando uma aproximagamérica
adequada (ARIFIN; LEE; WANG, 2006). Contudo, dever s
reconhecido que a cinética de liberacdo dessesnsist pode ser
diferente dos sistemas macroscépicos desenvolypdos a descri¢cdo
matematica, uma vez que o comportamento obsenadiberacéo de
uma microparticula é, na realidade, a soma daalijéer de uma
populacdo de microparticulas que podem apresegtrak diferencas
entre si (MATHIOWITZ; KREITZ; PEPPAS, 1999).

Existem diversas teorias matematicas disponiveidit@matura
para aplicacdo no estudo da liberacdo controladacalapostos,
incluindo modelos empiricos e mecanisticos. No @i caso, 0
tratamento matematico é puramente descritivo e pat&metros néo
apresentam significado fisico. Por outro lado, sedgolvimento de
modelos mecanisticos é baseado em fendmenos cofogadli
intumescimento ou erosdo. Estes modelos permiteeteaminacdo de
parametros especificos do sistema, auxiliando apmensdo dos
mecanismos envolvidos na liberagédo (SIEPMANN; SIERM, 2008).

Quando as microparticulas sédo submetidas a liberagé um
meio apropriado, uma consideracdo bastante acei#awilizada na
modelagem matematica desses sistemas. Devidoagamitnecanica do
meio de liberacdo, a velocidade do transporte ativeeé alta quando
comparada com a velocidade do transporte por difysrmitindo que
0 transporte por conveccdo seja desprezado aolaralautaxa de
liberagdo total do composto (SIEPMANN et al., 1998)

2.8.1 Modelos para liberacdo controlada por difusdo

A liberacdo de compostos ativos a partir de miatipadas
poliméricas, mais especificamente das microesfeéeas, sido descrita
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em termos da solucdo analitica da lei de Fick fles@d proposta por
Crank (1975), para sistemas com concentragdo lim@aor do que a
concentracdo de saturacdo do composto ativo remsastHARLAND et
al., 1988), ou em termos das expressfes simpldath equacdo de
Higuchi, para o caso de sistemas com concentrag@al imaior do que
a concentracdo de saturacdo (HIGUCHI, 1961).

A primeira lei de Fick para solucdes diluidas édasgara
descrever a difusdo unidimensional em estado estRD,
considerando que ndo ha conveccdo na mesma di(€E¢ABSLER,
2009). A teoria matemética da difusdo para composotrépicos €
baseada na hipotese de que a taxa de transfedmcemposto ativo
por unidade de é&rea de secdo é proporcional aoiegtadde
concentracdo (CRANK, 1975). A Equacédo 2.1 apreserdaso para a
difusdo radial em coordenadas esféricas (CUSSLEE9)2

d
j:_Dd_f (2.1)

sendoj o fluxo méssicop a concentracdo massida,o coeficiente de
difuséo e a coordenada radial.

Combinando a equacédo da primeira lei de Fick euagp da
continuidade para o composto ativo que esta diftedi considerando
gue ndo ha reacdo de geracdo ou consumo, a EqR&:jmde ser
obtida em coordenadas esféricas, considerdh@mnstante, uma vez
que a difusdo esta ocorrendo em solucdes diluZRANK, 1975).

ap 0%p 20p
—=D(=—+—-——=— 2.2
at D(Grz ror (2:2)
na qualt representa o tempo.

A Equacgéo 2.2 pode ser resolvida considerando gsinges
condic¢des inicial e de contorno:

() t=0;0<r<R;p=p; (2.3)
(i) t > 0;r = 0;3—’: = (2.4)
(i) t>0;r=R;p=ps=0 (2.5)

sendoR o raio da microparticulg,; a concentracdo massica inicighe
a concentragdo massica na superficie da microplartigue neste caso é
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igual a zero, considerando que a liberacdo do cetopativo na
superficie € instantanea. Estas trés condicOesidevas que (i) o
composto ativo esta uniformemente distribuido eua soncentragéo
inicial esta abaixo da concentracdo de saturacasistema; (i) a
microparticula apresenta simetria na origem dacdoeadial e a sua
dimensdo é constante durante todo o periodo deadiie e; (iii) a
concentracdo na superficie da microparticula é identonstante
durante a liberacdo, uma vez que a resisténcianaféréncia de massa
por conveccao na superficie € desprezivel.

Na Equacdo 2.6 esta apresentada a solucdo da BqA&;a
calculada em termos da concentragdo massica matligrada na
posicao, proposta por Crank (1975).

[o2]

M, 6 1 —i2m2Dt
w, o Tw L\ TR (26)
i=

na qualM, e M, denotam, respectivamente, a fracdo massica de
composto liberado no tempce no tempo infinito. Nesta equac@o¢ o
parametro ajustadof é o parametro fornecido ao modelo. Além disso,
tanto para este quanto para os demais moddjospresenta a variavel
dependentg, € a variavel independenteéve, € um parametro fornecido
ao modelo.

A relacdo exponencial da lei da poténcia foi ifinEnte
apresentada por Peppas e colaboradores em 1988gsaraver o perfil
de liberagdo de compostos ativos a partir de neatioliméricas, cujo
desenvolvimento foi baseado nas solugdes analitiadsi de Fick de
difusdo (RITGER; PEPPAS, 1987a). A Equacao 2.7samta a lei da
poténcia, que pode ser aplicada para sistemas eomairias planas,
cilindricas ou esféricas.

M _ e 2.7)
M., '

sendok uma constante que incorpora as caracteristicaségoas do
sistema e1 representa o expoente de liberacdo, que podedieativo
do mecanismo de liberacdo (RITGER; PEPPAS, 198k&sta equacao,
0s parametrok en sdo ajustados pelo modelo.

De acordo com Ritger e Peppas (1987a), a relacie en
expoenten e o mecanismo de liberacdo correspondente é dependa
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geometria do sistema, como apresentado na Talzel® Xalor den = 1
significa que a liberacdo do composto ativo ndegeddente do tempo,
independente da geometria do sistema. Esta relgé@mnhecida por
cinética de ordem zero e pode ser obtida na liBerale compostos
ativos a partir de sistemas com morfologia de roipsula ou para
sistemas controlados por intumescimento (NARASIMHAN
MALLAPRAGADA; PEPPAS, 1999). Para a geometria plac@mo os
filmes poliméricos, a fracdo de composto ativorigla por difuséo é
proporcional a raiz quadrada do tempo (LEONG; LANRGHE987). Para
as geometrias cilindricas e esféricas cuja liberagja controlada por
difusdo, o expoenter possui 0s valores maximos de 0,45 e 0,43,
respectivamente, como observado experimentalmente Ritger e
Peppas (1987a). No entanto, a relagéo entre o Bigpoe o mecanismo
difusivo de liberacao é valida apenas para 60%ildaalcdo total do
composto ativo. Para todas as geometrias, o treesmmomalo
representa uma fase intermediaria que corresporsidbr@posicdo do
mecanismo difusivo com a cinética de ordem zerd @AR; PEPPAS,
1987a).

Tabela 2.2. Expoente da lei da poténcia e o0 mecanismo de liberacdo para
diferentes geometrias.

Expoenten Mecanismo de
Filme Cilindro Esfera liberacéo
0,5 0,45 0,43 Difusao
05<n<10 0459<1,0 043a<10 ransporte
anbmalo
1.0 1.0 1,0 Cinética de
ordem zero

Fonte: Ritger e Peppas (1987a).
2.8.2 Modelos para liberagdo controlada por eroséo

Os poliésteres formam a classe dos polimeros casierde
meio comumente estudados. Por isso, a maioria doselos
matematicos que considera a erosdo € baseada rnesideRros
(SACKETT; NARASIMHAN, 2011). Sistemas de liberagé&mtrolados
por eroséo incluem todas as formulacdes poliméeoasjue a difusao
do composto ativo é controlada pela desintegragdmoatriz polimérica
(NARASIMHAN; MALLAPRAGADA,; PEPPAS, 1999).

Batycky et al. (1997) propuseram um modelo paraocad® de
microparticulas de PLGA, produzidas pela técnicaddpla emulséo,
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contendo glicoproteina incorporada como composto aidrofilico. A
erosao e, posteriormente, a liberacao da glicoimaté controlada pela
taxa de degradacdo da matriz. Sabendo que a gltefma é uma
macromolécula hidrossolavel, o modelo incorpora diase de inducéo
que ocorre quando a porosidade inicial da micrapde € baixa e,
portanto, evita a liberacéo da glicoproteina ptusdio até que os poros
estejam disponiveis em grande quantidade (BATYCK#l.e 1997). A
fracdo de glicoproteina liberada é expressa dedacoom a Equacdo
2.8, véalida para microparticulas com geometria rigsfécontendo
compostos hidrofilicos macromoleculares incorposa@eua matriz.

