UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CAMPUS SOROCABA

PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM CIENCIAS DOS MATERIAIS

Kelly Fernanda Martins

Obtencao e caracterizacdo de microesferas do copolimero PLDLA

contendo Paclitaxel

Sorocaba, 2013



Kelly Fernanda Martins

Obtencao e caracterizacdo de microesferas do copolimero PLDLA

contendo paclitaxel

Dissertacdo apresentada ao Curso de Mestrado
da Universidade Federal de S&o Carlos, como
requisito para a obtencdo do titulo de Mestre em

Ciéncias dos Materiais.

Orientador: Proff Dr? Eliana Aparecida de

Rezende Duek

Sorocaba, 2013



FOLHA DE APROVACAO

KELLY FERNANDA MARTINS

"OBTENCAO E CARACTERIZAGAO DE MICROESFERAS DO
COPOLIMERO PLDLA CONTENDO PACLITAXEL"

Dissertagdo apresentada ao Programa de
Pés-Graduagdo em Ciéncia dos Materiais
- PPGCM, para obtengdo do titulo de
mestre em Ciéncia dos Materiais. Area de
concentragio Nanociéncia ¢
Nanotecnologia  de  Materiais, da
Universidade Federal de Sdo Carlos.
Sorocaba, 05 de fevereiro de 2013.

Orientador(a)

== ke

Prof (a). Dr.(a) Eliana Aparecida de Rezende Duek
PUC — Pontificia Universidade Catolica de SP/campus Sorocaba

Examinador(a)

.

Prof (a). Dr. (a) Fabio de Lima Leite
UFSCar — Universidade Federal de Sio Carlos, campus Sorocaba

Examinador(a)

Prof (a). Dr.(a) Adriana Cristina Motta
PUC — Pontificia Universidade Catolica de SP/campus Sorocaba




Martins, Kelly Fernanda
M3B6o Obtencio e caracterizacio de microesferas do copolimero PLDLA
contendo paclitaxel [ Kelly Fernanda Martins. — — Sorocaba, 2013.
77 £ :1l (color.);: 28 cm

Dissertacio (mestrado) - Universidade Federal de Sdo Carlos, Campus
Sorocaba, 2013

Orientador: Eliana Aparecida de Rezende Duek

Banca examinadora: Fibio de Lima Leite, Adriana Cristina Motta

Bibliografia

1. Biomateriais. 2. Polimeros (Materiais). 3. Microesferas —uso
terapéutico. 4. Sistemas de liberacio de drogas — métodos. I Titulo. IL
Sorocaba - Universidade Federal de Sio Carlos.

CDD 610.28

Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca do Campus de Sorocaba.



DEDICATORIA

A Deus em quem deposito toda minha confianca . Obrigado por iluminar a minha vida e guiar o

meu caminho.

A minha mie Vanda, agradeco pelo carinho, amor e pelos valores e ensinamentos de vida que

sempre me proporcionou. Agradeco pela mae maravilhosa que tenho.

As minhas irmas Kassandra e Luiza, pelos momentos maravilhosos e especiais que sempre

passamos juntas.
Aos meus avos Valdir e Amelia, pelo carinho e dedicacdo que sempre tiveram comigo.

A0 meu esposo, e grande amor, Diego, por sempre me apoiar e acreditar em mim. Agradeco pelo

seu amor, pela sua paciéncia e pelos seus valores de vida.



AGRADECIMENTOS

A minha orientadora, Prof2. Dr2. Eliana Duek, por me apoiar € me ensinar o que € ser uma
pesquisadora. Agradeco pela sua amizade e por me proporcionar muitas oportunidades e

ensinamentos que contribuiram muito para minha vida pessoal e profissional.

A toda equipe do Laboratério de Biomateriais, pos-doutorandos, doutorandos, mestrandos,

alunos de iniciacéo cientifica, apoio técnico, pelo carinho e amizade que sempre tiveram comigo.
Ao amigo e doutorando André Messias, pela amizade e valiosas contribuicdes para realizacdo
desse trabalho. Obrigado pelas longas conversas que sempre tivemos. Aprendi muito com vocé

nestes trés anos de convivéncia. Vocé é um amigo muito valioso para mim .

Ao Laboratorio Multiusuérios de Microscopia Eletronica de Varredura (LabMEV-Unicamp),

pelas imagens de microscopia eletrénica.

Ao Instituto de Quimica da Unicamp pelas orientacGes sobre as analises de espalhamento de luz.
A empresa farmacéutica LIBBS, pela doag&o do quimioteréapico paclitaxel.

Ao Prof. Dr. Fabio de Lima Leite, coordenador do Laboratorio de Nanoneurobiofisica e
Nanomedicina da Universidade Federal de Séo Carlos- Campus Sorocaba, pelas analises de

microscopia de forca atdmica.

As pesquisadoras Adriana Motta e Priscyla Marcatto, pelo apoio, amizade, incentivo e

principalmente pelas valiosas contribuicdes para o desenvolvimento deste trabalho.
Aos amigos da Programa de P6s Graduacdo em Ciéncia dos Materiais, Diego, Juliana, Cristiane,
Thiago e Carolina. Obrigado pelas contribuicdes de cada um tanto para minha dissertacdo,

quanto para minha vida.

A CAPES pelo apoio financeiro.



O valor das coisas ndo esta no tempo que elas duram,
mas na intensidade com que acontecem.
Por isso existem momentos inesqueciveis,
coisas inexplicaveis e pessoas incomparaveis.

Fernando Sabino



http://pensador.uol.com.br/autor/fernando_sabino/

Vi

RESUMO

MARTINS, Kelly Fernanda, Obtencdo e caracterizacdo de microesferas de copolimero
PLDLA contendo paclitaxel, Sorocaba, Universidade Federal de S&o Carlos, 2013.
Dissertagdo (Mestrado).

Uma forma de minimizar os efeitos colaterais de quimioterapicos concomitantemente ao
processo de potencializacdo de sua acdo teraupéutica é emprega-los em dispositivos de
liberacdo controlada de drogas, por meio de veiculos, como microesferas poliméricas, que
agem como carreadores de farmacos, modificando seu perfil de distribuicdo no organismo.
O paclitaxel (Taxol®) é um quimioterapico utilizado principalmente no tratamento do
cancer de ovario, mama, pulmdo e bexiga. Devido a sua relevante acdo antimitética e
antiproliferativa, existe potencial interesse de seu uso na terapia do cancer, porém o
sucesso de sua aplicacéo clinica é limitado devido sua baixa solubilidade em agua e sua
acdo toxica. O objetivo desse estudo foi o de obter e caracterizar, fisico-quimicamente,
microesferas do copolimero biorreabsorvivel e biocompativel poli(L-co-D,L &cido lactico)
(PLDLA) encapsulando o quimioterapico paclitaxel. A técnica de simples emulsdo
permitiu a obtencdo de microesferas na forma esférica, verificado por microscopia
eletronica de varredura (MEV) e microscopia de forca atdmica (AFM). O tamanho médio
das microesferas de PLDLA puro e contendo paclitaxel, foi, respectivamente, de
10,3um+1,7 e 12,7um=1,3, obtidos pela técnica de espalhamento de luz laser (LLS). Ja o
ensaio de calorimetria diferencial exploratoria (DSC), sugere que o farmaco paclitaxel esta
disperso de forma homogénea nas microesferas de PLDLA. A eficiéncia de encapsulagéo
do paclitaxel nas microesferas de PLDLA foi de 98,0%=0,3, obtidos pela cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC). O estudo de liberacdo do farmaco in vitro realizado no
HPLC apresentou liberacdo inicial em explosdo, seguida de uma liberacdo mais lenta,
caracteristicas de microesferas que apresentam didmetros variados. As microesferas de
PLDLA liberaram 90%z4,0 do farmaco paclitaxel até o 30° dia de estudo enquanto se
degradavam. Assim, as microesferas de PLDLA obtidas sdo dispositivos promissores
como carreadores do paclitaxel, com potencial para futura aplicacdo em sistemas de

