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RESUMO

Os polihidroxialcanoatos (PHAs) sdo polimeros amplamente
utilizados na indUstria farmacéutica por suas caracteristicas de
biodegradabilidade e biocompatibilidade. O poli(3-hidroxibutirato)
(P(3HB)) e seu copolimero poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)
(P(3HB-c0-3HV)) sdo os mais comuns deste grupo e tem sido
extensivamente  estudados, visando diversas aplicagbes como
carreadores de farmacos. Desta forma, os PHAs sdo materiais
interessantes para aplicacdes na area da saude e farmacéutica como
constituinte de formas farmacéuticas de liberacdo controlada. Como
estratégia para controlar a liberacdo, podem ser empregados diferentes
materiais em uma formulagdo, os quais podem modificar e melhorar as
suas propriedades fisico-quimicas. Neste contexto, o naproxeno (NPX)
foi encapsulado em sistemas microestruturados, obtidos a partir de
PHAs polihidroxialcanoatos, acetato de celulose e suas blendas, com o
intuito de avaliar as propriedades fisico-quimicas das microesferas e
obter um sistema de liberacdo prolongada para o tratamento da
periodontite. Estas microesferas foram entdo dispersas em gel de
poloxamer com o objetivo de para manter as particulas intrabolsa
periodontal. A fim de observar o efeito no tamanho e eficiéncia de
encapsulacdo, a massa molar do P(3HB) foi reduzida por sintese com
borohidreto de sédio. O método de emulsdo/evaporacdo do solvente foi
empregado no preparo das microesferas de PHA e acetato de celulose
nas proporg¢des de 100:0, 50:50 e 0:100, usando cloroférmio e acetona
como solventes. Os valores de eficiéncia de encapsulagdo e teor
variaram de 33,21 — 99,11% e 3,14 — 9,91 mg NPX/100 mg formulagé&o,
respectivamente. Particulas esféricas foram obtidas apresentando
diametro médio entre 6,145 e 16,266 um. A reducdo da massa molar do
P(3HB) e a adicdo do acetato de celulose provocaram a redugdo do
diametro médio das particulas. As analises por calorimetria exploratéria
diferencial e difracdo de raios-X indicaram uma interacdo entre 0s
componentes da formulagdo. Os estudos de liberacdo em fluido salivar
simulado mostraram que o aumento da concentracdo de acetato de
celulose nas microesferas levou a uma liberagdo mais acentuada do
naproxeno. Os modelos matematicos aplicados demonstraram ainda que
0 mecanismo de liberacdo do farmaco ocorre principalmente por
difuso.



Palavras-chave: microesferas, poli(3hidroxibutirato),
poli(3hidroxibutirato-co-3hidroxivalerato), naproxeno, liberacéo
controlada.



ABSTRACT

Title: Development of microstructured systems based on
polyhydroxyalkanoates for periodontal release of naproxen

The polyhydroxyalkanoates (PHAs) are polymers widely used
in the pharmaceutical industry for its characteristics of biodegradability
and biocompatibility. Poly(3-hydroxybutyrate) (P(3HB)) and its
copolymer Poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) (P(3HB-co-
3HV)) are the most common of this group and have been extensively
studied as drug carriers. In this way, PHAs are interesting materials for
applications in both health and pharmaceutical industries as a
constituent of controlled release dosage forms. As strategy to control the
release, different materials can be used in a formulation which can
modify and improve its physicochemical properties. In this context,
Naproxen (NPX) was encapsulated in microstructured systems obtained
from polyhydroxyalkanoates, cellulose acetate and their blends, in order
to evaluate the physical and chemical properties of the microspheres and
to obtain a prolonged-release system for the treatment of periodontitis.
These microspheres were then dispersed in poloxamer gel in order to
keep the particles of the periodontal pocket. In order to observe the
effect on size and encapsulation efficiency, the molecular weight of
P(3HB) was reduced by synthesis with sodium borohydride. The
method of emulsion/solvent evaporation was used to prepare the
microspheres of PHA and ethylcellulose in proportions of 100:0, 50:50
and 0:100 (w/w), using chloroform and acetone as solvent. The values
of encapsulation efficiency and drug content ranged from 33.21 to
99.11% and 3.14 to 9.91 mg NPX/100 mg formulation, respectively.
Spherical particles were obtained with average diameter between 6.145
and 16.266 micrometers. The reduction of the molecular weight of
P(3HB) and addition of ethyl cellulose caused a reduction in average
particle diameter. Analyses by differential scanning calorimetry and X-
ray diffraction indicated an interaction between the components of the
formulation. Studies of release in simulated saliva showed that the
concentration of cellulose acetate on microspheres resulted in a
pronounced release of naproxen. Moreover, mathematical models
demonstrated that the mechanism of drug release is predominantly
controlled by diffusion.



Keywords: microspheres, poly(3-hydroxybutyrate), Poly(3-
hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvakerate), naproxen, controlled release.
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1.1 INTRODUCAO

A doenca periodontal é considerada uma morbidade que atinge
grande parte da populacdo. Trata-se de uma resposta inflamatdria
localizada, causada pela infeccdo de uma bolsa periodontal originada do
acimulo de placa bacteriana subgengival. A fase inicial da doenca é
marcada pela infllmacdo da gengiva (gengivite), sendo caracterizada
por intumescimento, vermelhiddo e sangramento da gengiva marginal
(JAIN et al., 2008). O acumulo microbiano do biofilme dental no
interior das areas subgengivais do periodonto, desencadeia um processo
inflamatorio mais grave (periodontite) que se estende aos tecidos mais
profundos e afeta as estruturas do suporte dental, resultando na
formacdo de uma bolsa periodontal (BRUSCHI et al., 2006). A bolsa
periodontal é um sulco aprofundado patologicamente entre a gengiva e 0
dente. Em sulco gengival normal, o espago entre a gengiva e o dente
mede de 1 a 3 mm de profundidade. Entretanto, durante a periodontite, a
profundidade da bolsa excede 5 mm, podendo chegar a 12mm, com
aumento da producédo de fluido e composicdo protéica semelhante a do
soro, indicando a formacdo de exsudato nesses locais (BRUSCHI et al.,
2006). Esta bolsa periodontal proporciona condigBes ideais para a
proliferacdo de microorganismos, especialmente espécies anaerdbias
facultativas gram-negativas.

O tratamento convencional da doenca periodontal consiste na
remocdo da placa bacteriana depositada a superficie dentéria por
raspagem e alisamento radicular, com o objetivo de tornar a superficie
do dente lisa e a reduzir o nimero de bactérias patogénicas (BIMSTEIN
et al, 2003). A terapia sisttmica também é empregada para o
tratamento de doencas periodontais. Entretanto, a liberagéo sistémica de
farmacos frequentemente ndo fornece uma concentracéo suficientemente
grande do agente terapéutico no local de acdo, além de necessitar de
repetidas doses que pode levar ao aparecimento de efeitos colaterais
indesejaveis. Neste sentido, a liberacdo de farmacos diretamente na
bolsa periodontal tem atraido grande interesse de pesquisadores, com o
objetivo de suprimir ou erradicar a microbiota patogénica ou, ainda,
modular a resposta antiinflamatéria, limitando, assim, a destruicdo do
tecido periodontal (CETIN et al., 2005). A bolsa periodontal pode ser
considerada um sitio natural para o tratamento local das doengas
periodontais, visto que prové um reservatorio de facil acesso para a
insercdo de um sistema de liberagdo, aliada a presenga do fluido
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gengival que auxilia na distribuicdo e na manutencdo dos niveis do
farmaco ao longo da bolsa, durante um determinado periodo de tempo
(JAIN et al.,, 2008). Assim, a liberacdo periodontal oferece vantagens
como: controle e manutencdo dos niveis de farmaco na bolsa
periodontal, obtencdo de altas concentragdes do farmaco no sitio de
acdo, reducdo dos efeitos colaterais e melhoria da adesdo do paciente ao
tratamento (BRUSCHI et al., 2006). Dentre as formas de administracdo
periodontal estudadas destacam-se os filmes (EL-KAMEL; ASHRI;
ALSARRA, 2007), géis (AKINCIBAY; SENEL; AY, 2007),
microparticulas (MUNDARGI et al., 2007) e nanoparticulas (PINON-
SEGUNDO et al., 2004), obtidos a partir de materiais poliméricos
naturais ou sintéticos, que apresentam em comum as caracteristicas de
biocompatibilidade e biodegradabilidade (EDLUND; ALBERTSSON,
2001).

Os principais mecanismos que governam a liberagdo do
farmaco a partir das particulas sdo a difusdo e a erosdo, sendo a
velocidade com que ocorre grandemente dependente das caracteristicas
fisico quimicas do farmaco e do polimero. Em especial, fatores como
tamanho e distribuicdo granulométrica das particulas, porosidade,
cristalinidade, configuracdo e massa molecular da cadeia polimérica
podem ser alterados com o objetivo de modular a velocidade de
liberacdo do farmaco (ANDERSON; SHIVE, 1997).

Uma classe de polimeros conhecida como polihidroxialcanoatos
(PHAs) tem representado um imenso potencial para aplicacdo
farmacéutica, uma vez que podem ser obtidos a baixo custo aliada as
caracteristicas de biodegradabilidade e biocompatibilidade. Estes
polimeros sdo poliésteres de hidroxiacidos estereoregulares opticamente
ativos, obtidos por bactérias a partir de matérias primas naturais. O mais
comum dos PHAs é o homopolimero poli(3-hidroxibutirato) (P(3HB)).
O P(3HB) apresenta resisténcia a umidade, pureza Optica e
piezoeletricidade, além disso, a estereoregularidade do P(3HB) torna-o
um material altamente cristalino. Ainda que o P(3HB) seja
biodegradavel, o que lhe confere um potencial para obtencdo de
sistemas de liberacdo de farmacos, a alta cristalinidade deste polimero
proporciona uma dureza e afeta as propriedades de degradacdo da matriz
polimérica e liberacho do farmaco. Copolimeros do &cido 3-
hidroxibutirico e  3-hidroxivalérico  também  sdo  obtidos
biosinteticamente, formando 0 poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) (P(3HB-co-3HV)), que pelo fato de apresentarem ponto
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de fusdo mais baixo e serem menos cristalinos, sdo materiais mais
promissores para aplicagdo em diversas é&reas (CARMIGNAN;
BIDONE; LEMOS-SENNA, 2008).

Uma estratégia que tem sido amplamente empregada para
melhoria das propriedades fisicas e quimicas dos polimeros é a
formacédo de blendas. A blenda polimérica é a mistura de um ou mais
polimeros que d& origem a um novo material, com caracteristicas
especificas desejadas, através da aditividade das propriedades dos
polimeros puros. Um fator que deve ser considerado na escolha do
polimero para a blenda com P(3HB) é a miscibilidade; uma blenda
miscivel apresenta uma Unica fase, ou seja, trata-se de uma mistura
homogénea com caracteristicas dependentes da sua composicdo e de
fatores externos como temperatura e pressdo. Na blenda imiscivel o
sistema apresenta carater heterogéneo e as propriedades dos polimeros
constituintes estdo presentes (QUENTAL et al., 2010). No caso de
sistemas de liberacdo, a formacdo de blendas poliméricas permite a
modulacdo das propriedades das particulas como porosidade, velocidade
de degradacdo e erosdo e, consequentemente, velocidade de liberacéo
(CARMIGNAN; BIDONE; LEMOS-SENNA, 2008).

Os farmacos antiinflamatorios inibem a producdo dos
mediadores bioquimicos importantes de alguns dos eventos patoldgicos
da doenga periodontal, tais como a inflamacdo gengival e a reabsorcao
0ssea e outros produtos metabolicos deletérios do acido aracdénico na
rota da ciclooxigenase (JERNBERG, 1999). Antiinflamatérios ndo
esteroidais (AINES) inibem a producéo de prostaglandinas, as quais séo
associadas com a gengivite e perda de 0sso alveolar, constituindo uma
das abordagens terapéuticas para o tratamento das doengas periodontais
(DIONNE; BERTOLD, 2001). O naproxeno (&cido 6-metoxi-a-metil-2-
naftalenoacético) é um farmaco do grupo de AINES derivado do acido
propidnico. O efeito do naproxeno esta relacionado a acdo priméria na
inibicdo da ciclooxigenase do &cido araquidonico e na inibicdo das
prostaglandinas e tromboxanos, diminuindo assim, a hiperalgesia
inflamatoria e regulando as respostas neuronais basais. Outra a¢do que
pode contribuir para o efeito antiinflamatério do naproxeno é a
producdo de oxigénio reativo por neutréfilos e macréfagos, este efeito
produz uma forte destruicdo de radicais de O,, reduzindo a leséo
tecidual (RANG et al, 2001).
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Considerando o exposto acima, este trabalho tem como objetivo
desenvolver microesferas contendo 0 naproxeno com vistas a
administracdo periodontal. Os sistemas microestruturados serdo obtidos
a partir de polihidroxialcanoatos e de suas blendas com o acetato de
celulose. O efeito de fatores como tipo e massa molecular do polimero e
proporcao de polihidroxialcanoato e acetato de celulose na blenda, sobre
as caracteristicas das particulas e velocidade de liberagdo do farmaco,
sera avaliado.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Desenvolver microesferas a partir de polihidroxialcanoatos e

suas blendas com acetato de celulose contendo naproxeno, com vistas a
administracdo intrabolsa periodontal.

1.2.2 Objetivos Especificos

a)

b)
c)

d)

f)

9)

h)

)
k)

Preparar microesferas de liberagdo modificada contendo
naproxeno a partir de polihidroxialcanoatos e suas blendas com
acetato de celulose pelo método de emulsdo e evaporacdo do
solvente, com as caracteristicas desejaveis de uma formulagdo
destinada a administragéo periodontal.

Reduzir e avaliar a massa molar no poli(3-hidroxibutirato)
Caracterizar as microesferas quanto a morfologia, tamanho e
distribuicdo granulométrica.

Avaliar o efeito do tipo e massa molar do polimero e da
proporcdo de polihidroxialcanoato e acetato de celulose na
blenda sobre as caracteristicas fisicoquimicas das particulas e
perfil de liberacdo do farmaco.

Desenvolver e validar metodologia analitica de espectrometria
de absorcdo no ultravioleta para determinacdo do naproxeno
nos sistemas desenvolvidos.

Determinar o teor e a eficiéncia de encapsulacdo do naproxeno
nas microesferas.

Caracterizar a cristalinidade da matriz polimérica das particulas
por técnicas de calorimetria exploratoria diferencial e de
difracdo de raios-X.

Observar a possivel interagdo farmaco polimero através da
espectrometria no infravermelho.

Preparar e caracterizar géis hidrofilicos de poloxamer contendo
as microesferas

Avaliar e comparar o perfil de liberagdo in vitro do naproxeno a
partir dos hidrogéis contendo as microesferas

Comparar os resultados de diferentes formulagBes quanto a
capacidade de controlar a liberacdo do naproxeno
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2.REVISAO DA LITERATURA



38



39

2.1 DOENCA PERIODONTAL

Doenga periodontal é um termo usado para designar varias
condicBes patolégicas caracterizadas pela degeneracdo e inflamacao da
gengiva, ligamentos periodontais, 0sso alveolar e cemento dental, sendo
a maior causa de perda de dente apds os 25 anos de idade. Trata-se de
uma morbidade que atinge grande parte da populagdo, estando
relacionada principalmente com a negligéncia da saude bucal. Trata-se
de uma resposta inflamatoria localizada, causada pela infec¢do de uma
bolsa periodontal originada pelo acumulo de placa bacteriana
subgengival. A Figura 1 mostra os estagios da doenga periodontal. O
primeiro estagio representa uma gengiva saudavel; a auséncia de higiene
bucal acarreta no acimulo de componentes microbianos no biofilme
dental em &reas subgengivais causando a placa bacteriana (estagio dois).
No terceiro estidgio da doenca, as toxinas liberadas pelos agentes
bacterianos causam a gengivite, uma inflamagdo em tecidos mais
profundos, sendo caracterizada por intumescimento, vermelhiddo e
sangramento da gengiva marginal. No UGltimo estdgio da doenca, o
processo inflamatério afeta as estruturas do suporte dental, levando a
periodontite, a qual pode causar mobilidade dos dentes, sangramento,
sensibilidade e perda 6ssea (BRUSCHI et al., 2006; JAIN et al., 2008).

Figura 1. Estagios da doenca periodontal: (A) gengiva saudavel, (B)
placa bacteriana, (C) gengivite e (D) periodontite.
Fonte: JAIN et al., 2008.