M,
— =1-@y[1—exp (—kqt)] — (1

M,
6~ 1 —i?m?D(t — ty) (2.8)
-z mer(

i=1

— ®yp)

sendo®,, a fragdo massica de composto ativo liberadburstinicial,

k, a constante de dessor¢do do composto attyooetempo da fase de
inducdo. Nesta equacad, k; e t; Sdo os parametros ajustados,
engquantno qué;,, eR sao os parametros fornecidos ao modelo.

A partir da Equacéo 2.8, é possivel perceber qakirno termo
da equacéo é ligeiramente diferente da solucadtiaaadla lei de Fick,
devido a introducdo do parametrp. Antes deste tempo, o composto
ativo ndo estara disponivel para difusdo, fazermto que o Ultimo
termo da equacao seja desprezivel. Apds,ajue marca o inicio da
degradacdo da matriz e a formacao de poros mamiEsnposto ativo
sera liberado por difuséo através dos poros deopacticula.

Em 1976, Hopfenberg derivou expressbes para aaljer de
compostos ativos a partir de matrizes poliméricastroladas pelo
mecanismo de erosdo (HOPFENBERG, 1976). Seu ddsangato é
baseado na consideracéo de que a taxa de erosépoécpnal a area
do sistema que muda continuamente com o tempo (NARBKAN;
MALLAPRAGADA; PEPPAS, 1999). Este modelo tem sidaaisn
aplicado para matrizes poliméricas com erosdo qeroie, pois
considera que a taxa de liberacdo é controladas palocessos de
dissolucdo na superficie (ARIFIN; LEE; WANG, 2008&. equacao
geral do modelo de Hopfenberg, apresentada na Bgqua®, € valida
para a liberacdo unidimensional em diferentes geg@agcomo placas,
cilindros ou esferas, com difusividade constant®mcentracao inicial
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do composto ativo abaixo da concentracdo de samrdgQ meio de
liberacdo (HOPFENBERG, 1976).

N

M, Kerot
11 == 2.9
Mo 1 (1 col ) (29)

na qualk,,, representa a constante da taxa de erasdé, a fracéo
massica inicial uniforme do composto ativo na raapolimérica, [
denota a dimensao caracteristica do sistema, ay aejeia espessura
de um filme, o raio inicial de um cilindro ou oganicial de uma esfera
e 0 expoentédV é determinado pela geometria do sistema e apeesent
valores iguais a 1 para filmes, 2 para cilindros3 gpara esferas
(HOPFENBERG, 1976; RITGER; PEPPAS, 1987b). Nesjza¢io,
k.., € 0 parametro ajustado e os parametfps e N sao fornecidos ao
modelo.

Geralmente, o perfil de liberacdo de micropartieydaliméricas
com erosao apresenta um padréo trifasico (SIEPMANIEI., 2002),
como apresentado na Figura 2.8 da Secéo 2.7 dmsitels, o qual se
assemelha a uma sigmoide. Por esta razdo, os modigmoidais
logistico simples e de Gompertz podem ser aplicadste caso.

A principal caracteristica do modelo logistico &imetria em
torno do ponto de inflexdo e seu calculo pode &tido através da
Equacéo 2.10 (BERGER, 1981).

M, as
Mo 1+ (%— 1) exp (—c;t)
12

(2.10)

sendoa, e a; 0s pardmetros com a tendéncia da assintota sugerio
inferior, respectivamente, @ o parametro que controla o formato da
curva, sendo todos estes ajustados pelo modelo.

O modelo proposto por Gompertz foi primeiramentadospara
calcular as taxas de mortalidade humana em 182MEHERTZ, 1825).
Embora a curva de Gompertz seja similar a curvanddelo logistico
simples, ela ndo é simétrica em torno do pontanflexéio (WINSOR,
1932) e pode ser expressa de acordo com a Equddao 2

M
M—t = asexp[—c exp(—cit)] (2.11)
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sendoc, 0 parametro que controla o formato da curva, ajlestpelo
modelo.

2.9 CONSIDERAGOES SOBRE O ESTADO DA ARTE

Segundo a revisdo bibliografica apresentada neahalbo, a
producdo de microparticulas poliméricas contendocomposto ativo
incorporado a sua matriz € um tema que tem desdpeitaeresse
industrial, principalmente nas areas alimenticisarmbcéutica,
cosmética, entre outras.

Considerando que a maioria dos compostos ativossepia
sensibilidade térmica ou, em alguns casos, seditesto pode acarretar
em efeitos colaterais, o encapsulamento destes @mwoparticulas
poliméricas de PLGA pode conferir estabilidadeaenéo ao composto
ativo de interesse, garantindo que este permarepeoduto final apds
0 processamento industrial, por exemplo, ou aiedazindo possiveis
efeitos adversos. No entanto, a principal limitagéioal do uso das
microparticulas de PLGA em escala industrial estfacionada ao
elevado custo do polimero.

Além do mais, a quantificacdo de compostos natusgiser o
uso de técnicas sofisticadas, uma vez que estepoc@mies Sao
complexos e podem apresentar mais de um marcadoricqu por
exemplo. Neste sentido, a utilizagdo da metforndomo composto
hidrofilico modelo se fez necesséaria, por ser umalécola
relativamente simples e de facil quantificacdo.rétahto, o potencial
farmacéutico das microparticulas de PLGA com metiion também
pode ser destacado, considerando que este tipistdma de liberacéo
controlada possibilita a reducdo dos efeitos caeteassociados a
administracdo oral da metformina para o tratameatdiabetes tipo 2.

O presente trabalho buscou, a partir do uso de lomde
matematicos de liberacdo controlada, identificacoenpreender os
mecanismos de transferéncia de massa que contlbberacdo de
compostos ativos hidrofilicos incorporados em nparticulas de
PLGA. Para isso, a técnica da dupla emulsago/égd com
extracdo/evaporacdo do solvente foi aplicada parpraglucdo de
microparticulas de PLGA com metformina, as quaisrarfo
caracterizadas e a sua liberag@woitro foi avaliada em pH e condi¢bes
de agitacdo e temperatura semelhantes ao da rdg@enal. Além
disso, um estudo comparativo foi realizado com dada literatura
provenientes da liberacdo do FD40 a partir de mpamnticulas de PLGA
produzidas de forma semelhante pela técnica daadepiulsdo. Os
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perfis resultantes da liberag@iovitro da metformina e do FD40 foram
comparados aos modelos matematicos de liberacatolemta por

difusdo ou por erosdo, com base na identificaciom#manismo

predominante.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAIS

Os materiais utilizados neste trabalho foram: PL&A50 com
grupamento terminal acido carboxilico (Resomer RGH; Boehringer
Ingelheim, Alemanha), gentilmente cedido pela Ekdhegussa Brasil,
cloridrato de metformina (Lote NR 407118, Aarti BsuLtd, india) e
PVA (Mowiol 40-88, Sigma-Aldrich, Alemanha). Estemteriais foram
utilizados como recebidos, ndo sendo submetidogndium tipo de
tratamento prévio. O PLGA foi mantido sob refrigea, a metformina
em dessecador e o PVA foi armazenado em local aadayp garantindo
gque estes materiais ndo apresentassem alterachastgréeréncia da
luz, calor ou umidade. Os demais reagentes e gebveitilizados foram
de grau analitico.

3.2 PREPARO DAS MICROPARTICULAS

Os procedimentos de preparo e caracterizacdo das
microparticulas foram realizados no LaboratérioFé@emacotécnica e
Cosmetologia da Universidade Federal de SantaiGat@/FSC).