liberacdo de farmacos.

Palavras-chave: PLDLA, Microesferas, Paclitaxel, Quimioterapico.
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ABSTRACT

MARTINS, Kelly Fernanda, Obtaining and characterization of the copolymer PLDLA
microspheres containing paclitaxel, Sorocaba, Universidade Federal de S&o Carlos, 2013.
Dissertacdo (Mestrado).

In order to minimize the side effects of chemotherapy concurrently with the enhancement
of its therapeutic action is to use it on devices that enable a controlled drug release, by
vectors, such as polymeric microspheres, which act as a drug carrier, modifying its
distribution pattern in the organism. Paclitaxel ((Taxol®) is a drug used primarily in the
treatment of ovarian, breast, lung and bladder cancer. Due to its antimitotic and
antiproliferative action, there is a potential interest in cancer therapy. However, the
success of this clinical application is limited to low solubility in water and toxic action.
The objective of this study was to obtain and characterize physic-chemically the
bioresorbable and biocompatible copolymer poly (L-co-D, L lactic acid) (PLDLA)
microspheres encapsulating the paclitaxel chemotherapy. The simple emulsion technique
allowed to obtain spherical microspheres, verified by scanning electron microscopy
(SEM) and atomic force microscopy (AFM). The average size of the microspheres PLDA
pure and containing paclitaxel were, respectively, 10.3 um + 1.7 and 12.7 um %= 1.3,
obtained by the technique of laser light scattering (LLS). Moreover the essay of
differential scanning calorimetry (DSC) suggests that the drug paclitaxel is
homogeneously dispersed in the microspheres PLDLA. The encapsulation efficiency of
the microspheres PLDLA paclitaxel was 98.0% =+ 0.3, obtained by high performance
liquid chromatography (HPLC). The in vitro release study performed on HPLC showed
initial burst release followed by a slower release, which characterizes large diameter
distribution systems. PLDLA microspheres released 90% =+ 4.0 of the drug paclitaxel up to
30" day of study while the degradation process occurred. Thus, the microspheres obtained
PLDLA devices are promising as carriers of paclitaxel, with potential for future

applications in drug delivery systems.

Keywords : Microspheres, PLDLA, Paclitaxel, Chemotherapeutic.
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Capitulo 1

INTRODUCAO

O aumento mundial do nimero de casos de cancer tem provocado uma corrida dos
pesquisadores na busca de solugdes para cura e/ou controle desta patologia. Apesar da
existéncia de inumeros produtos farmacéuticos, naturais ou sintéticos, utilizados no
tratamento das neoplasias, as particularidades biol6gicas inerentes a cada tipo de tumor,
juntamente com a resisténcia aos quimioterdpicos que as células tumorais podem
desenvolver, impulsionam a pesquisa de novos produtos com acdo antineoplasica
(OSTROWSKI et al., 2009).

O poli (L-co-D, L éacido lactico), PLDLA, é um copolimero que vem sendo
estudado pelo grupo de Biomateriais da PUC-SP para diversas aplicacdes na area médica,
devido suas caracteristicas como biocompatibilidade (gerando resposta inflamatéria
minima quando em contato com o organismo), ser hidroliticamente degradado gerando
produtos nédo toxicos para o organismo, alem de ser biorreabsorvivel ( polimero passivel
de degradacdo pela diminuicdo da cadeia macromolecular, cujos subprodutos séo
reabsorvidos in vivo, isto é, eles sdo quebrados em moléculas que podem seguir as rotas
metabolicas do organismo. Assim sendo, o PLDLA é degradado pela quebra de suas
ligacOes ésteres, gerando, como ultimo subproduto, moléculas de &cido latico, as quais sao
incorporadas ao ciclo de Krebs, que apds sofrerem a acdo metabolica do organismo, sdo
transformados em CO, e H,O ( MOTTA & DUEK, 2008).

A obtencdo de microesferas poliméricas utilizadas na encapsulacdo de
quimioterapicos representa uma alternativa para associar o farmaco a um sistema que
permita manter suas propriedades fisico-quimicas sem alterar sua estrutura quimica. Os
farmacos, quando encapsulados no interior de matrizes poliméricas, ndo estdo prontamente
disponiveis para o sistema biol6gico como quando em solucdo. Assim, o farmaco sera
liberado ap6s o inicio do processo de degradacdo do polimero, por isso o polimero
utilizado na preparacdo das microesferas deve ser biocompativel e hidroliticamente
degradado quando em contato com o organismo ( SCHAFFAZICK & GUTERREZ,
2003).

O uso de microesferas poliméricas no tratamento do cancer vem sendo estudado
pelos pesquisadores como um sistema de liberacdo controlada de farmacos e representa

uma das fronteiras da ciéncia, a qual envolve diferentes aspectos multidisciplinares



podendo contribuir muito para o avan¢o da salde humana. Os sistemas de liberag&o,
freqientemente descritos como “drug delivery systems”, oferecem iniimeras vantagens
quando comparados a outros de dosagem convencional, destacando-se, maior eficacia
terapéutica, com liberacdo progressiva e controlada do farmaco, a partir da degradacdo da
matriz polimérica; diminuicdo significativa da toxicidade e maior tempo de permanéncia
na circulacdo; administracdo segura (sem reacdes inflamatdrias locais) e conveniente
(menor nimero de doses); direcionamento a alvos no organismo (células, tecido ). Dessa
forma a obtencdo e a caracterizacdo de dispositivos microparticulados representa uma
alternativa no tratamento do inimeras patologias, principalmente no encapsulamento de
quimioterapicos. (JABR-MILANE et al, 2008).