A etiologia da periodontite é de origem microbiana e é
considerada uma infec¢do oportunista. As bactérias induzem alteracGes
na microflora presente no epitélio juncional dental resultando em uma
resposta inflamatéria, pois este tecido ndo oferece barreira frente a
permeabilidade superficial, constituindo uma via pelo qual as toxinas
atingem os tecidos mais profundos (BRUSCHI et al., 2006). A agresséo
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aos tecidos mais profundos inicia um ciclo inflamatério e de injurias
teciduais, que facilita a entrada de enzimas, toxinas e alérgenos pelo
sulco dental. Em resposta, os fatores de defesa, como a resposta do
hospedeiro, podem explicar a suscetibilidade e o grau de severidade da
doenca. Como resultado, pode ocorrer o rompimento do ligamento do
tecido conectivo a raiz do dente, que pode resultar na regresséo gengival
e formacdo da bolsa periodontal (SEYMOUR, HEASMAN; 1995).

A bolsa periodontal € um sulco aprofundado patologicamente
entre a gengiva e o dente e proporciona condicfes ideais para a
proliferacdo de microorganismos, especialmente espécies anaerdbias
facultativas gram-negativas (Figura 2). Em um sulco gengival normal, o
espaco entre a gengiva e 0 dente mede de 1 a 3 mm de profundidade.
Entretanto, durante a periodontite, com o0 aumento dos espagos
intercelulares a profundidade da bolsa excede 5 mm, podendo chegar a
12mm. Além disso, em sitios saudaveis do periodonto ocorre a presenca
de pequenas quantidades de fluido crevicular gengival (0,04 uL), com
baixas taxas de fluxo (0,03 pL/min) e concentracdo de proteinas similar
ao fluido extracelular. Contrariamente, nos sitios doentes hd um
aumento na producdo de fluido e a composicdo protéica torna-se
semelhante a do soro indicando a formacgdo de exsudato nestes locais
(BRUSCHI et al., 2006).

Figura 2. Bolsa periodontal.
Fonte: JAIN et al., 2008.
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A doenca periodontal pode estar associada a doengas como
diabetes tipo I, Sindrome de Down e a AIDS. Isto ocorre em individuos
com baixa resposta defensiva devido a doenga sistémica.

O diabetes mellitus tipo 1, insulino-dependente, constituiu um
fator de risco para a doenga periodontal, visto que aumenta a
susceptibilidade a infeccdo bacteriana. Estudos mostram também que a
doenca periodontal afeta o controle da glicose sanguinea e contribui
para a progressdo do diabetes, havendo assim, uma relacdo bidirecional
entre as doencas. Esta associacdo se deve ao fato que o defeito na
secrecdo da insulina é téxica ao organismo e causa dano, disfuncdo e
falha em vérios 6rgdos como rins, coracdo e vasos sanguineos, estas
alteracdes comprometem o individuo como um todo (SILVA et al.,
2008).

A doenga periodontal mostra-se precoce e severa em pacientes
portadores de Sindrome de Down. Por causa das deficiéncias
neuroldgicas e motoras com respeito aos aspectos craniofaciais e bucais,
h& uma dificuldade na higienizacdo bucal desses pacientes, tornando-os
assim mais suscetiveis as doengas periodontais. Outro aspecto que se
destaca é a dificuldade de combater as bactérias presentes no biofilme
dental e a rapidez e severidade da doenca em pacientes portadores de
Sindrome de Down, pois apresentam deficiéncia imunoldgica
comprovada. Tanto a denticdo decidua, quanto a denticdo permanente
sdo afetadas, causando perda precoce dos dentes e reabsorcdo 6ssea
(AMANO et al., 2008).

A doenca periodontal também pode ser associada a infec¢éo pelo
HIV, visto que o sistema imunolégico dos individuos infectados torna-
se incapaz de conter infec¢Bes oportunistas. Segundo Holmstrup e Glick
(2000), a imunodeficiéncia decorrente do HIV pode ter influencia na
patogénese da periodontite. Desta forma, os pacientes infectados por
HIV frequentemente exibem lesdes bucais mais graves que acometem
individuos ndo imunodeficientes (HOLMSTRUP; GLICK, 2000).

Outro fator de risco associado a doenca periodontal é o
tabagismo. Fumantes estdo predispostos a desenvolver doencas
periodontais seis vezes mais do que ndo fumantes, apresentando uma
perda dssea mais severa, uma maior profundidade da bolsa periodontal e
maior perda dentaria quando comparados a individuos ndo fumantes
(KHAN, 2011).
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Diante do exposto podemos ressaltar a importancia de uma boa
higiene bucal e acompanhamento do dentista. O tratamento
convencional da doenca periodontal consiste na remocdo da placa
bacteriana depositada a superficie dentéria por raspagem e alisamento
radicular, com o objetivo de tornar a superficie do dente lisa e a reduzir
0 numero de bactérias patogénicas (BIMSTEIN et al., 2003).
Entretanto, nos estagios mais avancados da doenca ha a necessidade de
cirurgia e terapia sisttmica com antibidticos e antiinflamatérios. A
terapia sistémica com antiinflamatorios esteriodais (glicocorticdides) e
ndo-esteriodais (salicilatos e derivados dos 4&cidos propibnico,
antranilico e fenilacético) também é empregada para o tratamento de
doengas periodontais, como adjuvantes ao tratamento mecénico de
limpeza realizado pelo dentista (SEYMOUR; HEASMAN, 1995).
Entretanto, a liberago sistémica de farmacos frequentemente néo
fornece uma concentragdo suficientemente grande do agente terapéutico
no local de acdo, além de necessitar de repetidas doses que pode levar
ao aparecimento de efeitos colaterais indesejaveis (BRUSCHI et al.,
2006).

Neste sentido, a liberacdo de farmacos diretamente na bolsa
periodontal tem atraido grande interesse de pesquisadores, com o
objetivo de suprimir ou erradicar a microbiota patogénica e modular a
resposta antiinflamatoria, limitando, assim, a destruicdo do tecido
periodontal (CETIN et al., 2005). A bolsa periodontal pode ser
considerada um sitio natural para o tratamento local das doencas
periodontais, visto que prové um reservatorio de facil acesso para a
insercdo de um sistema de liberacdo, aliada a presenca do fluido
gengival que auxilia na distribuicdo e na manutencdo dos niveis do
farmaco ao longo da bolsa, durante um determinado periodo de tempo
(JAIN et al.,, 2008). Dentre os dispositivos utilizados para a liberacdo
intra bolsa periodontal estdo os filmes e fibras muco-adesivas, em que o
farmaco é liberado a partir de uma matriz biodegradavel e as nano e
microparticulas, que contém o farmaco encapsulados sendo estes
inseridos com o auxilio de uma seringa diretamente na cavidade da
bolsa periodontal (JAIN et al., 2008). Assim, a liberacdo periodontal
oferece vantagens como: controle e manutencdo dos niveis de farmaco
na bolsa periodontal, obtencdo de altas concentracfes do farmaco no
sitio de acdo, reducdo dos efeitos colaterais e melhoria da adesdo do
paciente ao tratamento (BRUSCHI et al., 2006).
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2.2 MICROENCAPSULACAO DE FARMACOS

A microencapsulacdo de farmacos, obtida a partir de materiais
poliméricos naturais ou sintéticos, apresenta uma boa estratégia para a
obtencdo de formas farmacéuticas de liberagdo modificada, melhoria da
estabilidade de farmacos e a vetorizacdo de substancias ativas em sitios
especificos; as microparticulas resultantes podem ser administradas por
via oral, topica ou parenteral (EDLUND; ALBERTSSON, 2001). As
microparticulas possuem formato esférico e apresentam tamanho que
varia de 1 aalgumas centenas de micrometros, podendo ser classificadas
segundo sua estrutura em microesferas ou microcapsulas (THOMPSON
et al., 2007). As microesferas sdo particulas compactas constituidas por
uma matriz polimérica na qual a substancia ativa encontra-se distribuida
no seu estado sélido ou molecular e, microcépsulas séo particulas
constituidas por um ndcleo interno contendo farmaco, recoberto por
uma barreira polimérica de espessura variavel (LI; CHANG, 2005).

Varios métodos sdo descritos na literatura para a obtencdo de
microparticulas. A aspersdo em torre de secagem, também chamada de
nebulizacdo ou spray drying é um procedimento que se baseia na
pulverizacdo de uma solucdo polimérica contendo o farmaco em uma
camara de secagem. Sob o termo de coarcervacdo ou separacdo de fases
estdo agrupadas outra série de técnicas de microencapsulacdo
envolvendo a desolvatagdo do polimero, induzida por algum
procedimento que conduza a alteracdo das caracteristicas do meio, tais
como pela mudanca de temperatura, pH ou adicdo de um ndo-solvente,
sal ou outro polimero incompativel (VILA JATO, 1997).

Entre as técnicas de microencapsulacio de farmacos, o método
de emulsificacdo/evaporacdo do solvente tem sido frequentemente
empregado, pois possui grande vantagem em face da simplicidade das
etapas envolvidas e a modulagdo das caracteristicas da microparticula
pela escolha das condicbes e componentes na preparagdo. A
versatilidade desta técnica permite uma ampla adequabilidade no que se
refere as classes de medicamentos e estrutura do sistema, uma vez que
ha fatores passiveis de otimizacdo, tais como as caracteristicas fisico-
quimicas das substancias empregadas, que determinam as propriedades
do produto final. Esta técnica consiste em emulsificar o polimero e o
farmaco em uma solucdo orgénica de um solvente volétil (fase interna)
em uma solucéo aquosa contendo agente emulsificante (fase externa). O
solvente é removido pela aplicacdo de calor, vicuo ou ainda pela
evaporacao em temperatura ambiente, com auxilio de agitacdo, levando
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a formacao de particulas esféricas. Estas por sua vez, sao separadas por
fitracdo ou centrifugacdo, lavadas com solvente apropriado e
liofilizadas (WATTS; DAVIES; MELIA, 1990).

A estrutura final e composicdo das microesferas sdo resultantes
de uma complexa contribuicdo das caracteristicas fisicas e fisico-
quimicas do polimero, farmaco, solvente e agente emulsificante, bem
como o0s parametros envolvidos na preparacdo, como agitacdo,
temperatura, volume e concentracdo das substdncias empregadas
(WATTS; DAVIES; MELIA, 1990).

A liberagdo do farmaco a partir de uma matriz polimérica
consiste na combinacdo de varias etapas de transferéncia do mesmo
entre os diferentes sitios da particula. Por outro lado, a liberagdo de
farmacos pode estar associada a erosdo da matriz, tornando-se mais
complexo o mecanismo de liberagdo, quando a degradacdo da
microesfera ocorre concomitante com o fendmeno de difusdo (LlI;
CHANG, 2005). A relacdo farmaco/polimero, as caracteristicas de
solubilidade, cristalinidade e distribuicdo do farmaco, bem como o
tamanho, a distribuicdo granulométrica e a porosidade das particulas séo
parametros a serem correlacionados com o perfil de liberagcdo. Além
disso, fatores como configuracdo da cadeia polimérica, massa molar,
pH, presenca e composi¢cdo do copolimero, podem ser avaliados com o
objetivo de modular a velocidade de biodegradacdo dos polimeros e,
consequentemente, o perfil de liberacdo do farmaco (ANDERSON;
SHIVE, 1997).

2.2.1 Microencapsulacéo de farmacos para doenca periodontal

Novos estudos abrangem o uso de microparticulas em sistemas
de liberagdo periodontal. Tais dispositivos permitem a introducdo de
farmacos diretamente na bolsa periodontal ou no interior do canal
radicular, controlando a liberacdo do farmaco diretamente do sitio de
acdo. A utilizacdo destes sistemas pode auxiliar e até mesmo substituir
parcialmente o tratamento cirdrgico ou mecanico (ALVAREZ;
ESPINAR; MENDEZ, 2011).

Um fator importante no desenvolvimento de sistemas de
liberacdo intraperiodontal € a necessidade de tamanho reduzido, de
modo a facilitar a inser¢cdo do medicamento na bolsa periodontal sem
causar dor ou interferéncias na higiene bucal diaria do paciente
(BIMSTEIN et al., 2003). As microparticulas podem apresentar um
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diametro médio variando entre 20 e 120 um para a liberagdo intrabolsa
periodontal, uma vez que podem ficar retidas no tecido intersticial e agir
como um depdsito para a liberagdo prolongada (CORTESI et al. 2002).

Estes sistemas oferecem muitas vantagens como:

- possibilitam o controle e monitoramento dos niveis do
farmaco no sitio de acéo

- constituem um meio eficaz de liberacdo na cavidade oral de
um farmaco pouco absorvivel no sistema gastrintestinal

- permitem o mascaramento do sabor e odor desagradavel de
alguns farmacos e evitam o aparecimento de manchas nos dentes
(BRUSCHI et al., 2006).

No desenvolvimento de microparticulas para liberacéo
periodontal deve ser considerada a influéncia do fluido crevicular
gengival. Este fluido irriga naturalmente a gengiva, mas em pessoas
com periodontite, o fluxo é mais intenso e, geralmente, este aumento no
fluxo gera uma difusdo mais rapida do farmaco liberado pela
microparticula. Assim, a liberacdo deve ser mais alta no estagio inicial
do tratamento, atingindo o nivel terapéutico rapidamente e mantendo-se
durante o periodo restante do tratamento (FRIEDMAN; STEINBERG,
1990).A Tabela 1 descreve alguns estudos realizados sobre a
microencapsulacdo de farmacos em microparticulas para liberacdo
periodontal.
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Tabela 1. Estudos de microencapsulacéo visando aplicagdes periodontais.
Fonte: adaptado ALVAREZ, ESPINAR e MENDEZ (2011).

Polimero Farmaco Comentério
Polifosfazenas NPX Extracdo/evaporagdo do solvente (Tamanho 30 — 80 pm). 5% de farmaco na
formulacdo; 800h de liberacdo. Niveis terapéuticos satisfatdrios.
PLGA Minociclina  Estudo clinico usando microesferas (20 — 60 um) em pacientes com
periodontite cronica. Avaliacdo da eficacia e seguranca.
PLGA Minociclina  Microesferas usadas no tratamento periodontal complementar a raspageme
alisamento radicular. Avaliacdo clinica.
PLGA/PCL Doxiciclina Microesferas preparadas por dupla emulsdo (A/O/A). Caracterizacdo fisico-
quimica. Avaliagdo In vitro e clinica. Periodontite cronica
PLGA/PCL Doxiciclina Microesferas; técnica de evaporacdo do solvente (A/O/A) Comparacdo com gel

de clorexidine. Estudo e caracterizacdo (tamanho, liberacédo, atividade
antimicrobiana) e microbiolégica e parametros clinicos.
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2.3 POLIHIDROXIALCANOATOS

Uma classe de polimeros conhecida como polihidroxialcanoatos
(PHAs) tem representado um imenso potencial para aplicacdo
farmacéutica, uma vez que podem ser obtidos a baixo custo aliada as
caracteristicas de biodegradabilidade e biocompatibilidade. Estes
polimeros sdo poliésteres de hidroxiacidos estéreoregulares opticamente
ativos, obtidos por bactérias a partir de matérias primas naturais como
acucares (DINIZ et al, 2004). O mais comum dos PHAs é o
homopolimero poli (3-hidroxibutirato) (P(3HB)) e seu copolimero
poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (P(3HB-co-3HV)) os quais vem
sendo extensivamente estudados, visando diversas aplicacdes. Desta
forma, os PHAs sdo materiais interessantes ndo s6 como termoplasticos
sintéticos, mas também para aplicagdes na &rea da salde e farmacéutica
como préteses, suportes de cultura de tecidos para implantes e
constituintes de formas farmacéuticas de liberacdo controlada (ROSA;
FRANCO; CALIL, 2001).

2.3.1 Caracteristicas quimicas do PHAs

A estrutura geral dos PHAs esta demonstrada na Figura 3. Como
se pode observar, os polihidroxialcanoatos sdo poliésteres lineares do
carbono, oxigénio e hidrogénio. A composigdo de cadeia lateral “R” e o
valor de “x” identificam uma unidade monomérica. O “R” pode ser um
atomo de hidrogénio ou uma cadeia de até 13 carbonos e “x” pode variar
de 1 a 3 carbonos. O mondmero do polimero P(3HB), mais comum
entre os PHAs, apresenta um grupo metila na cadeia lateral “R” e valor
de “x” igual a 1, enquanto o P(3HB-co-3HV) é constituido da cadeia
lateral de um grupo etila. Os PHAs possuem uma ampla faixa de massa
molar que varia entre 60.000 a 3 x 10° Daltons (DINIZ et al., 2004).
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Figura 3. Estrutura geral dos polihidroxialcanoatos.

No estado solido, o P(3HB) apresenta-se na forma de uma hélice
com duas unidades monomeéricas completando uma volta. As forgas
envolvidas nesta conformacdo sdo principalmente interacdes do tipo
Van der Waals entre os agrupamentos hidrocarbonetos e metilas
(GALEGO et. Al., 2000).