As microparticulas de PLGA com metformina foramparadas
por extragcdo/evaporacao do solvente usando a &daidupla emulséo
(a/0/a), descrita por Lamprecht et al. (2004), como aprEgio na
Figura 3.1. Inicialmente, 150 mg de metformina fiorsolubilizados em
500 uL de agua destilada, a fase aquosa interpae(adicionados em
uma fase orgénica (0), constituida de 500 mg deAPdi€solvidos em 5
mL de diclorometano. A emulsdo primaria/¢ foi homogeneizada
usando um Ultra-Turrax (T 25 Basic, IKA-Werke, Alenina) a 17500
rpm por 2 minutos. Esta emulsdo foi nhovamente dfinslda com 75
mL de uma solucdo aquosa de agente emulsificante %%, a fase
aguosa externa {|a com agitacdo magnética a 900 rpm (ARE, VELP
Scientifica, Italia) durante 5 minutos para a fog@da dupla emulséo
(a/0lg). Para a extracdo do diclorometano associado tisulzs da
emulséo, foram adicionados 100 mL de solucdo agdedaVvA 0,1%
no béquer contendo a dupla emulsdo, o qual foi id@mm banho-
maria a 40°C com agitacdo magnética a 300 rpm &dgit magnético
DI-06 com banho termostatizado, Dist, Brasil) par@vaporagédo do
solvente por aproximadamente 1 hora, ou até queherge fosse
completamente removido.
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Figura 3.1 Esquema de preparo das microparticulas de PL@Ametforming
pela técnica da dupla emulsdo com extracdo/evaioud solvente.
Solucdo de

Emulsa
Solugdo de Solucdo de ;l;:)sao PVA 0,5%
metformina PLGA ] {

—_— @ —_—
3B s
¢ s ono \:) B
no o Uu @ Q
Formacio da Formacio da
emulsdo primaria dupla emulsio
(a1/0) (at/o/a2)
6 Evaporagdo
Adicdo de meio
de extracdo
PVA 0.1% : —_— v
Extracio/evaporacio Centrifugacio das
do solvente microparticulas e
liofilizacdo

Fonte: Adaptado de Siepmann e Siepmann (2006).

As mcroparticulas solidificadas foram separadas
centrifugacéo (4K 15, Sigma, Alemant@a3500 rpm durante 5 minu,
as quais foram lavadas com agua destilada e egy#tdas sendo est
procedimento repetido por trés vezes para remavePVA das
microparticulas e a metformina nédo incorporadadsi\a centrifugaca
as microparticulas foram transferidas para frasas/idro, contend
um pequeno volume de agua, para serem congeldtdiizadas (LD
1500, Terroni, Brasil) por 24 horas para a obterd@posOs frascos
contendo as microparticulas liofilizadasam mantidos em dessecac
O procedimento de preparo foi repetido oito vgzas a obtencao (
massa de microparticulas suficiente para a redlizdgs analise Estas
oito formulagbes foram misturadd®mogeneamente para garanti
uniformidade das amostras.
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Como apresentado na Equacéo 3.1, o rendimentoeganor das
microparticulas foi calculado pela razdo entre assaa de
microparticulas liofilizadas no final do procesdd,(,) e a soma das
massas iniciais de metforminaf..r) € PLGA Mp.,4), todas
expressas em mg. O resultado foi expresso em gagsan na forma de
média + desvio padréo das oito formulacdes.

My

Rendimento = ——
Mpets + Mprga

x 100 (3.1)

3.2.1 Quantificacdo da metformina por UV

A partir de uma solugcdo mée de metformina na cdrexgio de
100 pg-mL?, obtida através da pesagem de 10 mg de metformina
solubilizagdo em 100 mL de agua destilada em halBonétrico, foram
preparadas diluicdes nas concentracdes de 2,5,64,85e 10ug-mL?,
utilizando agua destilada como solvente, semelhasteondicdes de
analise apresentadas por Farago et al. (2008). ilagdees foram
preparadas em triplicata e analisadas em espeéinuétro de absorcéo
no UV (UV-1800, Shimadzu, Jap&o) a 232 nm.

A curva analitica de absorbéancia por concentragaoetformina
foi obtida pelas médias das absorbéancias referantega concentragcéo
utilizada. Por andlise de regressao linear, o cieetie de determinagéo
(R?) foi igual a 0,999. A curva analitica e a equadaoreta estdo
apresentadas no Apéndice A deste trabalho.

3.3 CARACTERIZACAO DAS MICROPARTICULAS

3.3.1 Eficiéncia de encapsulamento e percentual real de
encapsulamento

A metodologia para a determinacdo da eficiéncia de
encapsulamento (EE) e do percentual real de ereapsoto (PRE) das
microparticulas de PLGA com metformina foi baseada estudos de
Priamo et al. (2010) e Santos (2012).

Cerca de 20 mg de microparticulas foram pesadasigiata e
dissolvidas em 1 mL de diclorometano. A misturadieixada em banho
ultrassom (USC 700, Unique, Brasil) por 30 minutas até que as
microparticulas estivessem completamente diss@vidd-oram
adicionados 5 mL de agua destilada para a extdgdoetformina, com
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posterior agitagdo em vortex durante 5 minutosnérifiegacao (4K 15,
Sigma, Alemanha) a 2500 rpm por 5 minutos. O sautante foi
analisado por espectrofotdmetro de UV (UV-1800ntidizu, Japao) a
232 nm. Agua destilada foi utilizada como brancequacio da reta da
curva analitica da metformina, obtida na Secad 3l@ste capitulo, foi
utilizada para o calculo da massa de metforminadidaomo volume de
amostra analisado.

A EE é definida como a raz&o entre a massa de metf@
incorporada as microparticula¥;{,.) e a massa inicial de metformina
utilizada na formulacdo, expressas em mg. O perabmta EE foi
calculado pela Equacéo 3.2 e o resultado expresao média + desvio
padréo da triplicata.

inc

EE =

x 100 (3.2)

metf

O PRE ou a carga de metformina representa a fragdsica de
metformina, em mg, incorporada em 100 mg de micttquaas, como
apresentado pela Equacéo 3.3. O PRE foi expresso g@dia + desvio
padréo da triplicata.

M:
PRE = #x 100 (3.3)

mp
3.3.2 Diametro médio e distribuigdo de tamanho

O diametro médio e a distribuicdo do tamanho das
microparticulas foram avaliados pela técnica deacifo de raidaser
(Mastersizer 2000, Malvern Instruments, Reino Upidoom luz
monocromatica vermelha a partir de Uaser de hélio-neon com o
comprimento de onda igual a 633 nm. Nesta técroc@angulo de
difracdo do feixe incidente é inversamente projpoiai ao tamanho das
particulas a serem medidas. Assim, esta se tormanedida indireta
gue depende das propriedades 6ticas do mategalestidado (ZENG,
2011). Para a realizacdo das analises, as amdateas dispersas em
agua destilada com o auxilio de ultrassom. A faleamedicdo do
equipamento variou de 0,02 — 20080.

Os resultados foram expressos em didmetro do volmédio
(D43), que corresponde ao diametro médio de uma esfenamesmo
volume das microparticulas analisadas (QUARCIONQO8), e
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distribuicdo de tamanho (DT), que representa ailnlistdo do tamanho
das microparticulas relativa ao diametro mediandRMODSSEINI;
AMID, 2012), como apresentado pelas Equacdes 3.43.®
respectivamente. Segundo Mogi et al. (2000), valoe DT iguais ou
menores do que uma unidade indicam uma baixa d&peto diametro
das microparticulas.

Y nD}
= (3.4)
4,3 Z niDi3
Doy — D,
pr = 209~ Doa (3.5)
Dos

sendo que o parametrg representa 0 numero de microparticulas com
diametroD;, e os parametra8 ;, Dy 5 € Dy representam os diametros
das microparticulas para os quais 10%, 50% e 90%otid das
microparticulas apresentam didmetros inferioresvalmses indicados.

3.3.3 Morfologia externa e interna

A morfologia externa das microparticulas, antes pdsaa
exposi¢do ao meio de liberacdo, foi analisada parostopia eletrénica
de varredura (MEV) (JSM-6390LV, Jeol, Japdo) nodratbrio Central
de Microscopia Eletrénica (LCME) da UFSC. As amastiforam
fixadas em um suporte metélico por meio de uma di@siva de
carbono dupla face e recobertas com uma fina camadauro, sob
vacuo. A visualizagéo foi realizada em aumento$@e 4000 vezes,
com uma tenséo de 10 kV.

Para a visualizagcdo da morfologia interna das mamtéculas
antes e apos a liberagcdoram obtidas secgdes transversais utilizando
técnica da crioseccdo, semelhante ao procedimegresentado por
Wong, Wang e Wang (2001). A técnica foi realizacla em dos
Laboratdrios Multiusuarios de Estudos em Biologentalizado em
Microscopia e Técnicas Histologicas (LAMEB 1) daF8C. Para a
obtencdo das sec¢les transversais, as micropastfouéan incluidas em
meio para congelamento (Jung Tissue Freezing Mediusica
Microsystems, Alemanha) e congeladas a -20°C daiahioras. Cortes
com 5um de espessura do bloco congelado foram realizaosim
criostato equipado com micrétomo (CM1850 UV, Leldigrosystems,
Alemanha), sendo posteriormente fixados na fitasimdedo suporte
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metalico, que estava a temperatura ambiente, cdoigamerretimento
do meio usado para congelamento e a adeséo daspanriiculas
seccionadas a superficie.