Dentre os quimioterapicos utilizados destaca-se o paclitaxel, o qual foi aprovado
pelo FDA em 1992 para uso no tratamento do cancer de ovarios, mama, pulméo e bexiga .
O paclitaxel é pouco solivel em &gua, por isso € solubilizado em Cremophor para ser
utilizado atualmente no tratamento de quimioterapia, aumentando os efeitos colaterais,
destacando supressdo da medula dssea, nduseas e vomitos, hipersensibilidade, infeccdes,
perda de cabelo, diarréia, mucosite e reacdes de hipersensibilidade em alguns casos
(SINGLA et al., 2002) .

Uma estratégia para reduzir os efeitos colaterais do paclitaxel pode ser a
encapsulacdo dessa droga antitumoral em microesferas poliméricas visando aumentar a
biodisponibilidade desse farmaco, proporcionando um dispositivo que permita uma
administracdo clinica com menos efeitos colaterias ( LINKOV et al, 2008; BRIGER et
al,2002).

Diante do exposto o presente trabalho teve como objetivo a obtencdo e a
caracterizacdo de microesferas do copolimero PLDLA, contendo paclitaxel com potencial

para futuras aplicacdes em sistemas de liberacdo de farmacos.



1.1 OBJETIVOS:

1.1.1 Geral
Obter e caracterizar microesferas poliméricas do copolimero PLDLA contendo

paclitaxel, com potencial para futura aplicacdo na liberacdo de medicamentos.

1.1.2 Especificos

Obter microesferas do copolimero biodegradavel PLDLA, pelo método de simples
emulsdo seguida da evaporacédo do solvente.

Encapsular o farmaco lipofilico paclitaxel nas microesferas de PLDLA, pelo
método de simples emulsdo seguida da evaporacao do solvente.

Caracterizar as microesferas quanto ao didmetro, morfologia, propriedades

térmicas, eficiéncia de encapsulamento, e cinética de liberacdo in vitro do paclitaxel.



Capitulo 2

FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1 Sistema de liberagdo Controlada de Drogas.

O uso de sistemas de liberacdo controlada de farmacos representa uma das areas
multidisciplinar da ciéncia, que tem crescido rapidamente nos Gltimos anos, pois promove
reducdo da toxicidade, melhor eficacia do tratamento quando comparado ao sistema
convencional de administracdo de medicamentos (KUMAR, 2000; LASSALE &
FERREIRA, 2007).

A liberacdo controlada de farmacos tem despertado grande interesse de
pesquisadores, pois oferece inlmeras vantagens em relagdo ao sistema convencional de
dosagem de medicamentos. Entre elas pode-se citar a reducdo da toxicidade, onde o
farmaco é mantido a um nivel terapeuticamente desejavel no plasma, uma maior
conveniéncia para 0s pacientes, uma vez que os efeitos colaterais gerados pelo sistema
convencional de administragdo do medicamento podem ser minimizados pelas pequenas
quantidades do principio ativo que o sistema de liberacdo controlada aplica. Do ponto de
vista econdmico sistemas de liberacdo controlada de medicamentos sdo potencialmente
mais baratos pois geram uma maior eficiéncia de aplicacdo do farmaco, (KUMAR, 2000).

Quando um farmaco é administrado no organismo, apenas uma pequena fracdo da
dose atinge o tecido alvo, sendo que a maior parte & desperdicada, devido a sua
distribuicdo por outros tecidos e a sua metabolizacdo ou excrecdo antes de atingir o local
de acdo. ( KUMAR, 2000; MUNDARG et al, 2008).

A liberacdo controlada implica a associacao, quimica ou fisica, dos farmacos com
materiais biocompativeis em sistemas que, quando administrados in vivo, tenham a
capacidade de controlar a liberagdo do farmaco e/ou conduzir o farmaco até ao sitio
especifico em que este deve atuar. Neste contexto, o termo “farmaco” engloba todos
compostos bioativos administrados com intuito terapéutico, desde moléculas de baixo
peso molecular a proteinas e a material genético ( AZEVEDO, 2002, RAWAT, 2006).

Uma forma de modificar e melhorar a biodistribuicdo de farmacos € associa-los a
carreadores, como Vvesiculas lipidicas, lipossomos, micro/nanoparticulas poliméricas
(figura 2.1 , tabela 2.1). Ao associar um farmaco em um carreador as suas propriedades

cinéticas podem ser modificadas para melhorar sua resposta farmacoldgica. Desse modo, a



associacdo de farmacos a esses carreadores apresenta diversas vantagens em relagdo em
relagéo ao tratamento convencional : (AZEVEDO, 2002 ; RAWAT, 2006)

a) Diminuicédo da toxixidade;

b) Maior eficicia terapéutica devido a liberacdo progressiva e controlada do

farmaco;

c) Alvo—especificidade, isto é os carreadores podem ser direcionados ao local de

acdo da droga;

d) Maior tempo de permanéncia do farmaco na circulagdo;

e) Administragdo conveniente e segura;

f) Reducéo das dosagens de farmaco empregada;

g) Reducéo do custo da terapia.

Os sistemas de carreadores utilizados no processo de liberacdo controlada de
farmacos, podem ser aplicados, principalmente em formulagdes, onde principio ativo
requer mais do que uma aplicacédo ao dia no paciente para atingir a eficacia do tratamento.
Deste modo, a droga € liberada de maneira lenta e gradual, permanecendo por um maior
periodo de tempo no organismo , diferentemente do que aconteceria com as formulacgdes
convencionais. (RAWAT, 2006)

Além disso, para a maioria dos farmacos utilizados atualmente, a atividade contra
certas doengas, ndo € baseada na sua capacidade de acumular-se seletivamente no 6rgéao
patologico, tecido ou célula. Usualmente, o agente farmacoldgico € uniformemente
distribuido pelo organismo. Assim, para alcancar o sitio de acdo, o farmaco precisa
atravessar muitas barreiras bioldgicas, tais como outros 6rgaos, células e compartimentos
intracelulares, onde o farmaco pode ser inativado ou induzir efeitos indesejados nos
Orgaos e tecidos que nao envolvem processos patologicos. (BAJPAI et al, 2008).

Portanto para alcancar a concentracdo terapéutica requerida do farmaco em certo
compartimento do organismo, deve-se administra-lo em grandes quantidades, dessa forma
a concentracdo do ativo na corrente sanguinea apresenta uma aumento, atinge um pico
méaximo e entdo declina. Desde que cada composto sempre possui uma faixa de acdo
terapéutica acima da qual ela é toxica e abaixo da qual ela é ineficaz, os niveis plasmaticos
sdo dependentes das dosagens administradas. Isto sera problematico se a dose efetiva
estiver proxima a dose toxica e também pelo fato de haver acimulo de farmaco e ou
metabolitos também toxicos. (DASH & CUTWORTH, 1998; BAJPAI et al, 2008 ).

Desse modo, o objetivo de uma liberacdo controlada € manter a concentracdo do

farmaco entre estes dois niveis ( ou seja, na faixa terapéutica ), por um tempo prolongado,



utilizando-se de uma Unica dosagem. A diferenca da variagdo de concentragdo plasmatica

efetiva em funcdo do tempo, entre sistemas convencionais e liberagdo controlada, pode ser

e Nano/Microesferas
@ Nano/Microcapsulas

o/Microparticulas Poliméricas

visualizado na figura 2.2.
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Figura 2.1: Principais carreadores de ativos utilizados na liberacéo controlada de
farmacos , modificado de RAWAT et al, 2006.