O P(3HB) apresenta resisténcia a umidade e pureza 6ptica. Além
disso, a estereoregularidade do P(3HB) torna-o um material altamente
cristalino. Ainda que o P(3HB) seja biodegradavel, o que Ihe confere um
potencial para obtencdo de sistemas de liberacdo de farmacos, a alta
cristalinidade deste polimero proporciona uma dureza e afeta as
propriedades de degradacdo da matriz polimérica e liberacdo do
farmaco. O P(3HB) isolado a partir das bactérias possui grau de
cristalinidade de cerca de 55 a 80% (POUTON; AKHTAR. 1996).

Copolimeros do P(3HB) também sdo obtidos biosinteticamente,
como o P(3HB-co-3HV). A formacgdo deste copolimero contendo
unidade de metila e etila na cadeia lateral altera as propriedades do
material, levando a diminuicdo da cristalinidade com o aumento da
fragdo molar das unidades de hidroxivalerato (HV). Estas
caracteristicas, somadas a menores temperaturas de transicdo vitrea,
conferem ao P(3HB-co-3HV) melhores propriedades mecanicas,
conduzindo a um polimero menos rigido e mais promissor para
aplicacdo em diversas areas que o P(3HB) puro (CARMIGNAN;
BIDONE; LEMOS-SENNA, 2008).

A temperatura de fusdo dos PHAs depende dos mondmeros que
constituem a cadeia lateral. O P(3HB) funde em uma faixa de 160-
180°C conforme a massa molar do polimero. O teor de HV na molécula
do P(3HB-co-3HV) influencia o ponto de fusdo do polimero, levando ao
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seu abaixamento em relagdo ao ponto de fusdo do P(3HB). Os PHAs séo
soliveis em solventes organicos, como cloroférmio e diclorometano, e
sua solubilidade depende da temperatura e massa molar da cadeia
polimérica (DINIZ et al., 2004).

2.3.2 Biossintese e degradacdo dos PHAs

Uma grande variedade de microorganismos produz PHAs, como
bactérias do solo, microflora estuaria e algas verdes azuis. Dois tipos de
PHAs podem ser obtidos a partir do substrato utilizado: PHAs de cadeia
curta (3 a 5 aomos de carbono) produzidos a partir de Alcaligenes
eutophus (R.eutropha) e PHAs de cadeia média ( 6 a 14 atomos de
carbono) produzidos a partir de Pseudomonas oleovorans (DINIZ et al.,
2004).

A rota biossintética de produgdo dos PHAs pode ser representada
por seu principal representante da classe, o P(3HB) (Figura 4). Esta rota
consiste de trés reacbes enzimaticas catalisadas por enzimas diferentes.
A primeira reacdo consiste na condensacdo de duas moléculas de
acetilcoenzima A (acetil-CoA) a acetoacetil-CoA pela pB-cetoacil-
CoAtiolase (codificada pelo gene phbA). A segunda reacdo consiste na
reducdo da acetoacetil-CoA a (R)-3-hidroxibutil-CoA por uma
acetoacetil-CoA redutase NADPH-dependente (codificada pelo gene
phbB). Finalmente, os mondmeros (R)-3-hidroxibutiril-CoA sé&o
polimerizados a P(3HB), pela P(3HB) polimerase, codificada pelo gene
phbC (REDDY et al., 2003).

As caracteristicas de degradacdo dos polihidroxialcanoatos
devem ser estudadas visto que afetam as caracteristicas de liberacéo de
farmacos a partir de matrizes poliméricas. Na degradacdo destes
polimeros ocorre a clivagem das cadeias poliméricas formando
oligbmeros e posteriormente  mondmeros. A velocidade desta
degradacdo pode ser influenciada por fatores como temperatura, teor de
umidade, pH, composicdo do polimero e cristalinidade (SCANDOLA et
al., 1997).

Pouton e colaboradores (1996) observaram a degradagdo in vitro
do P(3HB) a partir de filmes de 85 micrémetros a 37°C e pH 7,4. A
perda de massa destes filmes ocorreu com uma meia vida de
aproximadamente 152 semanas, entretanto, a degradagdo de filmes de
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P(3HB-co-3HV) demonstrou ser mais répida do que a do
homopolimero. A penetracdo de agua dentro do polimero foi muito
pequena para ser analisada, o que levou aos autores concluirem que o
mecanismo de degradacdo in vitro procedeu através do processo de
erosdo superficial (POUTON; AKHTAR. 1996).

Como os polihidroxialcanoatos sdo polimeros com uma alta
massa molar e incapazes de serem transportados através da parede
celular, vérios microorganismos excretam PHB-depolimerases
extracelulares que os hidrolisam em monbémeros e oligbmeros sollveis
em agua, que sdo posteriormente utilizados como nutrientes. A
velocidade de degradagdo enzimatica também diminui com o aumento
da cristalinidade do polimero. A PHB-depolimerase hidrolisa
inicialmente cadeias de poliésteres amorfas na superficie e
subsequentemente provoca a erosdo das cadeias poliméricas no estado
cristalino (ABE; DOI, 1999).
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Figura 4. Rota biossintética e de degradacéo do P(3HB)
Fonte: CARMIGNAN et al., 2008.

2.3.3 Toxicidade e biocompatibilidade dos polihidroxialcanoatos

Um aspecto importante para a aplicacdo de polimeros no
desenvolvimento de formas farmacéuticas é a biocompatibilidade do
material e de seus produtos de degradacdo. A biocompatibilidade de um
material ¢ a capacidade deste apresentar uma resposta apropriada
quando aplicado sem causar toxicidade. A degradagdo do P(3HB) in
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vitro leva a formagdo do mondmero acido D-(-)-3-hidroxibutirico, que
em comum com acetoacetato e acetona, é uma das trés acetonas
corporais produzidas endogenamente. Além disso, os PHAs de baixo
peso molecular complexados a outras macromoléculas encontram-se
distribuidos nas células biologicas. Esta complexacdo leva a
modificacdes quimicas e fisicas, permitindo assim que os PHAs
atravessem regides tanto aquosas como lipidicas, fluidos intracelulares e
lipoproteinas (CHEN; WU, 2005).

Adicionalmente os oligbmeros e mondmeros resultantes da
degradacdo aos PHAs sdo principalmente derivados de hidroxiacidos
como o 3-hidroxibutirato, 3-hidroxivalerato e o 3-hidroxihexanoato, os
quais sdo substancias que apresentam propriedades nutricionais e
terapéuticas. Estas substancias quando administradas oralmente sdo
Uteis no controle de ataques epiléticos, doengas metabdlicas, supresséo
do apetite, nutricdo parenteral, aumento da eficiéncia cardiaca,
tratamento de diabetes e tratamento de doencas neurodegenerativas.
Desta forma pode-se afirmar que os PHAs e seus oligbmeros e
mondmeros ndo sdo toxicos as células e ainda podem fornecer
beneficios nutricionais e terapéuticos (CHEN; WU, 2005).

2.3.4 Polihidroxialcanoatos e blendas poliméricas

Uma estratégia que tem sido amplamente empregada para
melhoria das propriedades fisicas e quimicas dos polimeros é a
formagéo de blendas. A blenda polimérica é a mistura de um ou mais
polimeros que da origem a um novo material, com caracteristicas
especificas desejadas, através da aditividade das propriedades dos
polimeros puros. Um fator que deve ser considerado na escolha do
polimero para a blenda com P(3HB) é a miscibilidade; uma blenda
miscivel apresenta uma Unica fase, ou seja, trata-se de uma mistura
homogénea com caracteristicas dependentes da sua composicdo e de
fatores externos como temperatura e pressdo. Na blenda imiscivel o
sistema € heterogéneo e as propriedades dos polimeros constituintes
estdo presentes (QUENTAL et al., 2010). No caso de sistemas de
liberacdo, a formacdo de blendas poliméricas permite a modulacdo das
propriedades das particulas como porosidade, velocidade de degradagéo
e eroséo e, consequentemente, velocidade de liberacdo (CARMIGNAN,;
BIDONE; LEMOS-SENNA, 2008).
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H& vérios trabalhos na literatura que relatam a formacdo de
blendas de PHAs com outros polimeros biodegradaveis (QUENTAL et
al., 2010). As blendas de P(3HB) e poli(oxido de etileno) (PEO) formam
uma mistura miscivel quando a propor¢do de PEO na blenda néo
ultrapassa 30% da composicéao, este comportamento pode ser observado
através de um decréscimo acentuado na temperatura de fuséo do P(3HB)
na presenca do PEO (YOU et al, 2003). As blendas de PHAs/derivados
de celulose sdo de grande interesse por sua biodegradabilidade. Para
teores maiores que 50% em massa de P(3HB) e P(3HB-co-3HV)/acetato
de celulose observa-se uma queda na temperatura de fusdo, indicando a
miscibilidade do sistema. Por outro lado, para teores de P(3HB) e
P(3HB-co-3HV) inferiores a 50% em massa, a cristalizacdo do P(3HB)
e do P(3HB-co-3HV) é impedida, sendo obtidas blendas de carater mais
amorfo (WANG et al, 2003).

2.4 ACETATO DE CELULOSE

O acetato de celulose (AC) (Figura 5) é um éster derivado da
celulose com grande potencial para aplicacdo em sistemas de liberacéo,
devido as suas propriedades como baixa toxicidade, boa estabilidade e
biocompatibilidade. O AC pode ser usado em processos de separacao
por membranas, separacdo de gases, matrizes para liberacdo controlada
de farmacos, protecdo de filmes Opticos e preparacdo de filmes de
alumina. Este polimero é produzido facilmente a partir de reacdes de
acetilacdo da celulose, utilizando anidrido acético como agente
acetilante em 4cido acético e acido sulfirico como catalisador, onde
ocorre a substituicdo dos grupos hidroxila das unidades de glicose por
grupos acetila. Como resultado da sintese pode-se obter diferentes graus
de substituicdo do polimero, sendo o grau de substituicdo o nimero
médio de grupos acetila que substituem as hidroxilas por unidade
glicosidica, variando de zero (a celulose) a 3 (material tri-substituido). O
grau de substituicio é um pardmetro importante, pois afeta a
cristalinidade do polimero, o potencial de biodegradabilidade e a
solubilidade em diferentes solventes, entre outras propriedades (CRUZ,
et al., 2011; CERQUEIRA et al., 2010). Os agrupamentos hidroxilicos
livres e os substituintes sdo o0s responsaveis pela reatividade dos
derivados de celulose. O polimero quando armazenado a temperatura de
60°C pode sofre cisdo dos grupos acetato diminuindo assim, sua
estabilidade (EDGAR et al., 2008).
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Figura 5. Estrutura quimica do acetato de celulose.

Devido a sua seguranca, funcionalidade e facilidade de
processamento, os ésteres de celulose continuam a desempenhar um
importante papel no desenvolvimento de sistemas de liberacéo
controlada como materiais para a obtencdo de revestimentos entéricos,
membranas semi-permeaveis e matrizes hidrofébicas. Estes polimeros
encontram aplicacdo ndo somente como excipientes farmacéuticos, mas
também para o controle da liberacdo de substdncias ativas na
agricultura, fragrancias e outros aditivos (EDGAR et al., 2008).

O acetato de celulose apresentando grau de substituicdo igual a
2,5 (39,8% de grupos acetil, m/m) tem sido empregado com sucesso
para obtencdo de matrizes hidrofébicas por compressao direta, visando a
liberacdo prolongada de farmacos como paracetamol, teofilina e
proxifilina (EDGAR et al., 2008). O acetato de celulose também tem
sido testado como material polimérico para a obtencdo de microesferas
de liberacdo controlada de teofilina, pela técnica de emulsdo evaporacdo
do solvente. Tal sistema foi capaz de retardar a liberacdo do farmaco por
um periodo de mais de 12 horas, dependendo das condigdes testadas
(SAHOO et al., 2011). A liberacdo de farmaco a partir de sistemas de
liberacdo constituidos por acetato de celulose tem mostrado ocorrer por
meio da dissolucdo e difusdo do farmaco através do polimero,
obedecendo, neste caso, a lei de difusdo de Fick (LIMA NETO,
PETROVICK, 1997).

2.5 NAPROXENO

Os farmacos antiinflamatorios inibem a producdo dos
mediadores bioquimicos importantes de alguns dos eventos patoldgicos
da doenga periodontal, tais como a inflamac8o gengival e a reabsorcdo
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0ssea e outros produtos metabdlicos deletérios do &cido aracdénico na
rota da ciclooxigenase. Antiinflamatérios néo esteroidais (AINES)
inibem a producdo de prostaglandinas, as quais sdo associadas com a
gengivite e perda de o0sso alveolar. Evidéncias demonstram que 0s
AINES sdo capazes de reduzir a perda de osso alveolar, constituindo
uma das abordagens terapéuticas para o tratamento das doengas
periodontais (DIONNE; BERTOLD, 2001).

O naproxeno (&cido 6-metoxi-metil-2-naftalenoacético) é um
farmaco do grupo dos antiinflamatérios ndo esteroidais (AINES)
derivado do &cido propibnico que apresenta atividade antiinflamatoria,
antipirética e analgésica (Figura 6). O naproxeno se apresenta na forma
de um solido cristalino branco, inodoro e de sabor amargo. O naproxeno
existe em duas formas enantioméricas: (R) e (S). No entanto, é
amplamente documentado que a atividade terapéutica do naproxeno se
deve ao enantidbmero puro (S), que é mais eficaz do que o enantibmero
(R). No caso do naproxeno, nenhuma de suas formas é toxica e a
mistura racémica é comercializada. Devida a alta seletividade das
enzimas, estas sdo capazes de distinguir entre os enantidbmeros e o
enantibmero  (S) é esterificado mais rapidamente (FUCHS;
WANNMACHER, 1998).

CHCOOH

CH;0O

Figura 6. Estrutura quimica do naproxeno.

O naproxeno é um farmaco pertencente a classe 11 do Sistema
de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), a qual inclui fA&rmacos com
baixa solubilidade aquosa e alta permeabilidade. E pouco solivel em
solucdo aquosa e bastante sollvel em etanol, metanol, cloroférmio e
acetona. A solubilidade do naproxeno aumenta com o pH, sendo o
farmaco bastante insollvel a baixos valores de pH. A determinagdo
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potenciométrica da constante de dissociagcdo do naproxeno fornece um
valor de pKa de 4,2 a 25°C (FUCHS; WANNMACHER, 1998).

O efeito do naproxeno estd relacionado a agdo priméria na
inibicdo da ciclooxigenase do &cido araquidonico e na inibicdo das
prostaglandinas e tromboxanos, diminuindo assim, a hiperalgesia
inflamatoria e regulando as respostas neuronais basais. Outra agdo que
pode contribuir para o efeito antiinflamatério do naproxeno é a
producdo de oxigénio reativo por neutrofilos e macrdfagos; este efeito
produz uma forte destruicdo de radicais de O,, reduzindo a leséo
tecidual (RANG et al, 2001).

Os efeitos indesejados mais comuns estdo associados ao uso
prolongado do naproxeno, pois este é utilizado em doses altas. Podem-
se destacar principalmente efeitos colaterais no trato gastrintestinal, mas
também no figado, rim baco, sangue e medula dssea (RAINSFORD,
1999). Os efeitos gastrintestinais mais comuns séo dispepsia, nauseas e
vOmitos. A diarreia também pode ocorrer em grande frequéncia. As
razBes da lesdo gastrica incluem irritagdo sobre a mucosa, isto porque o
farmaco inibe a sintese das prostaglandinas que possuem acdo protetora
sobre a mucosa e inibem a secrecdo gastrica (RANG et al, 2001).

O naproxeno é geralmente prescrito para via oral em forma de
comprimidos revestidos em intervalos de 12h. Sdo administrados com
os alimentos para diminuir a irritacdo digestiva sem prejudicar a
absorcdo do farmaco. Estudos demonstram que, apds a administracdo
oral de 500 mg de naproxeno, o pico de concentracdo ocorre entre 2-4
horas e o tempo de meia vida de 12-15 horas. Por seu tempo de meia
vida elevado, o naproxeno no organismo requer dias para atingir a
concentracdo plasmética maxima (FUCHS; WANNMACHER, 1998).

Veronese e colaboradores (1999) preparam microesferas
contendo naproxeno encapsulado a partir de polifosfazenos, em um teor
de farmaco de 22 mg para 150 mg de polimero, para o tratamento de
doengas periodontais. A estas microparticulas foram misturado também
hidroxiapatite, um composto conhecido para melhorar a formacéo de
0SSO e a manutencdo da assepsia. As microesferas obtidas possuem
tamanho de cerca de 30 - 80 um. O estudo de liberagdo do farmaco a
partir das microesferas foi conduzido de modo a obter um teor de
farmaco final de 5%. O perfil de liberagdo demonstrou a liberacdo do
farmaco a uma taxa de concentracdo no sangue terapeuticamente
satisfatoria.