3.3.4 Volume e massa especifica real

A massa especifica real da microparticula, do PL&Ada
metformina, separadamente, foi determinada pordpietro de gas
hélio (AccuPyc Il 1340, Micromeritics, Estados Upédl no Laboratoério
de Termodinamica e Extracdo Supercritica (LATESEU#SC. O gés
hélio é preferencialmente empregado por apresamntatomportamento
ideal em pressdes relativamente baixas e temparatmstante. Quando
a pressdo do gas dentro da camara do picndmetdugida de uma
presséo inicialK;) até a pressao finaP{), apos a insercao da capsula
contendo a amostra, 0 gas dentro do sistema passana expansao
volumétrica (KENG, 1970). A massa das amostrds,,) foi
determinada em balanc¢a analitica com preciséo @#D,g (AY220,
Shimadzu, Japéo). As amostras estavam contidas &sulas de
aluminio com volume de 10 énA Equacéo 3.6 apresenta o célculo do
volume da amostra (VIANA et al., 2002).

Vexp
= - 3.6
Vam Vcap Pl/PZ 1 ( )

na qual, os parametrd,,, Viqp € Vexp denotam, respectivamente, o
volume da amostra, da capsula e da expansao, &m cm

Uma vez que a massa da amostra contida na capfuiaeéida
ao equipamento, a massa especifica real da anfoslig € calculada a
partir da divisdo da massa pelo volume, em &;aromo apresentada
pela Equacéao 3.7.

= 3.7
Preal VZL " ( )

Os resultados para o volume e para a massa espeeifil foram
expressos como média + desvio padrdo de dez medigénidas pelo
equipamento.
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3.4 LIBERACAO IN VITRO

A liberagaoin vitro da metformina a partir dasicroparticulas d
PLGA foi realizada com o auxilio dama membrana de celulc
reconstituida para garantir que as microparticulas ficassermetgas
no meio de liberagdo. Foram pesad200 mg de microparticulas
transferidos para o interior da membrana. Bstema foisubmerso em
50 mL de tampéo fosfato no pH 6,8®io de liberacé, contido em
frascos de vidro, os quais foram mantidos em bandéwdaa 37°C com
agitacdo magnética a 150 rpg(tador magnético [-06 com banho
termostatizado, Dist, Bsil), semelhante ao procedimento descrito
Klose et al. (2010)Uma representacao esquematica do experimer
liberacdoin vitro estd ilustrada na Figura 3.2. @ocedimentofoi
realizado em triplicatanantendo a condicdo de equilibrio na qu
solubilidade do composto ativo néo foi fator limita para diberacéo,
ou seja, mantendo a concentracdo do composto atizizo de 10% d
sua concentragcdo de saturagdo no meio de libe(agidicdosink).
Neste trabalho, a concentracdo de metformina esthaixo de 1% d
concentracdo de saturacao.

Figura 3.2 Esquema ilustrativo do experimento de liberain vitro de
microparticulas de PLGA com metformina contidasrmmambrana de celulo
reconstituida, com agitagdo magnética de 150 rgem@eratura de 37°C €
tampao fosfato pH 6,8.

Membrana de

Meio de
liberacio /—— celulose com
; microparticulas

\_—._‘_'i‘_’.—_
Agitacdo magnética
Fonte: Adaptado de Wischke e Schwendeman (2008).

Nos intervalos de tempo pré-determinaddisjuatas de 1 mL d
meio de liberacéo foram coletadas, semdediatamenterepostas pelo
mesmo volume de meio de liberacdo puks amostras foral
analisadas por espectrofotémetro de UV (LB0O, Shimadzu, Jag) a
232 nm. A concentracdo de metformina aliquot foi obtida pela
equacdo da curva analitica, descrita na Secao @3tk capitulo. C
resultados foram expressos como a méda,triplicata, da fracéo



64

cumulativa de metformina liberada, em mg-mgersustempo, em
horas.

Separadamente, este procedimento experimental efdizado
apenas com a metformina pura contida na membranaelldose
reconstituida a fim de garantir que esta ndo reptes uma barreira a
liberacdo da metformina incorporada nas micropdesc de PLGA.
Para isto, foram pesados 5 mg de metformina e fénaghss para o
interior da membrana de celulose. O sistema foingmso em 100 mL
de tampao fosfato pH 6,8, contido em frasco deoyidr mantido em
banho-maria sob as mesmas condi¢bes do experirdeniberacadn
vitro. Nos tempos de 15, 30, 60 e 120 minutos, umaahaqie 1 mL do
meio de liberagé&o foi retirada, sendo imediatameggesta pelo mesmo
volume de meio puro. As amostras foram analisadas p
espectrofotbmetro de UV (UV-1800, Shimadzu, Jagd@B82 nm e a
concentracdo de metformina foi obtida utilizandequacédo da curva
analitica. O resultado foi expresso pela fragcdoutativa de metformina
liberada, em mg- my versustempo, em horas.

3.5 ESTUDO DE CASO DA LITERATURA

Para complementar o estudo dos modelos matematieos
liberacdo controlada, buscou-se na literatura datscinética de
liberacdo de compostos hidrofilicos a partir de raparticulas de
PLGA, adotando os seguintes critérios:

(i) Utilizacao de polimero PLGA 50:50 com grupantetgrminal
acido carboxilico, especificamente o RG 503H;

(i) Composto ativo com carater hidrofilico;

(i) Microparticulas formadas pela técnica da duphulsdo com
extragdo/evaporacgdo do solvente.

Com base nesses critérios de selecdo, foram eadostros
seguintes trabalhos:

(a) Microparticulas de PLGA 503H com zolpidem puumn
agente hipnético de carater hidrofilico utilizado tratamento da
insénia, ou formando um complexo com a hidroxide@pgiclodextrina,
formadas pela técnica da dupla emulsdo com exteagimracdo do
solvente. A liberacdo dos compostos ativos foi detapem 24 horas
(TRAPANI et al., 2003);

(b) Microparticulas de PLGA 503H com clodronato, um
bifosfonato de carater hidrofilico com aplicagdo matamento de
doencas Osseas, preparadas pela técnica da duplssdemcom
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extracdo/evaporacdo do solvente. A liberacdo cdemmle composto
ativo ocorreu em 48 horas (PERUGINI et al., 2001);

(c) Microparticulas de PLGA 503H com FD40, um
polissacarideo usado como composto hidrofilico hepderoduzidas
pela técnica da dupla emulsdo com extracio/evagmrdg solvente.
Aproximadamente 80% do composto ativo foi liberadgeriodo de 75
dias (MAO et al., 2007).

Dos trés trabalhos mencionados, apenas o trabaliMad et al.
(2007) apresentou um periodo de liberagdo maiqueéodois dias, além
de um perfil trifasico, tornado interessante acagiio dos modelos
matematicos de liberacdo controlada por erosdaes emdos. Desta
forma, os valores dp,; e do PRE do FD40, respectivamente, iguais
33,3 £ 0,3um e 0,88 = 0,04%, obtidos por Mao et al. (2007)arfo
utilizados como parametros para a implementacaondolelos.

3.6 ANALISES NUMERICAS

O método de regressao nao linear foi utilizado estamar os
valores dos parametros que minimizam a soma datrapes dos erros
(SSE), ou seja, as distancias verticais entre tweg experimentais
(Vexp) € Os valores ajustados pelo modsig,(), como apresentado na
Equacéo 3.8. O ajuste dos modelos matematicosaatus dla liberagéo
da metformina e do FD40 foi realizado aplicandoétado de regressao
nao linear através de rotinas computacionais impteatas ngoftware
Matlab (R2011b verséo 7.13.0.564, Mathworks, Estaditdos).

SSE = Z(Yexp - ycalc)z (3.8)

Os modelos selecionados para cada conjunto de ,dadoscdo
de ajuste e o algoritmo utilizado para resolverablema de regressao
ndo linear estdo apresentados na Tabela 3.1. Oslosoghatematicos
baseados na lei de Fick e na lei da poténcia, qserevem o
mecanismo de difusdo, foram ajustados aos dadolbel@acdo da
metformina, enquanto que os modelos de Batycky,Gdenpertz,
logistico e de Hopfenberg, que descrevem 0 mecaniden eroséo,
foram ajustados aos dados da liberagdo do FD4GstiAativa inicial
para cada parametro foi selecionada a partir daredbsio das curvas
experimentais ou por tentativa.