Os materiais de natureza lipidica, inorganica e polimérica tém sido utilizados como
suportes no sistema de liberacdo controlada de farmacos. Destes, os materiais poliméricos
estdo sendo bastante investigados pelos pesquisadores na obtencdo de dispositivos para

serem utilizados como carreadores de farmacos. (PARK et al, 2005).



Tabela 2.1 Diferentes carreadores de ativos e suas principais aplica¢ées,modificado
de RAWAT et al, 2006.

SISTEMA CARREADOR | ATIVO APLICACOES

Nanotubo de carbono Cisplatina Terapia génica
Oligonucleotideo

Lipossomos Oligonucleotideo Antitumoral
Anfotericina B Antifungico

Particulas lipidicas s6lidas | DNA Terapia génica
Tretinoina

Nano/Microparticulas Doxorrubicina Antitumoral

poliméricas B caroteno Antioxidante
Diclofenaco Anestésicos

Micelas Indometacina Antitumoral
Doxorrubicina Regeneracéo Tecidual

Dendrimeros Ceramida Antitumoral
Doxorrubicina

3

=

5

g Faixa

:-é Terapéutica

g Dosel  Dose2 v \_/" Faixa Sub-
Dose 3 Dose 4 terapdutica

Tempo

Administracdo Convencional
Administracdo com Liberacdo Controlada

Figura 2.2: Perfis de liberacédo de droga em funcéo do tempo : convencional x
controlada, adaptado de DASH & CUTWORTH , 1998 .




2.2 Poli (L-co-D,L &cido l4ctico) - PLDA

Biomateriais sdo todos os materiais de origem natural ou sintética que interagem
em contato com tecidos vivos a fim de direcionar, complementar ou substituir as fungdes
destes, minimizando os efeitos indesejaveis ou rejeicdo (BET et al., 2003).

A sintese de novos polimeros tem proporcionado um grande avango na tecnologia
farmacéutica, no desenvolvimento de dispositivos para serem utilizados como carreadores
em sistemas de liberacdo de farmacos . Na obtencdo destes sistemas, polimeros naturais
biodegradaveis podem ser utilizados (tabela 2.2 ).

Além dos polimeros de origem natural, polimeros sintéticos biodegradaveis (tabela
2.2) também séo utilizados tendo seu uso aumentado nas duas Ultimas décadas. Dentre 0s
polimeros sintéticos biorreabsorviveis e biodegradaveis encontram-se os poli(a-hidroxi
acidos), representantes de uma classe de poliésteres alifaticos sintéticos, os quais fazem
parte o poli(acido glicélico) (PGA), poli(acido latico) (PLA), poli(acido lactico-co-acido
glicolico) (PLGA), poli(-caprolactona) (PCL), seus copolimeros e outros. (BARBANTI et
al., 2005). Estes sdo considerados uma das familias de polimeros mais promissoras na area
médica (ELKE, 2003), sendo utilizados em um amplo nimero de aplicacbes no corpo
humano, tais como, suturas cirargicas, sistemas para liberacdo controlada de drogas, peles
artificiais, na regeneracdo das lesdes nervosas periféericas, veias e artérias artificiais e
dispositivos ortopédicos (ELKE, 2003, MOTTA & DUEK, 2008).

Entre os polimeros mais utilizados como carreadores de medicamentos se
encontram os poli os poli(a-hidroxi-acidos) e seus copolimeros, sendo possivel a obtencao
de materiais com diferentes propriedades mecanicas, e diferentes taxas de degradacdo, de
acordo com as diferentes proporcdes de mondémeros usadas nas sinteses destes
copolimeros. O processo de biorreabsorcdo desses polimeros ocorre através da hidrolise de
suas ligacdes ésteres em contato com fluidos corpéreos , originando produtos na forma de
oligbmeros soluveis e nao toxicos, que apos sofrerem a acdo metabdlica do organismo sdo
transformados em CO, e H,0 ( figura 2.3).

O poli (acido lactico) existe em duas formas quimicas especificas : poli(L-acido
lactico) e poli(D,L é&cido lactico), passiveis de serem combinadas para formar um
copolimero com propriedades diferentes daquelas exibidas por cada um desses polimeros
isolados. Trata-se portando do copolimero Poli( L-co-D,L acido lactico)- PLDLA (figura

2.4), nas proporcdes 70:30 sintetizado pelo grupo do laboratério de Biomateriais da PUC-



SP, um copolimero amorfo que retne em si caracteristicas importantes para os sistemas

empregados na liberagéo controlada de drogas.

Tabela 2.2 Polimeros utilizados em sistemas de liberacdo de medicamentos
(modificado de SWATI et al, 2012).

Origem Natural Polimeros
Baseado em proteinas Colageno, albumina, gelatina
Polissacariseos Agarose, alginato, &cido hialurdnico,

dextrana, quitosana, ciclodextrina

Origem Sintética

Poliésteres Polo-acido lactico (PLA), poli-acido
glicdlico (PGA), copolimero de
acido lactico e glicolico (PLGA),

poli-caprolactona, poli-dioxanona

Polianidridos Poli-acido  sebacio, poli-acido
adipico, poli-acido terafitalico

Poliamidas Poli-amino  carbonato, poli-acido
amino
Baseado em fdsforos Poli-fosfatos, poli-fosfonatos

Agua
PLDLA _ 7943 | acido lactico

|

piruvato
CO, H
acetil CoA
ciclo dos acidos citrato
tricarboxilicos co,

7
transporte de elétrons e - ATP
fosforilacdo oxidativa H,0

Figura 2.3: Degradacao Bioquimica do PLDLA, adaptado de BARBANTI et al, 2005.
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Figura 2.4: Estrutura quimica do PLDLA, adaptado de MOTTA & DUEK, 2007.

2.3 Particulas Poliméricas

A utilizacdo de particulas enquanto veiculos para a libertacdo controlada de
farmacos, especialmente nano e microparticulas poliméricas, é e tem sido alvo de muita
investigacdo (PARK et al, 2005).

O termo nano/microparticulas para aplicacGes farmacéuticas, estd relacionado ao
tamanho da particula que esta se referindo. Particulas com tamanho menor que 1pm sdo
consideradas nanoparticulas (SOPPIMATH et al, 2001), enquanto que as particulas
maiores sdo denominadas microparticulas. O termo nano/microparticula inclui as
nano/microcapsulas e as nano/microesferas, as quais diferem entre si segundo a
composicdo e organizagdo estrutural. As nano/microcapsulas sdo constituidas por um
involucro polimeérico disposto ao redor de um nucleo oleoso adsorvido a parede
polimérica. Por outro lado, as nano/microesferas, que nao apresentam Oleo em sua
composicao, sdo formadas por uma matriz polimérica, onde o farmaco fica retido (JANG
et al, 2007; SOPPIMATH et al, 2001). A figura 2.5 ilustra particulas (
nano/microcapsulas) e ( nano/microesferas ) poliméricas utilizadas no carreamento de

ativos.