56



57

3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 MATERIAIS

3.1.1 Matérias-primas

Acetato de celulose (Mn 30,000, teor de acetil 38,8% em peso,
Sigma —Aldrich, EUA)

Alcool polivinilico P. S. (Vetec, Brasil)

Naproxeno (Lote 0803105, origem China, Brasil)
Poli(3-hidroxibutirato) P(3HB) (Biocycle® 1000 FE — 117, M,
= 312,800 g/mol, PHB Industrial S/A, Brasil)
Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) P(3HB-co-3HV)
(M, = 300,000 g/mol, Sigma-Aldrich, EUA)

Poloxamer 407 (Lutrol® F127, Sigma-Aldrich, EUA)

3.1.2 Solventes e reagentes

Com excec¢do da dimetilformamida, todos os outros solventes utilizados
possuiam grau de pureza para andlise (P. A.)

Acetona (Synth, Brasil)

Acido fosfdrico 85% (Vetec, Brasil)

Borohidreto de s6dio (Sigma-Aldrich, EUA)

Brometo de potéassio (Isofar, Brasil)

Cloreto de sédio (Isofar, Brasil)

Cloroférmio 99,5% (Synth, Brasil)

Dimetilformamida grau HPLC (Sigma)

Fosfato de potassio monobasico (Vetec, Brasil)
Metanol (Vetec, Brasil)

Membrana de celulose para tubos de dialise D9777 (Sigma-
Aldrich, EUA)

Poli(etilenoglicol) PEG 400 U.S.P. (Synth, Brasil)
Sadio fosfato bibasico dodecaidratado (Nuclear, Brasil)

3.1.3 Equipamentos

Agitador magnético DI-06 (Dist, Brasil)

Agitador tipo vortex KMC-1300V (Vision Scientific CO Ltda,
EUA)

Balanca analitica AS2000 (Ohaus Corporation, EUA)

Banho de ultrassom USC 700 (Unique Inddstria e Comércio de
Produtos Eletrénicos Ltda, Brasil)
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Calorimetro exploratério diferencial DSC-50 (Shimadzu, Japéo)
Centrifuga 4K15 Sigma (Sigma, EUA)

Dissolutor 299 (Nova Etica, Brasil)

Difratdbmetro a laser Mastersizer 2000 (Malvern, Inglaterra)
Difratometro de raios X’Pert PRON (PANalytical, EUA)
Espectrofotdmetro UV/Visivel UV-1800 (Shimadzu, Japéo)
Espectrofotdmetro IR Prestige 21 (Shimadzu, Japéo)

Estufa de secagem de conveccao forcada UF (VWR, Portugal)
Liofilizador LD1500 (Terroni Equipamentos Cientificos Ltda,
Brasil)

Microscépio JEOL JSM -6390LV (JeolLtda, EUA)

Mufla UL1400 (Fornitec, Brasil)

pHmetro Oakton WD-35613-00 (Oakton, EUA)

Processador ultrassénico UP 200 S (Hielscher, Alemanha)
Recobridora a vacuo Leica EM SCD500 (Leica Microsystems,
EUA)

Sistema cromatografico de permeacao em gel Agilent 390-
MDS (Agilent, EUA)

Viscosimetro Rotacional HAAKE, modelo VT 550-PK10
(Middleboro, EUA)
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3.2 METODOS

3.2.1 Preparagdo de microesferas de polihidroxialcanoatos e de suas
blendas com acetato de celulose

3.2.1.1 Reducéo da massa molar do P(3HB)
3.2.1.1.1 Reducdo da massa molar via reacdo com borohidreto de sédio

A reducdo da massa molar do P(3HB) foi realizada conforme
descrito por Baran et al. (2002). A solubilizacdo de P(3HB) em
cloroférmio foi realizada ap6s modificacdo de sua cristalinidade por
meio de tratamento térmico. Para isso, 15 g do polimero foram
submetidos ao aquecimento em mufla até a sua temperatura de fuséo
(180°C). O polimero foi imediatamente resfriado em banho de gelo e
dissolvido em 400 mL de cloroférmio. A mistura foi entdo mantida sob
agitacdo magnética até completa solubilizagcdo do polimero. Em seguida,
130 mg de borohidreto de sodio (NaBH,;) foram pesados, dissolvidos
com 44 mL de metanol e a solugdo resultante foi entdo adicionada a
solucdo de P(3HB). A solucdo foi continuamente agitada por 4 horas a
17 °C e, apos, 250 mL de metanol foram adicionados para precipitagio
do polimero. A mistura do polimero reduzido (P(3HB),) foi centrifugada
a 2500 rpm por 15 min, o sobrenadante foi removido e o precipitado foi
levado a secagem em estufa de conveccdo forcada a 60°C até que nédo
fosse mais detectada variacdo de massa. Este experimento foi realizado
no Laboratério de Controle de Processos (LCP) do Departamento de
Engenharia Quimica e de Alimentos da UFSC.

3.2.1.1.2 Determinacdo da massa molar do P(3HB),

A massa molar viscosimétrica, ponderal e numérica (Mv, Mw
e Mn) do P(3HB), foi determinada por cromatografia de permeacdo em
gel (GPC). As medidas foram realizadas em equipamento Agilent 390-
MDS, composto de bomba injetora ProStar 290-LC, forno de coluna
ProStar 510 e detectores de indice de refracdo 390-MDS e UV Knauer
Smartline 2500. As amostras do polimero foram dissolvidas em
dimetilformamida contendo cloreto de litio 0,1 M, de modo a obter
concentracdo de 0,1 mg/mL, e filtradas em filtro seringa (PTFE, 0,45
pm, Rotilabo). A separagdo foi realizada em duas colunas Agilent
PolyPore PL 1113-6500 (7,5 mm x 300 mm, 5 pum) em linha, com limite
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de exclusdo de 200-2,000,000, a temperatura de 60°C e vazédo de 1
mL/min. As massas molares foram calculadas usando padrbes de
poliestireno VARIAN EasiCAI PS-1 (Mw 580-7,500,000). Os
resultados foram obtidos usando o software Agilent Technologies Cirrus
MDS 390-LC. Este experimento foi realizado em colaboracdo com o
Centre de Recherches sur Iés Macromolecules Végétales (CERMAV,
Franca).

3.2.1.2 Preparacdo das solugdes de polihidroxialcanoatos (PHAs) em
cloroférmio

A solubilizagdo de P(3HB) e P(3HB), em cloroférmio foi
realizada ap6s modificacdo de sua cristalinidade por meio de tratamento
térmico. Para isso, 2 g do polimero foram submetidos ao aquecimento
em mufla até a sua temperatura de fusdo (180°C). O polimero foi
imediatamente resfriado em banho de gelo, transferido para baldo
volumétrico de 100 mL e o volume completado com cloroférmio. A
mistura foi entdo mantida sob agitacdo magnética até completa
solubilizacdo do polimero. Para a preparacdo da solucdo de P(3HB-co-
3HV), 2 g deste polimero foram pesados, transferidos para baldo
volumétrico de 100,0 mL e o volume foi completado com cloroférmio.

3.2.1.3 Preparacdo das microesferas

A preparacdo das microesferas foi realizada pela técnica de
emulsdo e evaporacdo do solvente, segundo descrito por Reis et al.
(2006). Resumidamente, uma solucdo contendo somente P(3HB),
P(3HB); ou P(3HB-co-3HV) ou com diferentes proporcdes de acetato de
celulose e naproxeno em cloroférmio/acetona foi adicionada, com
auxilio de pipeta de Pasteur, a uma solugdo aquosa contendo dlcool
polivinilico (PVA) 0,5 % (m/V), previamente saturada com cloroférmio
e mantida sob agitacdo ultrassdnica continua com 70% de amplitude,
em banho de gelo. A emulsdo formada foi entdo mantida sob agitagdo
magnética durante 24 horas a temperatura ambiente para eliminacdo do
solvente orgénico. As particulas formadas foram lavadas com &gua
destilada e centrifugadas durante 2 horas a 2500 rpm por 3 vezes e
liofilizadas. Blendas de P(3HB), P(3HB); e P(3HB-co-3HV) com
acetato de celulose (AC) foram testadas nas seguintes proporcoes:
100:0, 50:50 e 0:100. Microesferas sem farmaco (brancas) foram
preparadas usando o0 mesmo procedimento. A composicdo das
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formulagBes testadas é mostrada na Tabela 2. Um esquema ilustrativo
do método de preparacdo das microesferas é apresentado na Figura 7.
As formulages de P(3HB), P(3HB-c0-3HV) e P(3HB)r foram descritas
com a sigla PHB, PHBV e PHBr, respectivamente. Todas as
formulacBes foram preparadas em triplicata.



Tabela 2. Composigdo das formulagfes de microesferas.

64

g 2. & <. s 2.

@ @B 3 Lo L& 4

. & I & £° ¢

FASE ORGANICA

P(3HB)* (mg) 100 50 - - - - -
P(3HB-co-3HV)' (mg) - - 100 50 - - -
P(3HB),* (mg) - - - - 100 50 -
Acetato de celulose® (mg) - 50 - 50 - 50 50
Naproxeno® (mg) 10 10 10 10 10 10 5
Acetona (mL) 25 25 25 25 25 25 25
Cloroférmio gsp (mL) 10 10 10 10 10 10 10

FASE AQUOSA

Solugéo de PVA 0,5% (m/V) (mL) 30 30 30 30 30 30 30

'Foi utilizada uma solucéo do polimero 2% (m/V) em cloroférmio.
’Foi utilizada uma solucdo do polimero 2% (m/V) em acetona.
®Foi utilizada uma solugdo do farmaco 1% (m/V) em cloroférmio.
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Fase Orgénica (10 mL)
PHA/AC —
NPX )
Clorofomio/Acetona . Centrifugag3o e
P S liofilizagdo

Evaporagdo do
solvente organico a
Fase aquosa (30mL) temperatura ambiente

PVA0,5%
Sob banho de gelo

Figura 7. Esquema ilustrativo do método de preparagdo das
microesferas pelo método de emulsdo/evaporagdo do solvente.

3.2.2 Determinagdo do teor e eficiéncia de encapsulacdo do
naproxeno por espectroscopia de absorcdo no ultravioleta

3.2.2.1 Validagdo da técnica de quantificacdo do naproxeno nas
microparticulas

A determinacdo do naproxeno (NPX) nas microesferas foi realizada por
espectroscopia de absor¢do no ultravioleta no comprimento de onda de
261 nm, em um espectrofotdmetro Shimadzu (Japdo). O método foi
validado de acordo com o ICH (2005) utilizando os seguintes
pardmetros: especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo, robustez e
determinacdo dos limites de deteccdo e quantificagéo.

3.2.2.1.1 Especificidade

Para avaliar a especificidade do método, 50 mg de microesferas brancas
(sem naproxeno) foram exatamente pesadas, transferidas para um baldo
volumétrico de 25,0 mL e o volume completado com metanol. Esta
mistura foi mantida em agitagdo magnética durante 4 horas e, em
seguida, centrifugada a 2500 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi
coletado e analisado por espectroscopia de absor¢cdo UV contra o
mesmo solvente. Os espectros de varredura resultantes foram
comparados com 0 espectro de uma solucdo padréo de naproxeno 20
pg/mL, analisada nas mesmas condicoes.

3.2.2.1.2 Linearidade, limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo
(LQ)
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A linearidade do método foi determinada pela construgdo de
trés curvas de calibracdo em trés dias diferentes. Cerca de 50 mg de
naproxeno exatamente pesados foram dissolvidos em metanol e o
volume completado para 50,0 mL em baldo volumétrico. Esta solucao
foi diluida com metanol para obter solucbes de naproxeno nas
concentracbes variando de 10 e 40 pg/mL. As solugbes foram
preparadas em triplicata e analisadas por espectrofotometria de absor¢do
no ultravioleta no comprimento de onda de 261 nm, contra 0 mesmo
solvente. A curva de calibracdo foi construida a partir das absorbancias
de cada concentragdo, a equagdo da reta e o coeficiente de correlagéo
foram calculados pela anlise de regresséo linear.

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificagdo (LQ) foram
determinados conforme as seguintes equacdes:

D_3,3Xa L 10X
s Q= S

em que, o ¢ o desvio padrdo do intercepto com o eixo y da equacédo da
reta e S é inclinacdo da reta.

3.2.2.1.3 Precisao intra e interdia

Cerca de 50 mg de microesferas sem farmaco foram exatamente
pesadas e transferidas para um baldo volumétrico de 25,0 mL. Uma
aliquota de uma solucdo padrdo de naproxeno em metanol foi
adicionada a esta solucéo e o volume completado de modo a obter uma
concentracdo final do farmaco de 20 pg/mL. Esta mistura foi entdo
mantida sob agitacdo magnética por 4 horas e entdo centrifugada a 2500
rom por 15 min. O sobrenadante foi coletado e analisado por
espectroscopia de absor¢do no UV no comprimento de onda de 261 nm,
contra 0 mesmo solvente. A repetibilidade (precisdo intradia) foi
avaliada por meio da andlise de seis amostras no mesmo dia. A precisao
intermediaria (interdia) foi avaliada por meio da analise das trés
amostras em trés dias diferentes. A precisdo foi expressa como
percentagem de desvio padrdo (DPR%).
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3.2.2.1.4 Exatiddo

Para avaliar a exatiddo do método, 50 mg de microesferas brancas,
exatamente pesadas, foram transferidas para um baldo volumétrico de
25,0 mL. As amostras de microesferas PHB;o9 € ACio foram
contaminadas com uma solucdo padrdo de naproxeno em trés niveis
diferentes (baixo, médio e alto), correspondendo a concentracdes finais
de 10, 20 e 30 pg/mL, e o volume foi completado com metanol. Esta
mistura foi entdo mantida em agitacdo magnética por 4 horas e entdo
centrifugadas a 2500 rpm por 15 min. O sobrenadante foi coletado e
analisado por espectroscopia de absor¢do no UV no comprimento de
onda de 261 nm, contra 0 mesmo solvente. As andlises foram realizadas
em triplicata e a recuperacdo (R%) foi estimada utilizando a seguinte
equacao:

C
R(%) = C—*’
t

Em que Ca e C; sdo as concentracdes de NPX encontradas nas amostras
e a tedrica, respectivamente.

3.2.2.1.5 Robustez

Para a avaliacho da robustez do método, as seguintes condi¢des foram
alteradas: comprimento de onda de andlise (258, 261 e 264 nm) e o
tempo de extracdo do NPX a partir das microesferas (3, 4 e 5 horas).
Cerca de 50 mg de microesferas brancas foram pesadas em um baldo
volumétrico de 25,0 mL, uma aliquota de uma solucdo padrdo de
naproxeno em metanol foi adicionada a esta solu¢do e o volume
completado de modo a obter uma concentracdo final do farmaco de 20
pg/mL, e o volume completado com metanol. A mistura foi submetida a
agitacdo magnética a temperatura ambiente. AplGs este periodo, as
amostras foram centrifugadas a 2500 rpm por 20 minutos e as aliquotas
do sobrenadante foram coletadas e analisadas por UV, contra 0 mesmo
solvente. As analises foram realizadas em triplicata.

3.2.2.2 Determinacdo do teor e eficiéncia de encapsulacdo do naproxeno
nas microesferas

Cerca de 50 mg de microesferas foram pesados em um baldo
volumétrico de 25,0 mL e o volume completado com metanol. A
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mistura foi submetida & agitagdo magnética por 4 horas em temperatura
ambiente. Ap6s este periodo, as amostras foram centrifugadas a 2500
rpm por 20 minutos e aliquotas do sobrenadante foram coletadas e
analisadas. A concentracdo de naproxeno foi determinada por meio da
comparacdo da absorcdo da amostra com aquela obtida por uma solucéo
padrdo de concentragcdo conhecida, analisada nas mesmas condicbes. A
eficiéncia de encapsulacdo (E.E.%) e o teor de farmaco (mg NPX/100
mg de microesferas) foram calculados conforme as equacGes abaixo:

C x25x100
EE="2PX"
Qp
Cypxx25x100
Teor= ——
Qi

Onde: Cypx= concentragdo de naproxeno na amostra (mg/mL)
Qi = massa de farmaco adicionado nas formulagcdes (mg)
Qp = massa de microesferas pesadas (mg)

Os resultados foram expressos pela média de trés determinacdes e 0s
valores de eficiéncia de encapsulacdo e teor de naproxeno em mg
NPX/100 mg de microesferas foram analisadas.

3.2.3 Caracterizacao fisico-quimica das microesferas
3.2.3.1 Awvaliagdo da morfologia

A morfologia das particulas foi analisada por microscopia
eletrdnica de varredura (MEV) em microscopio JEOL JSM-6390LV
utilizando voltagem de 10 e 15 kV. As amostras foram dispostas em
suportes de aluminio sob fita de carbono e recobertas com uma fina
camada de ouro de 350 A de espessura em aparelho a vacuo Polaren E
500. As fotomicrografias foram obtidas nos aumentos 1000 a 18000
vezes. As andlises foram realizadas no Laboratério Central de
Microscopia (LCME) da Universidade Federal de Santa Catarina.