Os modelos da lei da poténcia, de Gompertz, logisti de
Hopfenberg foram ajustados pela fun¢ifioe os modelos difusivo e de
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Batycky, por apresentarem um somatério na equdoéam ajustados
pela fungcddminsearch

Tabela 3.1. Funcdes de ajuste e algoritmos de nziagéo utilizados no ajuste
dos modelos matematicos aos dados de liberagacetfarmina e do FD40 a
partir de microparticulas de PLGA.

Da_ldos . Modelos Funcéo Algoritmo
experimentais
Metformina Difusivo  Fminsearch Simplex de Nelder-Mead
Lel da_ Fit Regi&o de confianga
poténcia
FD40 Batycky = Fminsearch Simplex de Nelder-Mead
Gompertz Fit Regido de confianca
Logistico Fit Regido de confianga
Hopfenberg Fit Regido de confianca

3.7 PARAMETROS ESTATISTICOS

Os parametros estatisticos adotados para avatepeacidade dos
modelos em representar os dados experimentais foreoeficiente de
determinacao ajustadﬁf(j), a raiz do erro quadréatico médio (RMSE) e
o critério de informacédo de Akaike corrigido (AlCc)

@) REU- pode ser utilizado para comparar o ajuste de raedsm
diferentes nimeros de parametros, uma vez (Retende a aumentar
com o0 aumento do nimero de parametros, independimteseu
significado (COSTA,; LOBO, 2001). A Equacao 3.9 aprda o célculo
do Rﬁj e, tdo melhor sera o ajuste quanto mais préximarddade
estiver seu valor.

_ (ng—1)
RGi=1-(1- RZ)(nd——p) (3.9

na qualn; e p denotam, respectivamente, o numero de dados
experimentais e de parametros do modelo.

O RMSE avalia a diferenca entre os valores ajustguElo
modelo e os valores observados (DRAPER; SMITH, 19&fhforme a
Equacéo 3.10. Quanto menor o valor do RMSE, meded o ajuste do
modelo aos dados experimentais.
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2
RMSE = \/Z(yexp - ycalc) (3_10)
Ng

O Critério de Informacdo de Akaike (AIC) é utilizacara
selecionar modelos que apresentem diferentes nénoergparametros,
com base nos quesitos de exatiddo do ajuste eichaple do modelo.
Para o caso de dois modelos que apresentem vaeneslhantes de
SSE, o AIC penalizara o0 modelo com maior niumeropa&émetros
(AKAIKE, 1973), como mostra a Equacao 3.11. O vadomérico do
AIC para um unico modelo néo é significativo oudlitiso, pois este
critério estd fundamentado na classificacao de lned€HATTERJEE;
HADI, 2006).

SSE
AIC =ny [ln (n_)] +2p (3.11)
d

Para conjunto de dados menores, ou seja, quarakdany/p for
menor do que 40, o valor do AIC corrigido (AICc) g#na mais
adequado. A Equacédo 3.12 apresenta o calculo de, Ad@posta por
Hurvich e Tsai (1989).

200+ 2)(p + 3
alce = aic + 2@+ 2@ +3) (3.12)
ng—p-—3

Sabendo que o AIC estdA em uma escala relativa, um
procedimento comum é calcular a diferenca entreodeto com o
menor valor de AIC dentre todos os modelos testéoiosAIC) e o
valor de AIC para o modelb(AIC;), de acordo com a Equagédo 3.13
(BURNHAM; ANDERSON, 1998). Este calculo facilitaidentificacéo
do melhor modelo e a classificacdo dos restantes.

A; = AIC; — minAIC (3.13)

Modelos com4; < 2 podem ser tratados como igualmente
adequados. No entanto, isso néo significa que emseglos sdo os
melhores, apenas na escala relativa do AIC elesseptam de maneira
mais satisfatdria 0 conjunto de dados estudadomrfavalores dd;
indicam uma diferenga entre os ajustes forneciétzsspnodelos. Neste



68

caso, 0 modelo com o menor valor de AIC deve savtadd
(BURNHAM; ANDERSON, 1998).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados para a caracterizagdo das micradagide PLGA
com metformina e para a avaliagdo do ajuste doslwedanatematicos
aos dados de liberacdim vitro da metformina e do FD40 sao
apresentados a seguir.

4.1 CARACTERIZACAO DAS MICROPARTICULAS DE PLGA
COM METFORMINA

As microparticulas de PLGA com metformina produgigeor
extracdo/evaporacdo do solvente usando a técnicdupla emulsédo
foram caracterizadas quanto ao rendimento, a micié de
encapsulamento (EE), ao percentual real de eneapsnto (PRE), ao
diametro do volume médiaDg ;) e a distribuicdo do tamanho (DT),
como apresentado na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Valores de rendimento, eficiéncia deapsulamento (EE),
percentual real de encapsulamento (PRE), diametrmlime mediol, ;)

e distribuicdo do tamanho (DT) das microparticutéss PLGA com
metformina.

Rendimento (%) EE (%) PRE (%) D, (um)° DT®

712 14+01 0,33+0,02 243,495 1,015

4 Média * desvio padrio de oito medicbes;
b T . ~ A o
Média * desvio padrdo de trés medicdes.
 Medic&o Gnica. Algarismos significativos fornegdmelo equipamento.

Os valores de rendimento do preparo de micropgatquodem
variar dependendo da técnica e dos materiaisadidiz na formulacéo.
Neste trabalho, o valor de rendimento foi proximos avalores
encontrados por Mao et al. (2007) e por Peruginialet (2001),
respectivamente, iguais a 70 e 76% para micropéaticle PLGA com
composto hidrofilico produzidas pela técnica daaemulsao.

Assim com o rendimento, a EE pode variar dependatwo
composto ativo encapsulado, do polimero e das coeslide liberacao
utilizadas. Entretanto, o valor obtido neste trabadode ser considerado
baixo em relacé@o a outros valores encontradoderatlira, que variam
de 46% (WENK et al., 2009) até 97% (OSTER et alQ3) para
compostos hidrofilicos incorporados em micropaltisuide PLGA por
dupla emulsdo. Uma possivel explicacdo para a ligixabtida esta na
tendéncia natural que o composto hidrofilico possoi sair das
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goticulas da emulséo priméria)/(@ por difusdo até a fase aquosa
externa (@, por apresentar maior afinidade por esta, durargtapa de
remogdo do solvente (TAKEUCHI; YAMAMOTO; KAWASHIMA,
2001). Para Yeo e Park (2004), a perda de compaisio ocorre
enquanto a fase polimérica permanece em um esgattargicdo entre a
forma liquida e a sélida. Se a solubilidade do austg ativo na fase
aguosa externa é maior do que na fase poliméricaorposto
facilmente sera transportado por difusdo durarte estado. Por outro
lado, quando um composto hidrofébico € incorporagmn
microparticulas de PLGA pela técnica da emulsaglsisn(o/a), por
exemplo, uma maior EE pode ser obtida considerague este
composto possui maior afinidade pela fase orgaféz@endo com que
nao haja perdas para a fase aquosa externa (HONEREEREZ et
al., 2003).

Perez et al. (2001) observaram que um baixo vaoEE pode
ocasionar um baixo valor para 0 PRE do composim ate carater
hidrofilico na microparticula, resultado também eakado neste
trabalho. Klose et al. (2010) obtiveram valoresapaPRE entre 4 e 6%
em microparticulas de PLGA com ibuprofeno, lidoeadn cloridrato de
propranolol, produzidas pelo método da dupla emuléntretanto,
valores mais baixos de PRE foram encontrados pore2&t al. (2008),
no valor de 0,076%, e por Kasturi et al. (2006),vator de 0,026%,
ambos para plasmideos de DNA incorporados em nddioplas de
PLGA. Uma vantagem relacionada ao baixo PRE foeofssla por
Klose, Delplace e Siepmann (2011), cujo valor abaig 3% garantiu
que a carbamazepina estivesse molecularmente shspera
microparticula de PLGA, sem a formacéo de agregadas deposi¢éo
de cristais na superficie da matriz polimérica.