Nano/Microcapsulas
Parede .{J’ = \; w & = QQ
polimérica oy | O / &
Hioco B} ¥
p | oF§ % O
Nicko—» o o4 B
oleoso N X "‘:_,0_‘,/_-,_0” :
) Farmaco
Farmaco ) b)

Figura 2.5: Particulas poliméricas utilizadas no carreamento de ativos,
SCHAFFAZICK & GUTERREZ, 2003
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A utilizacdo de nano/ microparticulas poliméricas em estudos envolvendo a
entrega de drogas tem crescido muito nos Gltimos anos. Esses materiais sdo altamente
versateis, pois suas propriedades fisico-quimicas podem ser controladas de acordo com
sua a composicdo e com 0s seus grupos funcionais terminais. A producdo de
nano/microparticulas de polimeros biorreabsorviveis, dentre eles o poli (&cido latico),
PLA, poli (acido-latico-co-acido glicélico) PLGA e o poli (-caprolactona) PCL, tem
despertado o interesse dos pesquisadores no estudo do mecanismo da liberagdo controlada
de farmacos, pois estas sdo biocompativeis, mecanicamente resistentes, faceis de fabricar,
oferecem flexibilidade na dosagem do farmaco encapsulado, sdo degradadas por reacdes
simples de hidrdlise, produzem produtos ndo tdxicos e apresentam uma alternativa na
reducédo da toxicidade de inimeras terapias (SCHAFFAZICK & GUTERREZ, 2003).

As nano/microparticulas poliméricas podem agir como um veiculo de droga capaz
de atingir tecidos tumorais ou celulas, enquanto protege a inativacdo prematura da droga
durante o seu transporte. A encapsulacdo permite uma melhora da estabilidade da droga,
em decorréncia da sua protecao (condicdes de estocagem) e reducdo dos efeitos toxicos ou
adversos. O principal interesse desses vetores coloidais baseia-se na melhora do efeito
terapéutico pelo direcionamento das moléculas ativas em seus sitios de acdo (LEE &
YUK, 2007).

As nano/ microparticulas apresentam um enorme potencial na area da liberacéo
controlada de farmacos (FARAJI, 2009). Estas possuem uma elevada area superficial e
podem sofrer modificagdes em sua superficie. Estas propriedades tém sido exploradas no
desenvolvimento de vérios sistemas de liberacdo controlada localizados, desenhados para
liberarem o farmaco num tipo especifico de tecido/células, como por exemplo nas células
de tumores. Ainda devido ao seu tamanho, algumas nanoparticulas possuem a capacidade
de penetrar a barreira hematoencefalica e atingir o sistema nervoso central (cérebro), uma
das zonas de mais dificil acesso do organismo. Desta forma estas sdo vistas com grande
interesse como carreadores de farmacos que atuam diretamente sobre o sistema nervoso
central (FARAJI, 2009; HALEY, 2008; KUMARI, 2010).

As nano/microparticulas podem ser injetadas por via intravenosa, permitindo-lhes
uma rapida distribuicdo e acesso aos tecidos alvo. Estudos com microesferas poliméricas
demonstram que estas podem sofrer modificacfes em sua superficie, sendo normalmente
revestidas/modificadas por um polimero hidrofilico, geralmente o polietileno glicol
(PEG). A este agente de revestimento podem ainda ser acoplados ligantes com a

capacidade de interagir especificamente com as membranas de determinadas células,
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através de um processo de reconhecimento molecular. A utilizacdo desta estratégia
permite direcionar, de uma forma ativa, as nano/microparticulas até aos tecidos/células
alvo. (MUNDARGI, 2008; KUMARI, 2010).

InGmeros estudos, na area de biotecnologia de medicamentos utilizam carreadores
poliméricos sendo um dos alvos de pesquisas para encapsular inUmeras substancias com
aplicacdes biomédica os sistemas de liberacdo de farmacos a base de nano/microparticulas
(FARAJI, 2009; KUMARI 2010).

As nano/microparticulas sdo também investigadas na administracdo de farmacos
de natureza proteica por via oral . A natureza pouco invasiva desta via de administragao
faz com que esta seja a via preferivel para a introducdo de farmacos no organismo
(MUNDARGI, 2008).

Estudos demonstram que o encapsulamento de farmacos de natureza proteica em
nano/microparticula poliméricas resultam num aumento da biodisponibilidade destes
quando administrados por via oral. Este efeito deve-se sobretudo a capacidade que as
nano/microparticulas tém de proteger o farmaco do meio fisico-quimico e enzimatico do
trato gastrointestinal e de, simultaneamente, aumentarem a absorcdo deste, pela promocéo
do transporte através do tecido mucoso intestinal (MUNDARGI, 2008; HALEY, 2008,
KUMARI, 2010).

Outra area onde as nano/microparticulas poliméricas tém despertado grande
interesse é na area da liberacdo ocular. A entrega de farmacos a nivel ocular pelas
formulacdes tradicionais disponiveis comercialmente resulta normalmente numa
biodisponibilidade do farmaco bastante baixa, isto devido a rapida eliminacdo deste do
local de acdo pelos mecanismos de limpeza/protecdo do olho. Um exemplo tipico séo as
formulacgdes liguidas, na forma de solucdes ou suspensdes, administradas topicamente no
olho. Nano/microparticulas de polimeros carregadas de farmacos, administradas
topicamente na forma de solucdes coloidais, j& demonstraram serem capazes de aumentar
significativamente a biodisponibilidade dos farmacos, ao prolongarem o tempo de
residéncia destes na area pré-corneal. (MUNDARGI, 2008; KUMARI, 2010, HALEY
2008)

Os sistemas poliméricos nano/microparticulados tém sido empregados com
sucesso no processo de encapsulando de uma grande variedade de farmacos, incluindo
enzimas, horménios, peptideos, antibidticos, anticancerigenos, antifungicos,
antiinflamatorios, analgésicos, quimioterapicos (YANG et al., 2001; ROULLN et al.,
2002; JANG FU et al., 2002; BARRIO et al., 2003).
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Os estudos de HAGAN et al. (1998) avaliaram a habilidade das microparticulas de
PLGA, no encapsulamento de antigenos. O uso destes sistemas, por via oral encapsulando
antigenos, fez com que as microparticulas biodegradaveis protegessem o antigeno
administrado oralmente contra degradagdo enzimatica.

O desenvolvimento de microencapsulacdo de vacinas prové de uma alternativa
vidvel para obtencdo de melhor reposta imune, aumentando a eficacia da vacina, e
diminuindo a multi dose e os horérios de injecdo (YOUAN et al., 2001; ZHOU et al.,
2002).