3.2.3.2 Determinacdo do didmetro médio e distribuicdo granulométrica
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O didmetro meédio e a distribuicdo granulométrica das
particulas foram determinados por difragdo a laser em equipamento
Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, Reino Unido), com luz
monocromatica vermelha (632,8 nm) de um laser de HeNe e
obscurecimento entre 10 e 13%. As amostras foram dispersas em agua
destilada em banho de ultrassom, a distribuicdo do tamanho foi
determinada com base na teoria de difracdo de Fraunhofer e os
resultados foram expressos em didmetro por volume equivalente a 10%
(do.1), 50% (dos) e 90% (dge) do volume acumulado e como didmetro
médio (ds4). O Span foi calculado de acordo com a equacéo abaixo.
Todas as analises foram realizadas em triplicata
d90% - le%

Span =
P dso9

3.2.3.4 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

O comportamento térmico das microesferas com e sem
farmaco, assim como as matérias primas, foram analisados por
calorimetria exploratéria diferencial (DSC) em equipamento DSC-50
Shimadzu (Kyoto, Japdo). Cercade 3 mg de material foram pesados em
cépsulas de aluminio e lacradas. As amostras foram submetidas ao
aquecimento até 200 °C, numa razdo de 10 °C/min, sob atmosfera de
nitrogénio. Uma cépsula de aluminio vazia lacrada foi utilizada como
referéncia. As temperaturas de fusdo foram obtidas a partir das curvas
DSC. Este estudo foi realizado com colaboracdo do laboratorio de
Controle de Qualidade da Universidade Federal de Santa Catarina.

3.2.3.5 Difracéo de raios-X

Os modelos de difracdo de raios-X (DRX) foram obtidos
utilizando difratbmetroX Pert PRO equipado com detectorX Celerator
(PANanalytical, Holanda) com gonidmetro © - ©O. Para emissdo de
raios-X foi utilizado anodo de cobre radiagio CuKo, com A= 1,5418 A,
voltagem de 45kV e intensidade de corrente de 40 mA. O circuito de
difragdo foi formado por tubo de cobre, fenda divergente de ¥ e fenda
de anti-espalhamento de %2. A varredura foi realizada a &ngulos 26 de 3°
a 80° em temperatura ambiente de 25 °C. Este estudo foi realizado nas
instalagbes multiusuarios do Laboratério de Difracdo de Raios-X
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(LDRX) do Centro de Fisicas e Mateméticas da Universidade Federal de
Santa Catarina.

3.2.3.6 Espectroscopia de Absorcédo no Infravermelho

Os espectros de absorcdo no infravermelho (IR) foram obtidos
usando um equipamento Shimadzu (Kyoto, Japdo). Discos de brometo
de potassio (KBr) contendo os compostos puros e as microesferas foram
preplarados e as leituras das amostras foram efetuadas entre 4000 e 400
cm™.

3.2.4 Preparagdo e caracterizacdo de hidrogéis termosensiveis
contendo as microesferas

3.2.4.1 Preparacdo do gel de poloxamer contendo as microesferas

Brevemente, 20 g de poloxamer 407 (Basf, EUA) foram
pesados e gradualmente adicionados a agua destilada previamente
resfriada a temperatura de 5-10° C, sob agitacdo magnética, para a
obtencdo de uma concentracdo final de 20% (m/m). O recipiente foi
fechado e mantido em geladeira overnight a 5° C. As microesferas
contendo naproxeno foram pesadas e incorporadas ao hidrogel de modo
a obter uma concentracdo de particulas de 10% (m/m).

3.2.4.2 Avaliacdo das propriedades reoldgicas do hidrogel

As propriedades reolégicas do hidrogel de poloxamer contendo
as microesferas foram avaliadas em viscosimetro rotacional HAAKE,
modelo VT 550-PK10 (Middleboro, EUA), com sensor SV-DIN e copo
SVITSV, acoplado ao Software RheoWin Job Manager e RheoWin Data
Manager. As amostras dos hidrogéis foram submetidas a velocidades de
rotacdo variaveis a temperatura ambiente e a 37° C e, respeitando os
limites de torque (entre 10% e 100%). Os valores de tensdo de
cisalhamento e viscosidade em funcdo do gradiente de cisalhamento
foram avaliados e comparados. Amostras do hidrogel branco (sem as
microesferas) foram analisadas nas mesmas condices. Os experimentos
foram realizados no Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da
UNIVALLI.
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3.2.5 Avaliacdo do perfil de liberagéo in vitro do naproxeno a partir das
microesferas

3.2.5.1 Preparacdo do meio de liberagdo

Os estudos de liberacdo do NPX a partir das microesferas foram
realizados em fluido salivar simulado (FSS) conforme descrito por
Chiappetta et al. (2006). Brevemente, 2,38 g fosfato de sddio bibasico
dodecaidratado, 0,19g de fosfato de potassio monobasico e 8,00 g de
cloreto de sodio foram pesados, transferidos para um baldo volumétrico
de 1 L e o volume completado com agua destilada. A mistura foi
mantida sob agitagdo magnética até completa dissolucdo dos
componentes do meio. O pH foi ajustado a 6,75 com acido fosfdrico.

3.2.5.2 Avaliacdo da estabilidade do naproxeno no meio de liberagdo

Uma solucdo de naproxeno 20 pg/mL em fluido salivar
simulado pH 6,75 foi mantida em agitacdo magnética em temperatura
ambiente por 36 horas. Apds este periodo, a solucdo foi analisada por
espectroscopia de absorcdo no UV contra 0 mesmo solvente. A andlise
foi realizada em triplicata.

3.2.5.3 Determinacdo da solubilidade do naproxeno no meio de
liberacédo

Um excesso de naproxeno foi adicionado a 20 mL fluido salivar
simulado pH 6,75 e a mistura foi mantida sob agitacdo magnética a 800
rom por 48 horas, em temperatura ambiente. A mistura foi entéo
centrifugada a 2500 rpm durante 15 minutos e uma aliquota do
sobrenadante foi coletado e analisada em espectrofotdmetro a 261 nm.
As analises foram realizadas em ftriplicata e a concentracdo de
naproxeno foi determinada pela comparacdo da absorbancia das
amostras com aquela obtida com uma solucdo padrédo de naproxeno de
concentracdo conhecida, analisada nas mesmas condicGes.

3.2.5.4 Curva de calibracdo do naproxeno em fluido salivar simulado
Para a construcdo da curva de calibragdo, 50 mg de naproxeno

exatamente pesados foram colocados em um baldo volumétrico de 50,0
mL e o volume foi completado com metanol. Esta solucdo foi diluida



72

em fluido salivar simulado pH 6,75 a fim de obter solugdes nas
concentracbes de 5 a 40 pg/mL. As solucbes foram preparadas em
triplicata e analisadas em espectrofotémetro a 261 nm, contra 0 mesmo
solvente. A curva de calibragdo foi construida a partir das médias das
absorbéancias de cada concentracdo e a equagdo da reta e o coeficiente de
correlacdo foram calculados pela analise de regressao linear.

3.2.5.5 Avaliagdo do perfil de liberacdo do naproxeno em fluido salivar
simulado pH 6,75

Para os ensaios de liberacdo, cerca de 3 g dos géis contendo as
microesferas foram pesados e colocados em sacos de dialise de 7 mm x
25 mm de celulose. Os sacos de dialise foram entdo fechados e
colocados em 300 mL do meio de liberacdo, mantido a temperatura de
37 +0,5 °C, com agitagdo de 50 rpm. Aliquotas de 3 mL foram retiradas
nos tempos, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 30 e 36 horas. Apo6s cada
coleta, o volume de meio removido foi reposto para manutencdo das
condigBes sink. As aliquotas foram analisadas quanto a concentracao de
naproxeno por espectroscopia no UV 261 nm (XUAN et al. 2010). A
partir dos resultados, curvas de percentual de naproxeno liberado versus
tempo foram construidas. Todos os experimentos foram realizados em
triplicata.

3.2.6 Anélise estatistica

A anélise estatistica foi realizada pela ANOVA a partir dos
resultados de tsqe, (tempo para liberagdo de 50% do farmaco associado
as particulas) e area sob a curva (ASC) obtidos a partir dos perfis de
liberacdo (0=0,05). A comparagdo entre as médias foi realizada
mediante aplicagdo do teste de Tukey, em que a diferenca minima
significativa (d.m.s.) é calculada empregando-se a seguinte equagao:

QMR
Tr

dm.s.=gq

onde QMR ¢é o quadrado médio do residuo (erro), r € o nimero de
tratamentos e ¢ é um valor tabelado em fungdo do ndmero de tratamento
e dos graus de liberdade do residuo, para um 0=0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 PREPARACAO DAS MICROESFERAS

O desenvolvimento de microesferas tem sido considerado uma
boa estratégia para a obtencdo de formas farmacéuticas de liberagdo
prolongada, cujas caracteristicas podem ser moduladas de acordo com a
via de administracdo. Diversas técnicas sdo descritas na literatura para a
preparacdo de microesferas, entre elas, a técnica de emulsificacdo
seguida da evaporacdo do solvente tem sido amplamente empregada em
virtude da simplicidade dos procedimentos envolvidos para a obtencédo
das particulas. Além disso, trata-se de um procedimento versatil que
permite a encapsulacdo de substancias de natureza hidrofdbica ou
hidrofilica, pela escolha das condicbes de preparacdo (REIS et al.,
2006). Neste trabalho, esta técnica foi empregada para a encapsulacdo
do naproxeno, um farmaco pouco solivel em agua. Assim, a
encapsulagdo foi realizada mediante a formagdo de uma emulsdo 6leo
em agua, em que este farmaco é previamente solubilizado na fase
organica da formulag&o.

Vérios sdo os fatores que afetam as caracteristicas finais das
particulas, incluindo as caracteristicas fisicoquimicas do farmaco e do
polimero, e as condicbes de preparacdo. Neste estudo, 0s
polihidroxialcanoatos foram selecionados como material encapsulante
tendo em vista as suas caracteristicas de biocompatibilidade e
biodegradabilidade, sendo os produtos de degradacdo assimilaveis pelo
organismo. Esta classe de polimeros tem o P(3HB) como principal
representante, o qual é obtido por fermentacdo usando matérias-primas
renovaveis da agricultura, principalmente derivados da cana de aglcar
(DINIZ et al., 2004). Entretanto, o P(3HB) exibe elevada cristalinidade
e massa molar, as quais sdo caracteristicas que limitam a sua utilizagdo
no desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos. A liberagdo
de moléculas ativas de baixa massa molar a partir de matrizes de
P(3HB) geralmente ocorre rapidamente por mecanismo de difuséo,
sendo a velocidade de liberacdo substancialmente maior que a
velocidade de degradacédo do polimero (CHEN; WU, 2005). Assim, com
0 intuito de avaliar o efeito dos pardmetros de formulacdo sobre a
velocidade de liberacdo do NPX a partir das microesferas, a formacao
de blendas com acetato de celulose (AC) e a reducgdo da massa molar do
P(3HB) foram testadas. Além disso, o copolimero P(3HB-co-3HV),
menos cristalino, também foi usado para a preparacdo das microesferas.
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4.1.1 Determinagéo da massa molar do PHBr

A massa molar € um fator de extrema importancia, pois afeta
diretamente a resisténcia mecanica do polimero, a capacidade de
intumescimento, a capacidade de sofrer hidrélise e, consequentemente, a
taxa de biodegradacdo. Um fator que evidencia a dependéncia da massa
molar com a taxa de degradacdo do polimero biodegradavel e, portanto,
com a liberagio do farmaco, estd relacionado com a direta
proporcionalidade entre os valores da temperatura de transicdo vitrea
(Tg), ou seja, quanto menor a massa molar, menor sera o valor da Tg do
polimero. Com o intuito de obter polimeros com caracteristicas mais
desejaveis, diversas técnicas tém sido utilizadas para areducéo da massa
molar dos PHAs, incluindo hidrdlise acida utilizando-se acido cloridrico
em meio aquoso, a transesterificagdo com etilenoglicol ou
hexilenoglicol catalisada por &cido e a reducdo da massa molar em
solucdo utilizando-se o tetraboroidreto de sédio (NaBH;) (MONTORO
et al,, 2010). A Figura 8 mostra dois mecanismos propostos para a
reducdo do P(3HB) com borohidreto de sodio. Em (A) o agente redutor
ataca o centro eletrofilico da cadeia polimérica formando o anion
alcoxido, que, subsequentemente, leva a formacgdo de um anion enolato
gerando um grupo estavel a-pB-insaturado. Outro mecanismo proposto é
a reacdo de descarboxilacdo da cadeia polimérica como demonstrado na
Figura 8 (B) (BERGAMASCHI et al., 2011).
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Figura 8. Mecanismo proposto para a reducdo do P(3HB) com
borohidreto de sédio.
Fonte: Bergamaschi et al., 2011.

O P(3HB) empregado nesse trabalho apresenta massa molar
declarada de cerca de 300,000 g.mol™ (Biocycle® 1000 FE 117). Apds
0 tratamento com NaBH,;, a massa molar média do polimero foi
determinada por cromatografia de particdo em gel, conforme descrito
em Montoro et al., 2010. Os resultados de massa molar viscosimétrica
(Mv), numérica média (Mn) e ponderal média (Mw) do P(3HB)r estéo
apresentadas na Tabela 3. O cromatograma representativo do P(3HB)r
pode ser visualizado na Figura 9.

Tabela 3. Massas molares viscosimétrica (Mv), numérica média (Mn) e
ponderal média (Mw) do PHBr.

Mv (g/mol) Mn (g/mol) Mw (g/mol)

P(3HB)r 16770 12552 17586

Figura 9. Cromatograma de particdo em gel do PHBr.
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Figura 9. Cromatograma de particdo em gel do PHBr.

Considerando o resultado obtido, pode-se concluir que a
técnica empregada promoveu a reducdo da massa molar do polimero de
maneira eficiente. Entretanto, pode ser observado que a sintese de
reducdo da massa molar levou a obtencdo de uma ampla distribuicdo de
massas molares. A Figura 9 mostra a presenca de uma cauda, a qual
evidencia a obtencdo de uma fracdo do polimero apresentando massa
molar baixa. Este comportamento foi observado por Bergamaschi e
Felisberti (2011), os autores avaliaram a reducdo da massa molar do
PHB, quando o polimero foi reduzido com NaBH, e concluiram a
partir de estudos de espectrometria de massa que outros produtos foram
formados na redugdo, como 4&cidos insaturados provenientes dos
mondmeros da cadeia polimérica do P(3HB).

4.1.2 Determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo e teor de
naproxeno por espectroscopia de absor¢do no ultravioleta

4.1.2.1 Validagdo da técnica de quantificacdo de naproxeno nas
microparticulas

4.1.2.1.1Especificidade

A Figura 10 apresenta os espectros de absor¢do no UV das
amostras PHB:ACso.50, PHBV:ACsq.50, PHBr:ACs0.50 Sem farmaco e da
solucdo padrdo de naproxeno 20pg/mL. O espectro de absorcdo do
naproxeno € tipico de um composto naftaleno 2-substituido,
apresentando trés sistemas de bandas localizados em torno de 220 nm,
240-280nm e 310-330 nm (PIRNAU; BOGDAN, 2008) (Figura 9D).
Conforme mostrado na Figura 9, o método é especifico para a
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quantificagdo de naproxeno, uma vez que as amostras sem farmaco néo
apresentam absorbancia de luz no comprimento de onda selecionado
para analise.

A B

Figura 10. Espectro de absorcdo no UV das amostras: (A)
PHB:AC50:50 sem farmaco; (B) PHBV:AC50:50 sem féarmaco; (C)
PHBr:AC50:50 sem farmaco e (D) solu¢do padrdo de naproxeno 20
pg/mL em metanol.

4.1.2.1.2 Linearidade, limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo

(LQ)

A Figura 11 exibe uma curva padrdo representativa de
naproxeno em metanol. A curva de calibracdo de naproxeno foi linear
na faixa de concentracdo de 10 pg/mL a 40 pg/mL com o coeficiente de
correlacdo de 0,9998 (y= 0,0225x + 0,0241). A andlise de variancia
confirmou a linearidade do método (Feaculado 249,158> Firitico 2,848,
0=0,05). O limite de detec¢do e de quantificacdo foram 3,53 + 0,66
pg/mL e 10,71 + 0,87 pg/mL, respectivamente, indicando que o método
foi suficientemente sensivel para determinar o teor de naproxeno nas
microesferas poliméricas.
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Figura 11. Curva de calibracdo de naproxeno em metanol obtida por
espectrofotometria de absorcdo no ultravioleta

4.1.2.1.3 Precisdo intra e interdia

A repetibilidade do método (precisdo intradia) foi avaliada ap6s
andlise das solugdes obtidas apés a extracdo das formulagdes PHB; o €
ACygo por espectroscopia de absor¢do no UV a 261 nm (n=6) (Tabela
4). Para avaliagdo da precisdo intermediaria (interdia) analisando as
formulagcbes PHByoo € ACioo em triplicata em trés dias diferentes
(Tabela 5). Os valores de desvio padrdo relativo (DPR) para todas as
amostras foram menor que 1%, indicando uma variabilidade aceitavel
na concentracdo de naproxeno obtido a partir das microesferas
poliméricas.
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Tabela 4. Resultados obtidos na avaliagdo da repetibilidade (precisdo intradia) do método para
determinacdo de naproxeno.