Considerando que a rota de administracdo determiiaananho
das microparticulas e levando em conta a viabiiddd uso das
microparticulas de PLGA com metformina para o ireato do
diabetes tipo 2, o diametro obtidb,;, Tabela 4.1), associado a baixa
dispersdo do tamanho (Figura 4.1) e ao valor depBkimo a um
indica a adequacgéo destas microparticulas paranmiattacdo pela via
oral.

Como apresentado na Tabela 4.2, os valores oljiasa massa
especifica real das microparticulas, da metforneirdo PLGA foram
préximos. Entretanto, o menor volume de amostréidmma capsula de
aluminio obtido para as microparticulas em relag@demais volumes
observados para o PLGA e para a metformina (Tadb&p indica a
possivel ocorréncia de um fendémeno superficial dpulsdo nas
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microparticulas Este fenémeno possivelmente impea compactagéo
das microparticulas dentro da capsula de alumaién de impedia
imersdo das mesmas meio de liberacéo, justificana necessidade do
uso da membrana de celulose no experimentiibdeagdoin vitro. A
massa especifica real do PLGA 503Hmesmo polimero usaweste
trabalho, obtida por Blasi et al. (2005) foi de80% gcm™, cerca de 9%
maior do que a encontrada no presente trabRIitvooutro lado, Almeri
et al. (2010) obtiveram valoregproximadamente 8% mores para a
massa especifica@al de microparticulas de PLGA com rodar, que

variaram desde 1,370 até 1,373 gcm

Figura 4.1. Distribuicdo do tamanho das micrtipatas de PLGA cor

metformina.
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Tabela 4.2. Valores de massa, volume e massa fispeeal da metformina, d
PLGA e das microparticulas de PLGA com metformina.

Massa
Massa (g) Volume (cfjf especifica
(g:cni’)®
Metformina 5,3062 3,760 £ 0,003 1,411 +0,001
PLGA 1,5002 1,037 +£0,002 1,447 £0,003
Microparticula 1,1555 0,777 £0,004 1,497 +0,008

4 Média + desvio padrio de dez medicdes.

As microparticulas de PLGA com metformina apresarmi
formato esféricocom superficie e estrutura interna po, além da
auséncia de nucleos ocos antes da liberatadtro, como pode ser
observado na Figura 4.2. A ans& dos nucleos oc no interior da
microparticula pode estar relaciolda a presenca do age
emulsificante PVA, que evitoa coalescéncia das goticulas da em,,
conferindo a morfologia de microesferasmracteristica da técnica
preparo utilizadaAlém disso, a auséncia de cristais de metforr
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depositados na superficie da microparticula indicadistribuicéc
homogénea do composto ativb.medida que a metformina é liber:
para o meio externo, ocorre um aumento no nimepoides ede canais
interligados, permitindo a liberacdo do composigatemanescentna
microparticula (YANG; CHUNG; NG, 200l)como apresentado
Figura 4.3.

Figura 4.2. Imagen®btidas por MEV de microparticulas de PLGA c¢
metformina antes da liberac&ovitro, com diferentes escalas depliagéo. As
colunas representam as morfologias externa (agan (b).

a b

X400 50pum LCME-UFSC 10k X800 20pm LCME-UFSC

X2,0000  10pm LCME-UFSC 10k X2000 10pm LCME-UFSC.

10kV X4,000 Spm LCME-UFSC 10KV X4,000 Sum LEME-UFSC
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Figura 4.3. Imagen®btidas por MEV de microparticulas de PLGA c¢
metformina ap6s um dia de liberacéo vitro, com diferentes escalase
ampliagdo. As colunas representam as morfologias extajreinterna (b

4

X800  20um LCME-UFSC 10kV X500  50pm - LCME-UFSC

X2,000 10pm LCME-UFSC

v

X4,000 Sum LCME-UFSC 10KV X4,000 Sum LCME-UFSC

A porosidade de microparticulpsoduzidas pela técnica dupla
emulsao pode ser controlada pef@ume da fase aquosinterna da
emulsdo primaria () e pela sua estabilidad€ROTTS; PARK,
1995). A presenca de um composto hidrofilicemalsao primaria ge
um gradiente de concentracdo e um infldeoagua provenienda fase
aquosa externa{aproduzindo canais que conectam a regiao inten
microparticula com a superficie A(LISON, 200¢). Como
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consequéncia, o volume da fase aquosa internars& maeaior e gera
uma resisténcia & quebra mecénica das goticulasndsdo durante a
etapa de agitagdo, tornando-as maiores (CROTTS; KPAFR9I5).
Durante a evaporagcdo do solvente, o PLGA comecaeaipgar e
encapsular o composto ativo, bem como as goticdeasemulséo
primaria (KLOSE et al., 2006). Na etapa final, asroparticulas sao
liofilizadas para a remocdo da agua e essas gdicdd emulsdo
maiores se tornaréo os poros da matriz (YANG; CHIAUNG, 2000).

A evolucdo temporal da fracdo cumulativa de metiioam
liberada a partir das microparticulas de PLGA empi&o fosfato pH 6,8
esté apresentado na Figura 4.4. A metformina difuragpidamente para
0 meio de liberacdo, sendo que em torno de 32%Rioda metformina
foi liberado nos primeiros 15 minutos e atingiu %40da liberacdo em
aproximadamente 10 horas. Esta caracteristica ggrdeantajosa para o
uso de formulacdes que apresentem uma rapidadéerso estbmago e
completa no duodeno. A liberacdo inicial da metfoem denominada
de efeitoburst pode ser atribuida a dissolugdo do composto ativo
fracamente associado a superficie (YEO; PARK, 2084 )entédo, pode
ser causada pela sua rapida liberagéo atravésodos gue conectam o
interior da microparticula com a superficie (VAN DEEERT et al.,
2000). Segundo Ye, Kim e Park (2010), a ocorrémiticburst esta
relacionada a remocdo do solvente para formar asopairticulas
sélidas. Enquanto o solvente é removido da faseémpota, as
moléculas da metformina podem difundir das goticdia emulséo para
a fase aquosa externa, se acumulando na supedimicroparticulas a
medida que estas endurecem, resultando na suda&lidveracao inicial.
Além disso, a membrana de celulose utilizada patamergir as
microparticulas ndo constituiu uma barreira a #ibé@o da metformina,
como demonstrado pela completa liberagdo desta rér pdas
microparticulas de PLGA. Os valores experimentaislideracdo da
metformina a partir das microparticulas de PLGAaaretformina pura
contida na membrana de celulose, para cada tempiady, estdo
apresentados no Apéndice B deste trabalho.
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Figura 4.4. Evolugdo temporal da fracdo cumulatigametformina liberada a
partir das microparticulas de PLGA em tampé&o fosfdtl 6,8. As barras de
erro indicam o desvio padrdo da média.
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4.2 AVALIACAO DOS MODELOS MATEMATICOS

Como apresentado na Figura 4.5, a liberagdo deometfa a
partir das microparticulas de PLGA caracterizoupamiil bifasico, com
a ocorréncia dburstna fase inicial, seguido por uma segunda fase com
uma liberagdo mais lenta até o esgotamento do cimpativo.
Considerando que, neste caso, a fase inicial fos i&nsa e, como
consequencia, ocorreu 0 esgotamento do composto dtirante a
segunda fase, a terceira fase do perfil de liberdedmetformina n&o foi
observada. Segundo Yushu e Venkatraman (2006),i@sparticulas
porosas apresentam elevada liberag&o inicial dgposta ativo, além da
rapida liberacdo deste por difusdo através dosspagiomicroparticula,
considerando que a presenca destes facilita adangla meio de
liberagdo no sistema, promovendo a dissolugdo dopesto ativo
hidrofilico (HOMBREIRO-PEREZ et al., 2003). Nestentexto, 0s
modelos mateméaticos de liberacéo controlada posdif baseados na
lei de Fick e na lei da poténcia foram ajustadasdamios da liberacéo
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da metformina. Além disso, devido & sua possitelédicdo por difusao,
0 mecanismo de erosdo da matriz pode ser consaleratbvante, pois
este é geralmente observado apds o periodo dedédm®me trés dias
(KLOSE et al.,, 2006). Siepmann et al. (2002) coarsichm a

degradacdo do polimero irrelevante até o periodiibdeacdo de dois
dias e os processos de transferéncia de massanpnedides na
liberacdo do 5-fluorouracil a partir de micropartés de PLGA foram a
dissolucdo e a difusdo do composto ativo. Entrefamesmo com a
liberacdo completa em menos de um dia e considerasdbaixos

valores de EE e PRE, as microparticulas de PLGA pwtformina

apresentaram um principio de eroséo, evidenciadtss quantidade e
tamanho dos poros gerados (Figura 4.3), cujo psocedo foi descrito
pelos modelos matematicos utilizados neste trabalho

Figura 4.5. Ajuste dos modelos difusivo e da leiptdéncia aos dados da
liberagcdo da metformina a partir de microparticde$LGA.