BARRIO et al. (2003) preparam microparticulas encapsulando DNA, o0s
pesquisadores observaram que DNA pode ser eficientemente encapsulado, podendo ser
utilizado em tratamentos de terapia génica.

As microesferas de PLGA s&o utilizadas no tratamento e monitoramento de
pacientes com cancer. Estes sistemas apresentam uma aplicagdo promissora na
quimioterapia efetiva de cancer, através da quimioembolizagdo. As microesferas com a
superficie modificada sdo utilizadas como vetores, direcionando o farmaco ao local
especifico, o tumor (WANG et al., 1997).

Nos estudos de ERTL et al. (1999) foram obtidas microesferas de PLGA
encapsulando um agente anticancerigeno com baixa solubilidade em &agua, obtido da
arvore oriental Camptotheca acuminata, o camptothecim. Eles verificaram a estabilidade
do farmaco e o perfil cinético de liberagdo controlada a partir das microesferas de PLGA,
indicando que essas propriedades podem reduzir a toxicidade local com eficécia
prolongada, oferecendo novas perspectivas na quimioterapia. HUSSAIN et al. (2002)
obtiveram com éxito as microesferas de PLGA encapsulando em combinacdo e
separadamente, um oligonucleotideo e o 5-fluoracil, para potencializar a terapia contra o
cancer.

2.3.1 Outras aplicac6es de microparticulas poliméricas.

A microencapsulacdo tem inimeras outras aplicacdes industriais, entre elas, no
setor agropecuario, na producdo de pesticidas sintetizados quimicamente ou de natureza
biologica; na industria de alimentos com a microencapsulacdo de 6leos essenciais para
prevenir a oxidacdo e controlar a liberacdo do aroma. Outro campo para o qual a
microencapsulacdo vem trazendo grandes beneficios é o nutricional, em especial no caso
do combate a deficiéncia mineral. O interesse industrial pela tecnologia de

microencapsulacdo vem se desenvolvendo e deve crescer rapidamente nos proximos anos,
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porque ela pode levar a produtos diferenciados ( LAMPRECHT et al., 2000; YANG et al.,
2000).

2.4 Métodos de obtencdo de microparticulas poliméricas
As técnicas mais usadas para fabricacdo de microesferas poliméricas sdo: evaporacéo ou

extragdo do solvente, separagdo de fases (coacervacao) e “Spray-drying” ( JAIN, 2000)

2.4.1 Método de evaporacdo ou extracdo do solvente.

A evaporacdo do solvente é uma das técnicas normalmente utilizadas na industria
farmacéutica para imobilizar compostos terapéuticos em microesferas poliméricas,
biodegradaveis e/ou biocompativeis. Na literatura cientifica esta técnica tem sido
extensivamente utilizada e investigada, principalmente na preparacdo de microesferas de
poli(acido lactico), PLA, e do seu copolimero poli(acido lactico-co-acido glicolico),
PLGA. (ANDERSON et al, 1997; CHUNG et al, 2001; LASSALE et al, 2007;).

Existem diversas formas de imobilizar um agente bioativo em microesferas
poliméricas utilizando a técnica da extracdo/evaporacdo do solvente. A escolha do método
especifico é normalmente feita considerando as caracteristicas de solubilidade do
composto bioativo, sendo geralmente o critério subjacente a esta escolha a maximizagéao
da eficiéncia de imobilizacdo do ativo no interior das microesferas poliméricas. (PERES et
al, 2000; PICOS et al, 2001; THOTE et al , 2005) .

A técnica de evaporacdo de solvente pode ser subdivida em simples emulséo e
dupla emulsdo. As emulsbes simples dleo/agua (O/W) sdo usadas para encapsular
farmacos hidrofébicos, ja a técnica de dupla emulsdo agua/dleo/agua (W/O/W) séo
utilizadas no processo de encapsulacdo de farmacos hidrofilicos. (THOTE et al 2005;
VIPPAGUNTA et al, 2006; WISCHKE et al, 2008 ).

2.4.2 Processo com simples emulsao (O/W) :

Para compostos hidrofébicos e com uma baixa solubilidade em solugdes aquosas, 0
método geralmente adotado € o processo de simples emulsdo Oleo/agua (O/W).
(LASSALE et al, 2007; PERES et al, 2000; PICOS et al, 2001; THOTE et al, 2005). A
execucdo deste método envolve quatro passos gerais que sdo esquematizados na figura 2.6
(1) Preparacéo da fase organica: dissolucdo do polimero e do composto bioativo (farmaco)

num solvente organico volatil.
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(2) Emulsificagéo, por meio da adigcéo e agitacdo, da fase organica (fase dispersa) numa
solucdo aquosa contendo um agente estabilizante (fase continua).

(3) Formacédo das particulas: extracdo do solvente orgéanico da fase dispersa para a fase
continua e subsequente evaporacdo deste, com a consequente precipitacdo do polimero e
farmaco na forma de particulas sélidas.

(4) Isolamento das particulas, por filtracdo ou centrifugacdo, e posterior secagem.

Evaporagao do Solvente

[1Bss Centrifugagéo . &5
Liofilizagao das &

H & %l e Microesferas i
Fase Organica 4> o S e &
1 Fase Aquosa Microesferas Microesferas
2 3 4

Figura 2.6 Esquema do processo de obtencdo de microesferas poliméricas pelo
metodo de simples emulséo, seguida da evaporacdo do solvente.

A escolha do solvente organico € feita com base numa série de critérios: o solvente
a ser utilizado deve ser capaz de dissolver o polimero escolhido, possuir uma baixa
solubilidade na fase continua, e uma alta volatilidade. (ANDERSON et al, 1997,
BERKLAND et al, 2003; BIRNBAUM et al, 2000, BLITTERSWIJK et al, 2000).

Geralmente a emulséo é estabilizada com um surfactante que deve estar presente
na fase continua. Este reduz a tensdo superficial da fase continua, evitando assim a
coalescéncia e a aglomeracdo das gotas da fase dispersa. Dos surfactantes utilizados na
preparacdo de microesferas pelo processo de simples emulsdo, o poli (alcool vinilico)
(PVAI) é o mais utilizado devido sua baixa toxicidade. As propriedades finais das
microesferas com o composto ativo incorporado sdo afetadas por uma série de fatores,
dentre eles, principio ativo, polimero, solvente organico, surfactante, as condicdes
operacionais do processo (tipo de agitacdo, velocidade de agitacdo, temperatura, pressao,
etc) e outros parametros como a viscosidade da fase dispersa, a concentracdo de
surfactante, a fracdo massica entre o composto bioativo e o polimero, e a fracdo
volumétrica entre fase dispersa e fase continua. (ANDERSON et al, 1997, BERKLAND et
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al, 2003; BIRNBAUM et al, 2000, BLITTERSWIJK et al, 2000; CHUNG et al, 2001,
LASSALE et al 2007; PERES et al, 2000; PICOS et al, 2001; THOTE et al 2005,
VIPPAGUNTA et al , 2006; WISCHES et al, 2008 ).