PHBloo AClOO

- Conc. - 0 Conc. L 0
Repeticdes (ug/mL) Média DPR % (ug/mL) Meédia DPR%

1 20,01 20,17

2 19,96 20,31

3 20,04 20,03 0,28 20,13 20,12 0,62

4 20,04 20,13

5 20,00 20,00

6 20,13 19,96




82

Tabela 5. Resultados obtidos na avaliagdo da precisdo intermediaria
(interdia) do método para determinacdo de naproxeno.

PHB 100 ACy00
Dia Conc. , ... DPR Conc. - DPR
gml) M (0p) ugmuy MR (o)
1 20,00 20,08
2 20,08 20,03 0,28 20,17 20,13 0,22
3 20,00 20,13

4.1.2.1.4 Exatiddo

A Tabela 6 apresenta os valores de recuperagdo de naproxeno
adicionado as amostras brancas PHB.oo € ACig. Todos 0s valores
permaneceram na faixa de 100,14 a 101,63 %, evidenciando a exatiddo
do método.

Tabela 6. Resultados obtidos na avaliagcdo da exatiddo do método para
determinacdo de naproxeno

Amostra Conc. Conc. média Exatiddo DPR%
tedrica obtida (pug/mL) (%)
(Mg/mL)
10 10,12 101,18 0,51
PHB; oo 20 20,03 100,14 0,45
30 30,04 100,15 0,40
10 10,16 101,63 0,67
ACio0 20 20,20 101,02 0,45
30 31,60 101,33 0,87

Onde Conc. é a concentracéo.
4.1.2.1.5 Robustez

Para avaliagdo da robustez do método dois parametros de
analise foram variados: comprimento de onda e tempo de extracéo.
Como observado na Tabela 7, verificou-se que o método é robusto
quanto aos parametros analisados.
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Tabela 7. Resultados obtidos na avaliagdo da robustez do método de
guantificacdo de naproxeno por UV.

PHB140 ACigo
Variacao Conc. DPR Conc. DPR
(Mg/mb) (%)  (uo/mb) (%)
258 20,11 20,38
nm
Comprimentode 261 19,75 0,91 20,17 0,76
onda nm
264 19,98 20,08
nm
3h 20,14 19,96
Tempo de 4h 20,03 0,34 20,17 0,77
extracio
5h 20,01 19,87

4.1.3 Determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo e do teor de
naproxeno nas microesferas

A Tabela 8 apresenta os resultados obtidos para eficiéncia de
encapsulagdo e teor de NPX nas microesferas. Como pode ser
observado, os valores de eficiéncia de encapsulacéo e teor de naproxeno
variaram entre 31 a 98% e de 3,14 a 9,81 mg/100 mg de microesferas,
respectivamente, conforme a formulagdo testada. Quando somente o
acetato de celulose foi empregado na preparacdo das microesferas, esses
valores foram mais baixos, podendo estar relacionado a menor
concentracdo de farmaco na fase organica da formulagdo, uma vez que
parte do farmaco é solubilizado na fase aquosa e removido nas etapas de
lavagem e centrifugacdo. Além disso, a reducdo da massa molar do
P(3HB) pareceu reduzir a encapsulagdo do NPX nas particulas. Esse
efeito também foi observado por outros autores, os quais justificam que
com o aumento da massa molar do polimero ocorre 0 aumento da sua
hidrofobicidade e, consequentemente, a mais rapida precipitagdo do
mesmo nas gotas da emulsdo e minima particdo do farmaco para a fase
aquosa (EL-KAMEL; AL-SHORA; EL-SAYED, 2006).
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Tabela 8. Eficiéncia de encapsulacdo (EE) e teor de naproxeno nas
microesferas poliméricas (n=3)
Formulacdo E.E xd.p. (%)

Teor de farmaco * d.p.
(mg NPX/100 mg microesferas)

PHB1 00 98,13 + 0,40 9,81+ 0,04
PHB:AC50;50 89,40 + 2,07 8,94 + 0,21
PHBV 140 80,12 + 1,56 8,01+ 0,16
PHBV:ACsp50 70,35+1,61 7,03+ 0,16
PHBI10 59,42 + 1,23 5,94 +£ 0,12
PHBIr:ACso:50 78,44 + 1,79 7,84 0,18
ACipo 31,42 + 1,50 3,14 £ 0,15

4.2 CARACTERIZAGCAO
MICROESFERAS

FISICO-QUIMICA DAS

4.2.1 Avaliacdo da morfologia

Vérios sdo os fatores que podem afetar as caracteristicas de
superficie das microparticulas poliméricas preparadas pela técnica de
emulsificacdo/evaporacdo do solvente incluindo a solubilidade do
farmaco, tipo de solvente empregado, taxa de remocdo do solvente
organico da fase interna da emulsdo, temperatura, quantidade de
farmaco empregada e viscosidade e cristalinidade do material
polimérico (DONNEL; McGINITY, 1997; MARTIN et al., 2000; LI,
ROUAUD, PONCELET, 2008). No caso da preparacdo das
microesferas, com excecdo do tipo de polimero, todas as outras
condicOes de preparacdo foram mantidas constantes, sendo, portanto, o
tipo de material polimérico determinante nas caracteristicas de
morfologia das particulas.

Como podem ser observadas, as microesferas preparadas
unicamente com acetato de celulose exibem formato esférico e
superficie lisa (Figura 12). AS microesferas preparadas a partir do
P(3HB) e P(3HB)r sdo igualmente esféricas, mas apresentam superficie
rugosa (Figuras 13 e 15). A rugosidade das particulas pareceu ser menor
com a utilizagdo do P(3HB-co-3HV) e PHBr e decresceu com a
utilizagdo das blendas de PHAs e AC (Figura 14). Segundo alguns
autores, microparticulas preparadas com polimeros de carater amorfo,
como o acetato de celulose, tem levado a formacao de particulas com
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superficie lisa em comparagdo com o P(3HB) e o P(3HB)r. Isto sugere
que as porgdes cristalinas do P(3HB) e P(3HB)r determinam as
caracteristicas da superficie da microesfera, tornando-as mais rugosas
(MARTIN et al., 2000).

15kv  X6,500  2um

Figura 12. Fotomicrografias obtidas por MEV das microparticulas de
acetato de celulose contendo naproxeno (ACiqo).
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10kv  X3,000 5um

Figura 13. Fotomicrografias obtidas por MEV das microesferas de
PHB, oo € PHB/ACs.50 contendo naproxeno.
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PHBViop

PHBV:AC50;50

15kv  X5500 2um

Figura 14. Fotomicrografias obtidas por MEV das microesferas de
PHBV1po € PHBV/ACsq.59 contendo naproxeno.
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Figura 15. Fotomicrografias obtidas por MEV das microesferas de
PHBr100, PHBI/ACs0.50 contendo naproxeno.

4.2.2 Determinacao do diametro médio, distribuicdo granulométrica

As caracteristicas de tamanho e distribuicdo granulométrica
das microparticulas foram avaliadas pela técnica de difracdo a laser. A
tabela 9 exibe os valores de dgs, dos, dog, bem como os valores de
didmetro geométrico médio (d,3) e span obtidos com as diferentes
formulagBes de microesferas. Como pode ser observado nesta tabela,
0s valores de didmetro médio variaram entre 6,145 e 16,266 um,
dependendo da formulacdo testada. Os valores de span, 0s quais
caracterizam a amplitude da distribuicdo de tamanhos, variaram entre
3,85 e 6,12. Diametros geométricos médios menores foram obtidos
quando o P(3HB)r e o AC foram empregados como material
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polimérico. Além disso, a adicdo de AC, para obtencdo da blenda com
P(3HB) e P(3HB-c0-3HV), provocou a redugdo do tamanho das
particulas (Tabela 9).
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Tabela 9. Didmetro médio e distribuicdo granulométrica das particulas contendo farmaco naproxeno (n=3).

Formulacdo oy £ dp. dos = d.p. doo = d.p. Span % d.p. dyz = d.p.
PHB;¢o 1,581+0,41 10,089+0,38 37,118+0,86 3,850+1,61 16,266+ 0,60
PHB:ACsp50 1,067+ 0,29 7,431+ 0,38 23,483+ 1,17 4,169+ 0,44 8,087+ 0,44
PHBVgo 1,410+ 0,31 5,153+ 0,12 30,716+ 1,31 6,123+ 0,40 12,266+ 1,35
PHBV:ACsp.50 1,094+ 0,10 3,989+ 0,84 22,835+ 1,82 5,747+0,34 8,792+ 0,32
PHBr g9 1,343+ 0,31 4,022+ 0,92 17,214+ 0,85 4,249+ 0,27 7,233+ 1,36
PHBr:ACsp.50 1,354+ 0,34 4,599+ 0,73 21,368+ 1,45 4,677+ 0,92 6,145+ 1,17
ACig0 0,860+ 0,32 4,595+ 0,75 25,186+ 1,24 5,002+ 0,62 9,250+ 0,34
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Quando a técnica de emulsdo e evaporagdo é empregada, 0
didametro médio das microesferas é afetado por fatores como
concentracdo do polimero e viscosidade da fase interna, velocidade de
agitacdo e tipo e concentracdo de estabilizante na fase externa. Neste
estudo, como as demais condigBes de preparacdo foram mantidas
constantes, a reducdo do tamanho da particula provavelmente ocorreu
devido a menor viscosidade da fase organica, quando o P(3HB)r e
blendas de P(3HB)/AC e P(3HB-co-3HV)/AC 50:50 foram usados.
Igualmente, a menor concentragdo de acetato de celulose na fase
organica da formulagdo AC;qo Ccertamente contribuiu para a reducdo do
tamanho da particula.

Tamanho e distribuicdo granulométrica sdo parametros
importantes na caracterizacdo das microparticulas, pois estdo
diretamente correlacionados com a velocidade de liberacdo, além de
condicionar o0 modo de administracdo (LI; ROUAUD; PONCELET,
2008). Os tamanhos obtidos aqui parecem ser adequados para
administracdo periodontal. Cortesi et al. (2002) relatam que
microesferas com didmetro na faixa de 20 a 120 um podem ser usadas
para a administracdo periodontal, pois permanecem retidas no local de
administracdo e agem como depoésitos de farmacos de liberagdo
prolongada. Entretanto, o uso de particulas de didmetros menores e de
nanoparticulas para administracdo periodontal também é descrito na
literatura (KONG et al.,, 2000; ALVAREZ, ESPINAR e MENDEZ,
2011). Ainda, a possibilidade de injecdo do sistema de liberacdo na
bolsa periodontal é vantajosa, pois se trata de um procedimento
relativamente simples em que a forma farmacéutica é introduzida com
auxilio de uma seringa, permitindo que a formulacdo tenha acesso a
toda regido no interior da bolsa. Neste caso, 0 emprego de particulas de
até 100 Im € desejavel para evitar os inconvenientes causados pelo
entupimento da agulha (BRUSCHI et al., 2006).

4.2.3 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Com o objetivo de verificar uma possivel interacdo entre o
farmaco e a matriz polimérica as microesferas foram analisadas por
calorimetria exploratéria diferencial. Dependendo dos monémeros que
constituem o polimero, a temperatura de fusdo dos PHAs pode variar de
50 a 180 °C. O P(3HB) funde entre 160-180 °C, conforme a sua massa
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molar. O copolimero P(3HB-co-3HV) apresenta temperatura de fuséo
mais baixa que o homopolimero, mas esta é influenciada pelo teor de
HV na molécula. A temperatura de fusdo decresce com 0 aumento da
fragdo de 3HV, podendo alcancar até 80 °C, sem afetar a temperatura de
degradacdo. As temperaturas de transicdo vitrea do P(3HB) e P(3HB-co-
3HV) ocorrem na faixa de -5 a 20 °C e parecem ser independentes da
composicao do copolimero (POUTON & AKHTAR, 1996).

As curvas DSC das matérias-primas puras e microesferas estdo
apresentadas nas Figuras 16 a 19. Os pardmetros termoanaliticos obtidos
apos a andlise por DSC encontram-se sumarizados na Tabela 10. O
P(3HB) e P(3HB-co-3HV) puros exibiram eventos endotérmicos
referentes & fusdo do polimero em 172,98 e 153,61 °C e entalpia de
fusdo de 67,27 e 33,16 J/g respectivamente (Figura 16B e 16C). Estes
resultados corroboram com a cristalinidade do P(3HB) ser mais alta que
0 seu copolimero P(3HB-co-3HV). Em relacdo aos polimeros utilizados
na microesferas, PHB, PHBV e PHBr, 0 aumento da concentracdo de
acetato de celulose resulta na reducdo da temperatura de fusdo da
microesfera, e em alguns casos o evento da fusdo ndo é definido, este
fato esta associado a interacdo entre os dois polimeros na formulagdo. O
polimero P(3HB)r apresentou um evento endotérmico em temperatura
menor que o material de partida P(3HB), em 165,02°C e 172,98°C
respectivamente um segundo pico de foi observado, decorrente,
provavelmente, de um processo de fusdo/recristalizacdo ocorrido
durante a analise de DSC (YOSHIE et al., 2000). Podemos concluir que
a reducdo da massa molar do polimero afeta a mobilidade da cadeia
polimérica diminuindo o seu ponto de fusdo e a entalpia de fuséo.
Quando as microesferas de P(3HB), P(3HB-co-3HV) e P(3HB)r foram
analisadas, a adicdo de AC numa proporcao de 50:50 provocou uma
reducdo na temperatura de fusdo do PHA, sugerindo a interacdo entre
o0s dois polimeros da formulacao (Figura 17C, 18C, 19C). Os resultados
demonstrados na Tabela 10 indicam que tanto o P(3HB) e P(3HB)r
como seu copolimero P(3HB-co-3HV) formam blendas misciveis com o
acetato de celulose (QUENTAL et al., 2010).

O naproxeno exibiu um evento endotérmico a 156,06 °C
correspondendo a fusdo do farmaco, estando este resultado em
concordancia com a literatura (Figura 16A) (SONG; SOHN, 2011). Nas
microesferas contendo o farmaco, o pico de fusdo do naproxeno ndo
pode ser visualizado, sugerindo que o farmaco possa encontrar-se
molecularmente na matriz polimérica (Figuras 17, 18 e 19, curvas DSC
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de D a F). Por outro lado, quando as curvas de DSC das microesferas
com e sem o farmaco preparadas com a blenda PHA e AC sédo
comparadas nas proporc¢des 50:50, pode-se observar que a redugdo da
temperatura de fusdo do respectivo PHA é maior. Assim, pode-se
sugerir que quando submetido a variacGes de temperatura o farmaco
interage com o polimero reduzindo sua temperatura de fusao.

A
f :
C
—_—
e
E
10000 15000 ______ 200.00
Temp [C]

Figura 16. Curvas DSC obtidas a partir das matérias primas. Em (A)
NPX; (B) P(3HB); (C) P(3HB-co-3HV); (D) P(3HB)r e (E) AC.



94

1 1 1 1
50.00 100.00 150.00 200.00
Temp [C]

Figura 17. Curvas DSC obtidas a partir das microesferas e matérias
primas. Em (A) NPX; (B) P(3HB); (C) PHB:ACsq.50 sSem farmaco; (D)
PHB1o0; (E) PHB:ACs0:50; (F) AC100 € (G) AC
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Figura 18. Curvas DSC obtidas a partir das microesferas e matérias
primas. Em (A) NPX; (B)P(3HB-co-3HV); (C) PHBV:ACso.50 sem
férmaCO; (D) PHBV/o; (E) PHBV:ACs:s50; (F) ACiqo € (G) AC
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Figura 19. Curvas DSC obtidas a partir das microesferas e matérias
primas. Em (A) NPX; (B) P(3HB)r; (C) PHBr:ACso.50 sem farmaco; (D)
PHBr190; (E) PHBr:AC50;50; (F) AClOO e (G) AC
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Tabela 10. Resultados da andlise por calorimetria exploratéria
diferencial.