Fragdo curmulativa liberada {mg.mg™)

+  Dados experimentais
hodelo difusivo
———Modelo da lei da poténcia

D 1 1 T I
1] 4 10 15 20 25

Ternpo (h)

Diferentemente do perfil observado para a liberagio
metformina, a Figura 4.6 apresenta um perfil tithsdecorrente da
liberacdo do FD40 a partir de microparticulas d&R) caracterizado
pelo burst na fase inicial, seguido por uma segunda fasebéeatdo
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mais rgpida até o possivel inicio da terceira fasequal a taxa de
liberacdo comeca a diminuir. Neste caso, a liberalgAFD40 néo foi
completa durante o periodo de tempo avaliado par Btaal. (2007),
dificultando a correta identificacdo do inicio @aceira fase. Segundo
Fredenberg et al. (2011), o perfil trifasico € comente observado para
a liberagdo de compostos ativos a partir de mictimpdas de PLGA,
principalmente quando o mecanismo de controle éramegso de
degradacéo e erosdo da matriz polimérica. Nestelsens modelos de
liberacdo controlada por erosdo propostos por Ratye por
Hopfenberg, além dos modelos sigmoidais logisticdeeGompertz
foram ajustados aos dados da liberacdo do FD40.

Figura 4.6. Ajuste dos modelos de Batycky, de Goatmpdogistico e de
Hopfenberg aos dados experimentais de liberacdoFD40 a partir de

microparticulas de PLGA.
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Embora as duas microparticulas sejam constituida$IdsA
50:50 com grupamento terminal acido carboxilicopdpeidas pela
técnica da dupla emulsdo contendo um composto fHidoo
incorporado na sua matriz, possivelmente 0 motivue gerou a
diferenca observada nos dois perfis de liberacsdtemtes (Figuras 4.5
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e 4.6) foi a massa molar do composto ativo utilizdde acordo com a
Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010), a metformpmssui massa
molar de 165,62 g-mdl enquanto que a massa molar do FD40
corresponde a 40000 g-iofMAO et al., 2007), cerca de 240 vezes
maior do que a da metformina. Sabendo que os cdagpbarofilicos
de baixa massa molar sdo facilmente transportaétiss poros da
microparticula preenchidos pelo meio de liberagite pode ter sido
um dos fatores que ocasionou a rapida liberagdomdHormina
comparativamente a liberagdo do FD40. Além dissara pas
microparticulas de PLGA com metformina foi obseevagna grande
guantidade de poros internos e na superficie (&igLt), aumentando o
processo de liberacdo do composto ativo. Por ouado, as
microparticulas de PLGA com FD40 ndo apresentarammesma
estrutura porosa, como pode ser observado nas nisiag®idas por
MEV (Anexo A). Assim, a liberacdo desta macromolécu
possivelmente dependeu do processo de erosédo da patmérica
para a formacéo de poros maiores, permitindo saida.

Na Tabela 4.3 estdo apresentados os valores daofuigjetivo
(SSE) e dos critérios estatl'stidb%, RMSE, AICc eA; para os modelos
matematicos de liberagéo controlada ajustados adssdexperimentais
da liberacdo da metformina e do FD40. Os model@falassificados
em ordem crescente dos valores\dpara cada conjunto de dados.

Tabela 4.3. Valores de SSIR,ZU-, RMSE, AICc eA; para os modelos de
liberacao controlada ajustados aos dados da liemdg metformina e do FD40
a partir de microparticulas de PLGA.

Modelos SSE Réj RMSE AlCc A
Dados da liberacdo da metformina
Difusivo 0,005 0,995 0,022 -70,009 0,000

Lei da poténcia 0,082 0,914 0,102 -35,988 34,021

Dados da liberagdo do FD40

Batycky 0,009 0,990 0,024 -99,294 0,000
Logistico 0,016 0,982 0,036 -90,458 8,836
Gompertz 0,018 0,979 0,039 -88,132 11,162
Hopfenberg 0,044 0,957 0,056 -80,258 16,036

Na liberacédo da metformina, o melhor ajuste foleoksdo para o
modelo difusivo, o qual apresentou 0os menores @slpara o0 SSE e
AlCc, além de valores dﬁﬁj e RMSE préximos a um e a zero,
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respectivamente, indicando a proximidade da cumrada aos dados
experimentais. Ainda para este modelo, foram obslewy 0s menores
residuos, como apresentado na Figura 4.7. O vald; dara o modelo
da lei da poténcia foi superior a dois, demonswagde os modelos
difusivo e da lei da poténcia descrevem de martfesiente os dados
experimentais da metformina.

Figura 4.7. Residuos dos ajustes dos modelos difiesda lei da poténcia aos
dados da liberacdo da metformina a partir de mamtequlas de PLGA.
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A andlise dos dados da liberacdo do FD40, obtido$4ao et al.
(2007), segundo os mesmos critérios, mostrou quedelo de Batycky
apresenta o melhor ajuste, além dos menores raside@cordo com a
Figura 4.8, com excecao de dois pontos préximoseagpo de 400
horas. Como pode ser observado na Figura 4.6 equacBo 2.8
(modelo de Batycky), estes pontos marcam o téraenfase de indugéo
e o inicio da liberagdo do FD40 por difusdo atrasés macroporos
gerados na microparticula de PLGA e, nesta tramsigaurva gerada
pelo ajuste permaneceu distante dos pontos expedime Além do
mais, 0s modelos mateméaticos avaliados para esiss dobtiveram
entre si uma diferenca no valor de AIQK)(superior a dois (Tabela
4.3), indicando que os quatro modelos descrevemateeira diferente
0s mesmos dados experimentais.
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Figura 4.8. Residuos dos ajustes dos modelos dgckBatde Gompertz,
logistico e de Hopfenberg aos dados da liberacdoFDd0 a partir de
microparticulas de PLGA.
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Os valores dos parametros ajustados para os matieldmeracao
controlada por difusdo estdo apresentados na Tdb#laO modelo
difusivo, além de apresentar o melhor ajuste, posgenas um
parametro ajustado, tornando a sua utilizacdo weaidajosa quando
comparada ao modelo da lei da poténcia, que apeedeis parametros
ajustados. O bom ajuste deste modelo aos dadosbelacbo da
metformina resultou em um valor d2 que representa o sistema
metformina/PLGA. Contudo, este valor ndo possuiesmo significado
fenomenolégico que D apresentado pela Equacéo 2.1 (primeira lei de
Fick), pois o parametro obtido pelo ajuste da EdoaR.6 €&, na
realidade, um coeficiente de difusdo efetivo dafonaina no PLGA
(CARCIOFI et al., 2002). Na literatura foram encadbs valores d®
na mesma ordem de grandeza para compostos atidosfilidos
incorporados em matrizes de PLGA, como € o cascodante azul de
metileno, com valores entre 3,75L& 1,0x1¢ cnt-s' (VEZZU;
BETTO; ELVASSORE, 2008), e da ovoalbumina, entrax®y"' e
7,0x10° cnf-s' (STABENFELDT; WILLITS, 2002). Entretanto, a
ordem de grandeza desses valores pode ser difetependendo do
composto ativo incorporado, como é o casddpara o 5-fluorouracil
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no PLGA igual a 6,7xI& cnf-s®, encontrado por Siepmann et al.
(2002), e oD para o ibuprofeno no PLGA, com valores variandmeen
4,7 e 5,0x10% cnt-s*, obtidos por Klose et al. (2010).

Tabela 4.4. Valores dos parédmetros ajustados panaauelos de liberacédo
controlada por difusdo aos dados da liberacdo ddiommena a partir de
microparticulas de PLGA.

Parametros —— Modelos_ ——
Difusivo Lei da poténcia

D (cm’-sh) 2,4x10° -

k (b - 0,64

n - 0,18

O ajuste do modelo da lei da poténcia aos daddibetacédo da
metformina indicou o mecanismo de transferéncia nigssa que
controlou a liberacdo. Para a geometria esfériglares do expoente
inferiores a 0,43 indicam que a liberagéo é coadl@lpor difuséo. Por
outro lado, Farago et al. (2008), ao ajustarem aeloda lei da
poténcia aos dados de liberacdo da metformina dir pde
microparticulas de PHBV, obtiveram um valordigual a 0,82 e, neste
caso, a liberacao foi caracterizada pela supe@osigs mecanismos de
difuséo e da cinética de ordem zero.