Este conjunto de fatores, bem como os efeitos das interagdes entre eles,
determinam as propriedades das microesferas poliméricas obtidas (tamanho médio,
morfologia, quantidade de composto bioativo imobilizado, distribuicdo e estado do
composto bioativo), propriedades essas que, por sua vez, determinardo o perfil de
libertagdo do composto bioativo, em farmacos lipofilicos a eficiéncia de encapsulamento é
alta, como pode ser observado, no esquema representado pelo figura 2.7, a qual representa
a interacdo quimica entre as moléculas durante o processo de simples emuls&o.
(BLITTERSWIJK et al, 2000; CHUNG et al, 2001; LASSALE et al 2007).

%—*FaseOrgéniu o QP
SKp
oL

S a7

Pk g I
O’( —t+Fase Aquosa 5 ° o

d [y, :

Miniemulsao
o i : j Evaporagdo de Solvente
Legenda
™0 surfactante
% % @§s) Polimero
O

¢$ Ativolipofilico

O Solvente Organico

Figura 2.7. Esquema da interacdo quimica entre as moléculas , durante o processo de
simples emulsdo, modificado de KIETZKE, 2003.

2.4.3 Processo com dupla emulsao (W/O/W) :

Este método, representado pela figura 2.8, envolve emulsificacdo de
agua/dleo/agua (w/o/w), sendo utilizado para encapsular drogas solGveis em agua como
peptideos, proteinas e vacinas. Uma solucdo tamponada ou aquosa da droga (ativo) é
adicionada na fase organica que consiste do polimero e solvente adequado, com agitacdo

para formar uma emulsdo primaria (o/w). Esta emulsdo é adicionada sob agitagdo dentro
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de um volume maior de 4gua com um tensoativo (surfactante) para formar a emulsdo
maltipla (w/o/w). A emulsdo é homogeneizada a temperatura ambiente para remocao do
solvente pelo processo da evaporacdo. As microesferas solidas sdo obtidas e entdo lavadas
e coletadas por filtracdo ou centrifugacdo. Estas sdo entdo secas pelo processo de
liofilizagdo. Paradmetros da formulacdo (natureza e concentracdo dos constituintes) e
variaveis do processo (aparelhagem, tempo e velocidade de agitacdo, afetam
significativamente o produto final das microesferas e a liberacdo da droga (JAIN, 2000
CHUNG et al, 2001; LASSALE et al 2007; PERES et al, 2000; PICOS et al, 2001;
THOTE et al 2005, VIPPAGUNTA et al , 2006; WISCHES et al, 2008 ).

lfase Aquosa 1
Agua + Ativo

Evaporacao do Solvente

.‘| Centrifugacio * .

I

Liofilizacao »
.\\ -\\\ L]
(] > (I >
g ] o v .
. ® Microesferas
Solvente Orginico + Polimero Fase Aquosa 2

Agitacio Agua + Surfactante

Agitacao

Figura 2.8: Esquema do processo de obtencdo de microesferas poliméricas pelo
metodo de dupla emulséo, seguida da evaporacgdo do solvente.

2.4.4 Coacervacao ( Separacao de Fases)

Este processo de coacervacao inclui trés etapas (i) separacdo de fase da camada
polimérica; (ii) adsorcdo do coacervado ao redor das particulas da droga; e (iii)
solidificacdo das microesferas. Inicialmente, a substancia a ser encapsulada é dispersa
num liquido, no qual se tenha dissolvido o material envolvente (0 polimero). Através de
diferentes meios se produz uma diminuicdo da solubilidade do polimero dissolvido em
forma de coldide no liquido de dispersdo, separando-se em forma de goticulas,

coacervacao propriamente dita. O coacervato formado é solidificado e endurece através de
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medidas adequadas, como geleificacdo, reticulagdo ou por polimerizacdo do filme liquido.
As microparticulas sdo coletadas por lavagem, filtracdo ou centrifugacéo e sdo finalmente
secas. As desvantagens desse processo, que trazem limitacdes a utilizagdo do método, sdo:
presenca de solvente residual nas microesferas, processo caro quando comparado aos
demais devido a grande quantidade de solvente utilizada, as microesferas obtidas podem
apresentar aglomerados caso ndo haja um estabilizador [ (THOMASIN et al., 1998).

2.4.5 Spray drying

O spray drying € um método muito rapido, conveniente, de facil escalonamento,
envolve condi¢cdes moderadas e depende menos do parametro de solubilidade da droga e
do polimero. Em principio o poliéster biodegradavel é dissolvido em um solvente organico
volatil, a droga em forma sélida é dispersa na solugdo polimérica por um bico de
nebulizador sob um determinado fluxo e pressdo. A evaporacdo instantanea do solvente,
forma as goticulas, resultando em microesferas de tamanho tipico de 1 a 100um,
dependendo das condi¢des de atomizacdo . As principais desvantagens dessa técnica € a
grande perda de material, devido a adesdo do mesmo na parede da camara de evaporacgéo,
e a formacdo de muitos agregados resultantes da viscosidade que as microesferas
apresentam antes da remocéo total do solvente. (BLANCO-PRIETO et al., 2004; PARK
et al., 2005).

2.4.6 Polimerizacao pelo processo de emulséo.

Nesta técnica o mondmero é dissolvido na fase externa de uma emulséo,
normalmente uma solucdo aquosa, na qual estd presente um iniciador e um tensoativo
numa concentragdo superior a concentracdo necessaria para a formagdo de micelas. A
polimerizacdo ocorre no interior hidrofobico das micelas de tensoativo, no qual o
mondmero e o iniciador se difundem. O farmaco pode estar presente durante a
polimerizacdo para ser aprisionado na rede polimérica, pode estar ligado covalentemente
ao polimero ou pode ser adicionado apds a polimerizacdo para ser adsorvido a superficie
do polimero. A polimerizacdo de emulsdo em fase externa organica nao é tao utilizada por
que requer elevadas quantidades de solventes organicos e tensoativos (BLANCO-PRIETO
et al., 2004; PARK et al., 2005).
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2.5 Principais técnicas de caracterizacdo de microesferas poliméricas.
2.5.1 Avaliacdo morfologia e tamanho médio da particula.

A microscopia eletronica de varredura (MEV) tem sido muito empregada na
obtencédo de informacdes relativas a forma e ao tamanho das microesferas ( KUMAR et al,
2000; SCHAFFAZICK & GUTTEREZ, 2003; LASSALE et al, 2007. GUERRA et al
2011). Outra técnica que tem sido empregada para caracterizar a morfologia de superficie
das microesferas € a microscopia de forca atbmica (AFM), a qual fornece informacdes
com alta resolugdo em trés dimensGes, sendo capaz ainda de fornecer alta resolugéo de
superficie (KUMAR et al, 2000; SCHAFFAZICK & GUTTEREZ, 2003; LASSALE et al,
2007; GUERRA et al 2011).