Formulagdes T: (°C)  AHep (J/Q)

NPX 156,06 139,64
P(3HB) 172,98 67,27
Matéria prima P(3HB-co-3HV) 153,61 33,16
P(3HB)r 165,02 92,11
AC - -
PHB:ACs0:50 165,07 36,92
Microesferas brancas PHBV:ACsg.59 143,42 6,98
PHBr:ACs.50 153,62 6,57
PHB, g9 162,85 59,74
PHB:AC:s0.50 154,34 36,92
PHBV,qo 144,66 17,15
Microesferas com NPX PHBV:ACs.:50 139,89 7,10
PHBr1q0 130,91 7,51
PHBr:ACs.50 129,09 7,82
ACi0 - -

4.2.4 Difraco de raios-X

No desenvolvimento farmacéutico, a difragdo de raios-x é uma
técnica atil que permite avaliar a cristalinidade dos materiais, as quais
estdo estreitamente relacionadas a liberacdo do farmaco e degradacédo da
matriz polimérica. Os difratogramas obtidos para 0s componentes puros
e as microesferas contendo naproxeno encontram-se demonstrados nas
Figuras 20, 21 e 22.

O difratogramas obtido apds a andlise do naproxeno puro é
tipico de uma estrutura cristalina apresentando picos de difracdo
caracteristicos em 20 igual a 6,5° 12,4° 16,6°, 19,0°, 20,0°,22,5°,24,0°
e 28,5° (JAVADZADEH et al., 2010) (Figura 20(F), 21(F) e 22(F)).
Tem sido relatado que o naproxeno apresenta polimorfismo e sua
estrutura cristalografica é descrita como monoclinica (SONG; SOHN,
2011).

Picos de difracdo caracteristicos da estrutura cristalina dos
PHAs (GALEGO et al., 2000) podem ser observados nos difratogramas
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obtidos a partir dos polimeros P(3HB), P(3HB-co-3HV) e P(3HB)r
puros em 20 de 13,5°, 16,9°, 21,7°, 21,8°, 22,6° e 25,6° nas Figuras
20(A), 21(A) e 22(A), respectivamente. A natureza amorfa do acetato de
celulose pode ser visualizada no difratograma obtido a partir deste
polimero (Figura 19(E), 20(E) e 21(E)).
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Figura 20. Difratogramas obtidos a partir das microesferas e das
matérias primas. Em (A) P(3HB); (B) PHB;go; (C) PHB:ACsq:50; (D)
AC1q0; (E) Acetado de celulose e (F) NPX.
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Figura 21. Difratogramas obtidos a partir das microesferas e matérias
primas. Em (A) P(3HB-co-3HV); (B) PHBV1qg; (C) PHBV:ACs.50; (D)
AC1q0; (E) Acetado de celulose e (F) NPX.
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Figura 22. Difratogramas obtidos a partir das microesferas e matérias

primas. Em (A) P(3HB)r; (B) PHBrig0; (C) PHBr:ACsq.50; (D) ACigo;

(E) Acetado de celulose e (F) NPX.
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Nos difratogramas formulagdes somente alguns picos do
farmaco podem ser visualizados e em uma intensidade bastante
reduzida. Isso ocorre devido ao efeito de diluigdo do farmaco nas
amostras. Pode-se sugerir a partir destes resultados que apenas uma
pequena fragdo da porcao cristalina das amostras é de naproxeno na sua
forma cristalina original e no caso do DSC esta quantidade foi téo
pequena que estava abaixo da sensibilidade do aparelho. Entretanto, as
mudancas substanciais nas intensidades relativas, como o pico em 18,6°
se torna o mais intenso, na largura e posicdo dos picos de Bragg do
farmaco, quando diluido nas formulacbes, sdo suficientes atestar
mudancas significativas na microestrutura do farmaco, incluindo o
tamanho médio dos cristalitos (dominios cristalinos), desordem e na
orientacdo preferencial.

As intensidades dos picos de difracdo do P(3HB), P(3HB-co-
HV) e P(3HB)r aparecem bastante reduzidas nos respectivos
difratogramas a partir das microesferas indicando uma possivel reducédo
na cristalinidade da matriz. Este resultado esta de acordo com aqueles
verificados na analise por DSC, confirmando que com a adicdo de
acetato de celulose nas microesferas, ha uma alteracdo significativa na
matriz polimérica da particula. Os resultados de DRX também sugerem
que a técnica de reducdo da massa molar do P(3HB) ndo afeta as
caracteristicas estruturais do polimero. Entretanto alguns resultados
apontam alteragdes na microestrutura do polimero P(3HB)r em funcgéo
da reducdo da massa molar. A maior intensidade nas reflexfes de Bragg
do P(3HB)r sugere maior coeréncia entre as ondas refletidos pelo
dominio cristalinos presentes, e, portanto, uma microestrutura mais
ordenada nessa amostra (Figura 23). Este comportamento pode estar
atribuido a uma organizagdo da microestrutura durante a reacdo de
reducdo ou até mesmo no momento de secagem por estufa de convec¢édo
forgada a 60°C.
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Figura 23. Difratogramas obtidos a partir das matérias primas. Em (A)
P(3HB)r e (B) P(3HB).

4.2.5 Espectroscopia de Infravermelho

A técnica de espectroscopia no infravermelho foi utilizada para
caracterizar as microesferas e verificar as possiveis interagdes entre os
componentes das formulagdes (Figuras 24 a 26). Como pode ser
observado, 0 NPX possui picos caracteristicos em 1629 cm™ referente
ao estiramento da ligagio C=0; em 1369 cm™, o estiramento da ligagéo
CHs; em 1172 cm™, estiramento da ligagdo C-O do agrupamento &cido,
e em torno de 3441 cm™, os estiramentos das ligages C-H do anel
aromatico. Os PHAs possuem bandas caracteristicas em torno de 3430
cm™ referente aos estiramentos assimétricos do grupo metila e em 1730
cm™, referente da ligacdo C=0. O acetato de celulose apresenta em 1732
cm™ banda referente a ligacdo C=0, e em 2983 e 2934 cm™ estdo
situados 0s estiramentos assimétricos dos grupos CH; e CH;
respectivamente.

Pode-se observar a interacdo do naproxeno com o polimero nas
amostras de PHB; pelo deslocamento da banda C=0 do P(3HB) puro
em 1732 cm™ para 1726 cm™ na microesfera (Figura 24(B)). Além
disso, ha um alargamento da banda em 3412 cm™ quando comparado
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com o espectro do naproxeno puro. As matérias primas de P(3HV-co-
3HV) e P(3HB)r apresentam um ombro na banda do agrupamento C=0;
sugere-se que esta banda seja a deformagdo simétrica do tipo “umbrela”
do agrupamento CH;. Como esta banda estd muito proxima a banda da
ligacdo C=0 do naproxeno, a interacdo ndo pode ser vista claramente
(Figuras 254(B) e 26(B)).

Nas microesferas preparadas a partir das blendas com AC, a
presenca de interacdo dos polimeros com o farmaco ndo pode ser
visualizada devido a sobreposicdo das bandas.
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Figura 24. Espectro de infravermelho de (A) NPX, (B) P(3HB), (C)

PHBlOO; (D) PHBAC5050 (E) Aclooe (F) AC.
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Figura 25. Espectro de infravermelho de (A) NPX, (B) P(3HB-co-
3HV), (C) PHBV100, (D) PHBV:AC50:50, (E) AC100e (F) AC.
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Figura 26. Espectro de infravermelho de (A) NPX, (B) P(3HB)r, (C)
PHBrloo, (D) PHBI'AC5050 (E) Aclooe (F) AC.

4.3 DESENVOLVIMENTO DOS GEIS CONTENDO AS
MICROESFERAS

4.3.1 Preparacéo de um gel hidrofilico contendo as microesferas
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Sistemas de liberacdo de farmaco intraperiodontal hibridos
combinam as propriedades de mais de uma classe de dispositivos em um
Unico  sistema. Geralmente, microparticulas poliméricas séo
incorporadas a hidrogéis que favorecem a retencao da formulagdo no
local de aplicacdo, permitindo ainda, o maior controle da liberacdo do
farmaco (BRUSCHI et al., 2006). Para administracdo periodontal em
que a formulacdo € injetada, sistemas formadores de géis in situ sdo
preferiveis, principalmente os sistemas termossensiveis.

Os copolimeros em bloco de o6xido de etileno e de éxido de
propileno (PEO-PPO-PEO), também conhecidos como poloxamers, tém
sido frequentemente estudados em aplicacdes farmacéuticas, como
excipientes para a liberacdo de farmacos na regido oral, parenteral, retal,
ocular e toépica, em fungdo da baixa toxicidade e disponibilidade
comercial (SCHERLUND et al., 2000). Estes materiais constituem uma
classe de copolimeros tribloco, formados de blocos de dxido de etileno e
de oxido de propileno, apresentando a estrutura geral EO,-PO,-EO,. O
poloxamer 407 é frequentemente empregado como agente gelificante
para administracdo  periodontal, por apresentar propriedades
termoreversiveis, em que a transicdo do estado sol-gel é dependente da
temperatura. Abaixo da temperatura critica, a solucdo de poloxamer
407 apresenta-se no estado fluido e, acima desta temperatura, ele torna-
se semissOlido. A termogelacdo é resultante das interacBes entre os
diferentes segmentos do copolimero. A medida que a temperatura
aumenta, o poloxamer 407 agrega-se em micelas devido a desidratacao
do bloco hidrofébico de PO, a qual é seguida pela gelacdo para amostras
suficientemente concentradas (DUMORTIER et al., 2006). Assim, na
temperatura ambiente o poloxamer 407 apresenta-se na forma liquida e,
na temperatura corporal apds administracdo, ele torna-se um gel
semissolido.

Particulas poliméricas de copolimeros do acido latico e acido
glicolico, de aproximadamente 0,2 mm de didmetro, foram preparadas
para liberacdo de tetraciclina intrabolsa periodontal. Microcapsulas
contendo tetraciclina foram suspensas em um gel termosensivel de
poloxamer 407, que gelifica na temperatura de 37°C, retendo, assim, as
microparticulas na bolsa durante o periodo de tratamento. Em animais,
foi observado que o sistema manteve a concentracdo de tetraciclina no
fluido crevicular gengival por 3 a 4 dias (VANDEKERCKHOVE et al.,
1998).

Assim, visando obter uma formulacdo adequada a
administragdo periodontal, neste trabalho foram preparados e
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caracterizados géis a partir de poloxamer 407. Como esperado, as
amostras apresentaram-se liquidas & temperatura de 25 °C e viscosas na
temperatura de 37 °C (Figura 27). Os géis contendo formulagio
incorporada apresentaram-se homogéneos e, quando em repouso, ndo
foi observado a sedimentacdo de microesferas nas duas temperaturas

estudadas.

C D

Figura 27. Fotos dos géis, em (A) gel de poloxamer sem formulacéo a
25 °C, (B) gel de poloxamer com formulagdo PHB:ACs.5, incorporadaa
25 °C, (C) gel de poloxamer sem formulagdo a 37 °C, (D) gel de
poloxamer com formulagio PHB:ACs.50 incorporada a 37 °C.
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4.3.2 Caracterizagdo das propriedades reolégicas do gel

A partir dos géis preparados, foram analisados 0s parametros
reoldgicos: a viscosidade aparente (viscosidade em uma determinada
taxa de deformacédo) e foram aplicados 3 modelos matematicos: Lei das
Poténcias para valores indicativos de indice de fluxo, Herschel Bulkley
para valores indicativos de ponto de ruptura e Bingham para valores
indicativos de viscosidade pléastica utilizando o softwere RheoWin Data
Manager (Tabela 11). O grau de tixotropia dos géis também foi
avaliado. A Tabela 12 mostra os resultados dos parametros reologicos
estudados onde, GB é o gel branco e GM € o gel com as microesferas
PHB:ACs.50 incorporada.

Tabela 11. Modelos mateméticos aplicados aos diferentes géis
desenvolvidos.

Modelo Equacéo
Lei das Potencias =ky"
Herschel-Bulkley =1o+ky"

Bingham T=T, MY
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Tabela 12. Dados e modelos matematicos aplicados aos diferentes géis desenvolvidos.

L
ap;rﬁ;r::t(e)zs(i(rjnag:.s) Diferenca (Pals) indice c;l)e Fluxo Ponto dreoruptura y
o2 3398,0 793,7 0,1202 220,5 261,0
e 3528,0 759,3 0,07956 273,4 303,3
G'\o"CZE’ 6583,0 719,0 0,1519 245,5 475,0
GM 37 7668,0 778,5 0,1646 320,3 552,3

°C
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Os comportamentos reolégicos podem ser classificados de
acordo com aresposta a tensdo ou pressdo de cisalhamento imposta, em
Newtonianos e ndo-Newtonianos. Neste trabalho, as amostras
apresentaram comportamento ndo Newtoniano, uma vez que a resposta
entre a tensdo de cisalhamento imposta e a velocidade de deformacéo
observada ndo foi constante, ou seja, a viscosidade foi dependente da
taxa de cisalhamento. Pode-se observar que a viscosidade aparente das
amostras aumenta em funcdo da temperatura, em uma propor¢do maior
quando ha incorporado a este gel as microesferas, uma vez que o
Poloxamer é mais viscoso & temperatura de 37 °C.

O poloxamer 407 possui baixa toxicidade e é biocompativel
com as células e fluidos corporais. Este surfactante hidrofilico apresenta
um comportamento gelificante termorreversivel, que pode ser
administrado como liquido frio através de uma seringa e ap6s a
administragdo forma um gel in situ. A transicdo sol-gel ocorre porque
em solucdo aquosa 0 aumento da temperatura faz com que ocorra uma
desidratacdo na parte hidrofébica da molécula, as moléculas do
poloxamer 407 entdo se agregam em micelas esféricas de superficie
hidrofilica (ESPOSITO et al., 1996).

Os géis, cujos reogramas estdo ilustrados na Figura 28,
apresentaram comportamento tixotropico, isto €, apresentam viscosidade
dependente do tempo. Além disso, este comportamento reoldgico €
tipico de materiais 0s quais sdo capazes de retornar a estrutura anterior.
Este aspecto é importante, pois estid associado a menos alteracdo da
viscosidade durante o transporte, armazenamento ou manuseio,
aumentando desta forma a estabilidade. Os valores de tixotropia (Tabela
12) foram considerados médios, o que implica em um produto que
escorre facilmente durante a aplicacdo apresentando boa caracteristica
de espalhabilidade (AULTON, 2005).

O modelo da Lei das potencias fornece o indice de Fluxo, que é
a medida da dependéncia da viscosidade da taxa de cisalhamento. Todas
as amostras apresentaram carater pseudoplastico, uma vez que o indice
de fluxo apresentou, em todas as amostras, valor menor que 1
(AULTON, 2005).

O Ponto de ruptura , que é definido como a tensdo necesséria
para que o material comece a escoar e deformar plasticamente, esta
apresentado na Tabela 11, e foi calculado pelos modelos de Herschel-
Bulkley e Bingham. Os valores observados indicam que as amostras a
37 °C apresentam uma tensdo minima maior para o inicio do fluxo
viscoso em comparagdo com as amostras a 25 °C.
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Figura 28. Perfil de escoamento do gel branco (sem formulagdo
incorporada) e gel com as microesferas de PHB:ACsg.50 dispersas a
temperatura de 25 e 37°C.

4.4 AVALIACAO DO PERFIL DE LIBERAGCAO IN VIVO DO
NAPROXENO A PARTIR DAS MICROESFERAS

4.4.1 Curva de calibragdo do naproxeno em fluido salivar simulado
(FSS)

A Figura 29 mostra a curva de calibragdo do naproxeno em
fluido salivar simulado. A curva foi linear para a faixa de concentracdo
estudada de 5 a 40 pg/mL com um coeficiente de correlagdo de 0,9982 e
equacdo da retay = 0,0219x + 0,0012. A anélise de variancia confirmou
a linearidade do método (Fcacutago 21,135 > Feritico 4,600, o = 0,05). O
limite de deteccdo e de quantificagdo foram 0,19 + 0,02 e 0,59 = 0,04
pg/mL, respectivamente, indicando que o método foi suficientemente
sensivel para determinar o teor de naproxeno no meio de liberacéo.
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Figura 29. Curva de calibracdo de naproxeno no meio fluido salivar
simulado (FSS).

4.4.2Avaliacdo da solubilidade e estabilidade do naproxeno em
fluido salivar simulado

Estudos de liberacdo de farmacos a partir de sistemas de
liveracdo requerem a utilizagdo de condicBes sink, a qual é definida
como uma situagdo de diluigdo infinita, onde ndo ocorre a saturagio no
meio. De acordo com algumas referéncias, a concentragdo do farmaco
no meio de dissolucdo ndo deve exceder de 15 a 20% da sua
concentracdo na saturacdo. A auséncia de condiges sink pode resultar
em cinéticas de liberacdo imprevisiveis e supressdo dos perfis de
liberacdo (AMIDON et al., 1995). Assim para garantir que o ensaio de
liberacdo do naproxeno respeitasse as condi¢fes sink, a solubilidade do
farmaco foi determinada conforme escrito em 3.2.5.3 e foi igual a
892,03 + 1,09 pug/mL. A partir deste dado, a quantidade de microesferas
para 300 mL de meio de liberagdo foi estimada de modo a néo
ultrapassar a concentracdo correspondente a 20% da concentracdo de
saturacdo, ou seja, 178,41 pg/mL.