Os valores dos parametros ajustados para os matieldseracéo
controlada por eroséo estéo apresentados na Tabel@ parametro,
do modelo de Batycky representa o tempo de indue&essario para
gque a microparticula comece a degradar e gerarspaoraiores,
facilitando a liberacdo de compostos macromoleesjatomo é o caso
do FD40. O valor obtido paratg foi de 444 horas e, ap0s este tempo,
pode ser observado um aumento na taxa de libedacdomposto ativo
por difusdo, demonstrado pelo bom ajuste do models dados
experimentais apos este tempo, como apresentafiuia 4.6. Além
disso, foi obtido umD efetivo do FD40 no PLGA, cuja ordem de
grandeza pode indicar que a liberacdo do compdsio por difusdo
ocorreu de forma lenta, também evidenciada pela iscampleta
liberacdo no periodo de 75 dias. Lao, VenkatramBeppas (2009), ao
ajustarem o modelo de Batycky aos dados da liberaga
metoclopramida, um composto hidrofilico com massdamde 336,3
g-mol*, incorporado em filmes de PLGA sem porosidaddyekstm um
valor deD variando entre 2,03xT8e 1,73 x1G" cnf-s™.
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Tabela 4.5. Valores dos parametros ajustados panmaanlelos de liberacédo
controlada por erosdo aos dados da liberacdo doO FB4partir de
microparticulas de PLGA.

Modelos

Parametros

Batycky Logistico Gompertz Hopfenberg
D (cm*s?h 5,3x10™ - - -

tq (h) 444 - - -

kq (hY) 1,6 - - -
K oro(cm-sY) - - - 1,0x10"
as - 0,77 0,83 -

a; - 0,08 - -

(o) - 0,004 0,002 -
) - - 2,5 -

O modelo de Hopfenberg ndo apresentou um bom apcse
dados da liberacdo do FD40 (Figura 4.6), embormrmasdelo apresente
apenas um parametro ajustado, enquanto que osdawaiados para
este conjunto de dados apresentam trés paramejrotadms.
Considerando que este modelo é usado, principaémeata descrever a
liberacdo de compostos ativos a partir de matrpagnéricas cujo
mecanismo de controle seja o processo de erosdapdgficie, a falta
de ajuste neste caso demonstra que o mecanismordemle da
liberacao foi a eroséo de meio, caracteristicaateizes de PLGA.

As assintotas inferiores das curvas geradas pelodelos
logistico e de Gompertz ndo se aproximaram dosgmds pontos da
liberacdo do FD40. No entanto, 0 modelo logistmmdéceu o melhor
ajuste em relacdo ao modelo de Gompertz.

Vale ressaltar ainda que n&do foram impostas réssigpara
nenhum par&metro de ajuste dos modelos matem&iediedos neste
trabalho a fim de se obter o ajuste que fornecessenor valor para a
funcao objetivo (SSE).
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5 CONCLUSOES

As microparticulas de PLGA com metformina, prodagigela
técnica da dupla emulsdo com extracdo/evaporagaosaiiente,
possuem formato esférico e morfologia de microasfearacteristicos
da técnica escolhida.

A caracteristica hidrofilica da metformina, somadastrutura
porosa das microparticulas de PLGA, facilita o gpeacesso de difuséo
do interior das goticulas da emulsdo primaria maraeio externo, e
pode resultar em baixos valores para a EE, paf@b duma elevada
liberacdo inicial (efeitoburs). Ainda, a auséncia de cristais de
metformina depositados na superficie da micropdaicndica a
distribuicdo homogénea deste composto ativo. Derdac@om o
didmetro, a distribuicdo de tamanho e o perfilidar&¢éoin vitro, as
microparticulas de PLGA com metformina podem seaniaidtradas
pela via oral para o tratamento do diabetes tipo 2.

Considerando que a metformina € um composto hiitmftle
baixa massa molar, a sua ripida e completa libenagde ocorrer pelo
transporte por difusdo através dos poros da midiopa de PLGA
preenchidos pelo meio de liberacdo. Como obsermadoimagens de
MEV, as microparticulas de PLGA com metformina padmente
apresentaram erosdo no periodo final da liberag@&smo com esta
ocorrendo em menos de 24 horas. No entanto, ol gafésico
observado durante a liberacdo da metformina é bestritb pelo
modelo difusivo, ajustado por um coeficiente deishb efetivo e, para
este caso, 0 mecanismo de eroséo foi considernatievente.

A liberacdo prolongada e incompleta do FD40, uma
macromolécula hidrofilica, por difusdo através dpsros da
microparticula de PLGA possivelmente ocorre apégracesso de
desintegracdo da matriz polimérica, necessariageaea poros maiores,
considerando que a microparticula apresenta poymss. Esta
hipétese é suportada pelo bom ajuste do modeloaticiB/ aos dados
experimentais. Neste caso, 0 principal mecanismocarole da
liberacdo é o processo de erosdo de meio da mitimpa de PLGA.

Os perfis de liberacdo de diferentes compostoostoom a
mesma polaridade, a partir de uma determinada anptlimérica,
podem apresentar comportamentos distintos que e&seguentes,
principalmente, da diferenca do tamanho das mdaécinicorporadas
associada a porosidade da particula formada. Dfstaa, os
mecanismos de transferéncia de massa que conteliberacdo do
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composto ativo definem as aplicacdes especificassidtema de
liberacdo controlada.

5.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

a)

b)

Estudar formas de aumentar a EE e o PRE das mitimpas de
PLGA;

Realizar a liberacdm vitro em meios de liberacdo que simulem
0 pH de outras regifes do trato gastrointestinah®weondi¢cdes
fisiolégicas;

Avaliar a carga superficial das microparticula®PdSA,;

Estudar a estabilidade e a degradacdo das midmpast de
PLGA;

Utilizar um coeficiente de difusdo efetivo variaeeparametros
que incorporem a porosidade da particula parasteaflo modelo
de Batycky aos dados experimentais.
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APENDICE A — Curva analitica da metformina

A curva analitica construida em termos da absorbamédia
versus concentracdo de metforminag¢ mL?Y) estad apresentada na
Figura A.1. O valor dak? igual a 0,999 indica linearidade entre a
absorbéncia e a faixa de concentracdo de metforawalada.

Figura A.1. Curva analitica da metformina obtida @spectrofotometria de UV
a 232 nm. As barras de erro indicam o desvio padiaaoédia.
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APENDICE B - Valores experimentais da liberacéan vitro da
metformina

Os valores obtidos experimentalmente durante ealifd®in vitro
da metformina a partir das microparticulas de PlgaAtampéo fosfato
no pH 6,8 estdo apresentados na Tabela A.1. Osegateferentes a
liberagdo da metformina pura contida na membranaetldose estédo
apresentados na Tabela A.2.

Tabela A.1. Valores experimentais da liberagéwitro da metformina a partir
das microparticulas de PLGA.

Liberacdo Liberacdo Liberacdo

Tempo Média Desvio
(h) o 2 »  (mg-mg")  padrdo
(mg-mg) (mg-mg) (mg-mg)
0,25 0,41 0,29 0,27 0,32 0,08
0,50 0,55 0,55 0,40 0,50 0,09
1,00 0,67 0,72 0,68 0,69 0,03
2,00 0,78 0,89 0,77 0,81 0,06
4,00 0,88 0,96 0,91 0,92 0,04
6,00 0,94 0,98 1,01 0,98 0,03
8,00 0,99 0,98 0,97 0,98 0,01
12,00 0,97 1,01 1,03 1,00 0,03
24,00 0,97 1,02 1,04 1,01 0,04

Tabela A.2. Valores experimentais da liberaigéitro da metformina pura.
Tempo (h)  Liberacdo (mg- iy

0,25 0,92
0,50 0,92
1,00 0,97

2,00 1,04
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ANEXO A — MEV das microparticulas de PLGA comFD40

As morfologias interna e externa das micropartua PLGA
com FD40preparadas pela técnica da dupla emulsao com exgimwodc
solvente, obtidas por Mao et al. (2007)tdesapresentadas na Fig
A.2.

Figura A.2. Imagensbtidas por MEV de microparticulas de PLGA cFD40
antes da liberacéio vitro. As colunas representam as morfologinterna (a) e
externa (b).

——

O