Para a obtencdo de resultados confidveis, o farmaco deve
permanecer estavel no meio de liberagdo durante o periodo de ensaio.
Assim, para avaliar a estabilidade do farmaco, uma solugédo contendo 20
pg/mL de naproxeno em meio fluido salivar simulado (FSS) foi mantida
em agitacdo magnética a temperatura ambiente por 36 horas. Os
espectros de varredura no UV do NPX em FSS, obtidos no tempo 0 e
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apés 36 horas, foram perfeitamente sobreponiveis, indicando que ndo
houve alteracfes no farmaco que comprometesse os estudos de liberagéo
(dados ndo mostrados).

4.4.3 Avaliacdo do perfil de liberacdo do naproxeno em meio de
fluido salivar simulado (FSS)

Os perfis de liberacdo do NPX a partir das formulagdes dos
hidrogéis de poloxamer 407 contendo as microesferas de P(3HB),
P(3HB)-co-P(3HV) e P(3HB),, assim como de suas blendas com AC
podem ser visualizados nas Figuras 30, 31 e 32, respectivamente.
Igualmente, perfis obtidos a partir do hidrogel sem a encapsulagdo nas
microesferas e de uma solugdo do farmaco livre, podem ser observados
nessas Figuras. Os pardmetros que caracterizam os perfis de liberagdo,
0s quais sdo o tempo para que ocorra 50% de liberacdo do farmaco
(ts096), &rea sobre a curva (ASC) e percentual de NPX liberado ap6s 36
horas, encontram-se sumarizados na tabela 13.

Como pode ser observado, todas as formulagdes foram capazes
de retardar a liberacdo do farmaco, visto que, quando a solucdo do
farmaco livre foi testada (NPX/PEG), cercade 70 a 80% do farmaco foi
transferido para o meio nas primeiras horas, sendo a velocidade
governada apenas pelo processo de difusdo através do saco de dialise.
Igualmente, a encapsulacdo do farmaco nas microesferas mostrou ser
efetiva no retardo da liberacdo. Quando o hidrogel de poloxamer 407
contendo o farmaco ndo encapsulado foi testado, o valor de tsq, foi
menor, quando comparado com o valores obtidos para as formulactes
contendo as microesferas. Quando os perfis de liberacdo obtidos a partir
dos hidrogéis contendo as microesferas sdo comparados, pode-se
observar que a liberacdo foi afetada pela presenca de AC na blenda,
sendo que a mais rapida liberagdo ocorreu quando as microesferas foram
preparadas unicamente com este polimero.
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Figura 30. Perfis de liberacdo de naproxeno obtido a partir de
microesferas preparadas usando PHB/Acetato de celulose.
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Figura 31. Perfis de liberacdo de naproxeno obtido a partir de
microesferas preparadas usando PHBV/Acetato de celulose.
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Figura 32. Perfis de liberacdo de naproxeno obtido a partir de
microesferas preparadas usando PHBr/Acetato de celulose.



116

Tabela 13. Percentagem de liberacdo do naproxeno a partir das formulacdes ap6s 36 horas de ensaio.

ts006 (D) ASC NPX liberado apés 36 h (%)

média (DP) média ( DP) Meédia (DP)
PHB o 8,94 (0,47) 1387,58 (12,27) 56,30 (1,55)
PHB/AC s0:50 8,08 (0,25) 1600,24 (11,38) 69,78 (0,96)
PHBV o 10,91 (0,26) 1882,69 (9,88) 71,17 (1,63)
PHBV/AC s50:50 7,92 (0,21) 2122,14 (16,43) 74,18 (0,71)
PHBr 100 6,61 (0,37) 1785,23 (5,51) 68,79 (0,87)
PHBr/AC 5050 6,15 (1,69) 1850,42 (36,95) 73,09 (3,27)
ACioo 8,09 (0,21) 1985,81 (13,64) 86,27 (0,42)
Farmaco livre 4,36 (0,25) nd 99,31 (0,85)
Hidrogel branco 5,54 (0,27) nd 88,17 (0,87)

n.d.: ndo determinado
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A comparacdo estatistica dos perfis de liberagdo foi realizada
pela ANOVA, empregando-se como varidveis dependentes, o tempo
para que ocorram 50% da liberacdo do farmaco (tsey) € a area sob a
curva (ASC) obtida até 30 horas de ensaio (Tabela 14 e 15,
respectivamente). A comparacdo entre os valores médios de tsqy € ASC
foi realizada mediante aplicacdo do teste de Tukey. O valor de diferenca
minima significativa entre duas médias foi calculado empregando a
equacao descrita no item 3.2.6.



Tabela 14. Analise da variancia referente ao aos valores de tsgq,

Origem de Variacdo SQ GL MQ Fealculado  Feritico
Tipo do PHA 28,8163 2 14,4081 212,8057 3,8853
Concentragdo do PHA 9,3169 2 4,6585 68,8048 3,8853
Tipo do PHA + Concentracdo do PHA 59204 41,4801 21,8607 3,2592
Dentro de grupos 0,8125 12 0,0677
Total 44,866 20  2,2433

Tabela 15. Andlise de variancia referente ASC.

Origem de Variacdo SQ GL MQ Fealculado  Feritico

Tipo do PHA 436.304,143 2 218.152,0715 38,4121 3,8853

Concentragdo do PHA 276.058,1408 2 138.029,0704 24,3041 3,8853

Tipo do PHA + Concentracdo do PHA  389.919,994 4  97.479,9985 17,1642 3,2592
Dentro de grupos 68.151,1298 12 5.679,2608

Total 1.170.433,4075 20 58.521,6704

118
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A anélise da variancia demonstrou que os valores de tso € de
ASC foram significativamente afetados pelo tipo de PHA e pela adi¢éo
de AC para formagdo da blenda, visto que para ambos os fatores o
valores de F. foram maiores que de Feitico, para um nivel de
significancia de 5% (Tabelas 14 e 15). Os valores de d.m.s obtidos apds
a aplicacdo do teste de Tukey foram 0,3556 e 102,99, para os valores de
tso0, € de ASC, respectivamente (LI = 0,05). Quando estes valores de
d.m.s. sdo usados para comparar os valores de diferenca entre as medias
do tsoe, pode-se concluir que ndo houve variacdo significativa na
formulacdo PHB:ACso.50 quando comparadas com as formulaces de
PHBV:ACs0.50 € ACi00. Este mesmo fato ocorreu na comparagao entre
as formulagbes de PHBV:ACsp:50 € ACioo (Tabela 16). Os valores de
d.m.s. foram comparados para as médias da ASC e estdo demonstrados
na Tabela 17. N&o houve diferenca minima significativa para as
formulacBes de PHBV,o, quando comparadas com as formulaces de
PHBr:AC nas proporc¢des 100:0 e 50:50 e entre as formulacdes PHBr 100
e PHBr:ACsg 5.



Tabela 16. Valores de diferenca entre as médias de tsqo

120

PHB:AC PHBV:AC PHBr:AC AC

Formulagbes 100:0 50:50 100:0 50:50 100:0 50:50 0:100

8,94 8,08 10,91 7,92 6,61 6,15 8,09

i o 100:0 8,94 - 0,86 197 1,02 2,33 2,79 0,85

a < 50:50 8,08 - 2,83 0,16* 147 193 0,01*

> 100:0 10,91 - 2,99 4,30 4,76 2,82

m

< 50:50 7,92 - 1,31 1,77 0,17*

N 100:0 6,61 - 0,46 1,48
@ O

T< 5050 6,15 - 1,94

2 0:100 8,09 -
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Tabela 17. Valores de diferenca entre as médias da ASC de NPX apds 36 horas de ensaio de liberacdo.

Formulactes PHB:AC PHBHV:AC PHBr:AC AC

100:0 50:50 100:0 50:50 100:0 50:50 0:100
1387,59 1600,24 1882,69 2122,14 178542 1850,42 1985,81

o 100:0  1387,58 - 212,66 495,11 734,56 397,65 462,84 598,23
<

@ 50:50  1600,24 - 282,45 521,90 185,18 250,18 385,57
[a

X 100:0  1882,69 - 239,45 92,27* 32,27* 103,12
m O

T < 5050 212214 - 336,74 271,72 136,33
B 100:0  1785,23 - 65,19* 200,58
29

a 5050  1850,42 - 135,39

0:100  1985,81 R

AC
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Os principais mecanismos que governam a liberacdo de um
farmaco a partir de um sistema de liberacéo séo a difuséo do farmacoe a
erosdo do sistema. Na prética, o perfil de liberagdo é resultante da
combinacdo desses dois mecanismos, podendo ser usados para descrever
a estrutura do sistema e a conduta da formulagdo. A velocidade de
liberacdo pode ser afetada por diversos fatores que envolvem as
caracteristicas fisicoquimicas da matriz polimérica, assim como as
propriedades do farmaco e polimero (ZHU & FREIBERG, 2004). A
compatibilidade entre polimeros, levando a formacdo de uma matriz
polimérica homogénea e com estrutura mais amorfa, pode levar ao
maior controle da liberacdo do farmaco em comparagdo com polimeros
cristalinos. Outro fator importante que afeta a liberacdo refere-se ao
tamanho das particulas. De modo geral, quanto menor o tamanho, menor
é a rota difusional para que ocorra transferéncia do farmaco do interior
da particula para o meio e, portanto, mais rapida é a liberacdo (LlI;
ROUAUD; PONCELET, 2008). Este fator pode ter contribuido para os
resultados obtidos neste trabalho, pois tanto as microparticulas
preparadas a partir da blenda como aquela com o P(3HB)r de massa
molar reduzida exibiram menores tamanhos, quando comparado as
particulas obtidas de P(3HB), unicamente.

No desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada, a
aplicacdo de modelos matematicos representa uma importante
ferramenta para o entendimento dos mecanismos envolvidos, além de
fornecer dados que podem ser usados para simular o efeito dos
parametros estudados sobre a cinética de liberacdo. Os mecanismos
mais descritos incluem a difusdo fickniana, intumescimento e
erosdo/degradacdo da matriz polimérica. Considerando que os polimeros
das microesferas sdo hidrofobicos, ndo hé erosdo/degradacdo da matriz
e, desta maneira, os modelos de Higuchi e Korsmeyer-Peppas foram
aplicados. Para efeito de comparacdo os modelos de ordem zero e
primeira ordem também foram aplicados (Tabelal8).
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Tabela 18. Modelos mateméticos aplicados aos hidrogéis contendo as
microesferas.

Modelo Equacéo
Zero Ordem F=kot
Primeira Ordem In (1-F)=-k¢

Higuchi F=kut"?

Korsmeyer-Peppas F=Kkgpt"
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Tabela 19. Coeficientes de correlagdo dos modelos mateméticos aplicados das amostras.

Modelo matematico

Zero ordem Primeira ordem Higuchi Korsmeyer-Peppas

PHB g0 0,9245 0,9661 0,9902 0,9211 (0,4173)
PHB:ACsq.50 0,9488 0,9156 0,9786 0,9823 (0,6208)
PHBV 190 0,9204 0,9585 0,9967 0,9918 (0,5797)
PHBV:AC:sq:50 0,9438 0,9766 0,9786 0,9822 (0,6208)
PHBr 1o 0,8529 0,9225 0,9716 0,9712 (0,6235)
PHBr:ACsq:50 0,8462 0,9123 0,9679 0,9882 (0,6415)
ACiqo 0,9808 0,9780 0,9650 0,9833 (0,5294)

Nas equacOes: F é afracdo de farmaco liberado no tempo t. ko, k¢, K, € kk.p S80 constantes de velocidade de
liberacdo obtidas a partir dos modelos matemaéticos e n € o expoente de liberacdo do modelo matemético de
Korsmeyer-Peppas (COSTA; LOBO, 2001)
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Os altos coeficientes de correlagdo obtidos ap6s a linearizagdo
dos perfis de liberacdo de acordo com os modelos de Higuchis e
Korsmeyer-Peppas (liberacdo até 60% do farmaco) indicam que o
farmaco é liberado principalmente por um processo de difusdo (Tabela
19). Ainda pode-se observar, a partir do coeficiente “n” da equagdo de
Korsmeyer-Peppas, que o hidrogel contendo as microesferas PHB;qo
apresenta uma liberacdo governada por um mecanismo de difusdo
fickiniana (n = 0,45), enquanto para as demais formulag@es, a liberacdo
¢ governada por mecanismo de transporte anémalo (0,45 < n > 0,89)
(COSTA; LOBO, 2001). Deve-se salientar que o poloxamer forma um
hidrogel no meio de liberacdo que pode atuar como barreira para a
difusdo do farmaco. Portanto, este aspecto pode ter contribuido para o
mecanismo responsavel pela liberagdo do NPX a partir das formulagdes
testadas. A auséncia de degradacdo ou erosao das microparticulas apos
ensaio de liberagdo corrobora com os resultados obtidos na modelizagéo
matematica dos perfis de liberacdo, como pode ser observado nas
micrografias obtidas por MEV (Figura 33).
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PHB:ACs¢:50

10KV X8,000  2um

PHBV:AC50;50

10kV  X8,000 2um

10kV ~ X8,000 2um

10kV  X8,000 2um

PHBT:AC50;5Q

!' 10kV __ X8,000 2um 10kV  X8,000 2um

AClO 10KV X8,500 2pm

Figura 33. Micrografias obtidas por MEV das microesferas ap6s o
ensaio de liberacdo in vitro.
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5. CONCLUSOES
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A preparacdo das microesferas de PHA e acetato de celulose
contendo naproxeno pela técnica de emulsdo e evaporacdo do
solvente mostrou ser viavel e de simples execucao.

Pode-se concluir que a técnica de reducdo empregada promoveu
a reducdo da massa molar do polimero de maneira eficiente
obtendo uma ampla distribuicdo de massas molares.

O método analitico de absor¢do no UV para a determinagdo do
teor de naproxeno nas microesferas provou ser sensivel, linear,
preciso, exato e robusto.

Altos valores de eficiéncia de encapsulagdo e teor de naproxeno
foram obtidos para as microesferas com concentracdo maior de
PHA. Pode-se sugerir que o baixo valor obtido na formulacéo
de acetato de celulose é resultado de uma solubilizagdo parcial
do naproxeno no meio.

As microesferas exibiram formato esférico, entretanto, as
formulagdes de P(3HB) e P(3HB)r apresentaram superficie
rugosa.

Os valores de tamanho de particula das microesferas variam
entre 6,145 e 16,266 um, dependendo da formulacdo testada. A
reducdo da massa molar do P(3HB) e a adicdo do acetato de
celulose provocaram a redugdo do didmetro médio das
particulas. Este efeito pode estar relacionado a uma menor
viscosidade nas fases orgénicas na preparacéo das microesferas.

A presenca de interagdes entre os polimeros e o farmaco foram
visualizados por calorimetria  exploratoria  diferencial;
observou-se uma queda na temperatura de fusdo nas
formulacBes contendo acetato de celulose na sua composicdo
em comparagdo ao polimero puro, indicando a miscibilidade do
sistema.

Os estudos de difracdo de raios-x sugerem que apenas uma
pequena fragdo da porcdo cristalina das amostras é de
naproxeno na sua forma cristalina original, indicando a
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presenca do naproxeno nas microesferas no seu estado
molecular.

Os géis preparados com poloxamer apresentaram um
comportamento gelificante termorreversivel. Os dados do
estudo reolégico indicam que os géis apresentam carater nao
newtoniano e pseudoplastico.

A liberacio do naproxeno a partir das microesferas variou de
56,30 a 86,27% apds 36 horas de experimento. Comparando as
formulagBes dos hidrogéis contendo as microesferas, pode-se
observar que aquela utilizando o P(3HB) apresentou maior
retardo na liberacdo do farmaco. A andlise de varidncia mostrou
gue a liberagdo do naproxeno foi significativamente afetada
pelo tipo de PHA e pela proporcdo PHA/acetato de celulose na
blenda.

Os modelos matematicos aplicados permitiram avaliar o
mecanismo de liberacdo do farmaco da microesfera no fluido
salivar simulado. Os resultados indicaram que o farmaco é
liberado principalmente por um processo de difusdo. Entretanto,
a presenca do hidrogel pode ter contribuido para a obtencédo de
um mecanismo de transporte andmalo na maioria das
formulacBes testadas.

A encapsulagdo do naproxeno em microparticulas permitiu o
controle da liberagdo do farmaco. Apesar de ndo haver uma
alteracdo significativa na liberacdo com a reducdo da massa
molar ou com a utilizagdo do copolimero, a formacdo da blenda
permitiu modular a liberacdo e as caracteristicas fisico-quimicas
das microesferas. A incorporagdo das microparticulas em um
hidrogel termossensivel mostrou ser uma estratégia promissora
para a obtencdo de uma forma farmacéutica de administracdo
periodontal do naproxeno.
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