A técnica de espalhamento de luz é usualmente empregada para determinagdo do
didmetro médio de nano e microparticulas poliméricas. Esse método esta baseado na
propriedade das particulas em suspenséo se difundirem por todas as diregdes e estarem em
movimento permanente ( movimento Browniano), espalhando o feixe de luz quando este
incide sobre elas, determinando assim, o raio hidrodindmico das particulas em suspensao
(SCHAFFAZICK & GUTTEREZ, 2003; PEREIRA et al, 2008).

2.5.2 Propriedades Térmicas

O método termo-analitico de calorimetria exploratoria diferencial (DSC), é um
método de grande utilidade para analise de polimeros, e tem sido utilizado também para
investigar interacdes entre polimeros e famacos em diversas formulacdes de microesferas.
Deste modo informacdes Uteis podem ser obtidas a respeito da morfologia do polimero
(cristalino, amorfo) e sobre o estado de dispersdo sélida ou molecular do farmaco
associado a estes sistemas poliméricos. Também é possivel investigar reacfes quimicas
como polimerizacdo e degradacdo (YANG et al, 2009; GUERRA et al, 2011,
SCHAFFAZICK & GUTTEREZ, 2003).

2.5.3 Quantificacdo do farmaco presente em microesferas poliméricas.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) representa uma técnica analitica
muito utilizada na separacdo e quantificacdo de farmacos presentes em dispositivos
poliméricos. Este método analitico, permite separar e quantificar compostos, presentes em
amostras bioldgicas, sendo muito utilizada pela industria farmacéutica. (KIM et al, 2005;
LEE et al,2009; LUO et al, 2011; MITTAL et al, 2011).
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2.6 AplicacOes de microesferas poliméricas carreadas com quimioterdpicos

A obtencdo de microesferas poliméricas utilizadas na encapsulacdo de
quimioterapicos representa uma alternativa para associar o farmaco a um sistema que
permita manter suas propriedades fisico-quimicas sem alterar sua estrutura quimica, por
isso dentre as diversas aplicacoes de microesferas contendo medicamentos, destaca-se 0s
tratamentos quimioterapicos.

O cancer origina-se a partir de uma série de mutacdes em genes responsaveis pelo
crescimento e mitose celular, provocando modificagdes nos diferentes tecidos dos
organismos Vvivos, que Se caracterizam por um crescimento e multiplicacdo celular
descontrolados. Esses genes anormais sdo chamados de oncogenes. Carcinogénese ou
oncogénese sdo termos que designam o processo de desenvolvimento de uma neoplasia,
desde as alteracGes mais precoces no DNA, que supostamente ocorrem em uma so célula
ou em um pequeno grupo delas, até a formacdo de um tumor que pode destruir o
organismo hospedeiro. As neoplasias resultam de proliferacdes anormais de células que
tendem a perder sua diferenciacdo, e apresentam crescimento auténomo. As células
neoplasicas apresentam diferentes graus de comportamento, diferem das células normais
em varios aspectos, tais como: crescimento acelerado; alteracbes morfoldgicas,
metabolicas e antigénicas; e irregularidades citoplasmaticas (GUYTON & HALL, 2006;
BRASILEIRO-FILHO, 1998; FRANKS & TEICH, 1997; GOMES & MILANEZ, 1997).

Segundo pesquisas recentes do Instituto Nacional do Céncer (INCA, 2011), o
impacto global do cancer mais que dobrou em 30 anos. Em 2009, estimou-se que
ocorreriam 12,4 milhdes de casos novos e 7,6 milhGes de dbitos por cancer no mundo. No
Brasil, as estimativas para o ano de 2010, sendo véalidas também para o ano de 2011
apontam para a ocorréncia de 489.270 casos novos de cancer.

Devido a importancia epidemiologica dos processos neoplasicos, inimeras
abordagens terapéuticas vém sendo propostas. As categorias basicas para o tratamento so:
cirurgia, radioterapia e quimioterapia. A radioterapia emprega um feixe de radiacdo
ionizante para destruir células tumorais; a resposta do tecido a radiacdo depende de fatores
como a sensibilidade do tumor ao tratamento, sua localizacdo e o tempo de irradiacdo. A
quimioterapia € uma técnica que utiliza substancias quimicas que interferem na sintese de
enzimas celulares, afetando a funcéo e a proliferacdo tanto das células normais quanto das
cancerigenas. A cirurgia se baseia na remocdo do tecido doente e de seus arredores

(BRIGGER et al., 2002). E bem verdade que esses tratamentos so eficazes contra muitos
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tipos de tumores e, em muitos casos, proporcionam um consideravel aumento no tempo de
vida do paciente. Mas, apesar desse relativo sucesso, essas terapias apresentam efeitos
colaterais bastante dolorosos. Além disso, a perspectiva de cura nem sempre é eficaz.
Dentre 0s quimioterapicos destaca-se o paclitaxel ( figura 2.9), de estrutura
cristalina, descoberto e extraido , em 1962, a partir de extratos de casca da arvore Taxus
brevifolia, passou a ser estudado em testes in vitro anticancerigeno pelo Instituto Nacional
do Céncer dos Estados Unidos. O paclitaxel é o farmaco precursor de uma nova classe de
agentes estabilizantes de microtubulos, os taxanos. Os microttbulos sdo essenciais para a
manutencgdo da forma celular, sendo um dos componentes do fuso mitético e do transporte
de organelas dentro das células. A sua estabilizacdo provoca um blogueio do ciclo celular,
0 que por sua vez impede a divisdo celular e a conseqliente proliferacdo das células
neoplasicas. O paclitaxel liga-se reversivelmente aos microtibulos e assim as células
tratadas com paclitaxel ndo conseguem dividir-se e ficam bloqueadas na fase G2 tardia ou
M do ciclo celular ( figura 2.9.1) . Assim ocorrem mudangas na forma, no transporte

intracelular e nas funcgdes secretoras das células neoplasicas.

Figura 2.9 : Estrutura quimica do paclitaxel, SINGLA et al, 2002.

O paclitaxel (Taxol®) foi aprovado pelo FDA em 1992 para uso no tratamento do
cancer de ovarios, mama, figado e, como tratamento de segunda linha do sarcoma de
Kaposi. O paclitaxel é também utilizado para tratar cancer de cabeca e pescoco, cancer de
pulmdo e cancer de bexiga. Os efeitos colaterais incluem supressdo da medula 0ssea,
nauseas e vomitos, hipersensibilidade, infec¢bes, perda de cabelo, diarréia, mucosite e

reacdes de hipersensibilidade em alguns casos ( SINGLA et al., 2002) .
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O Paclitaxel detém a transicad da fase G2 para fase M (Mitose)
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Figura 2.9.1 — Mecanismo de acéo do paclitaxel, adaptado de ALMEIDA et al, 2005.

O sucesso na cura do cancer esta associado a um diagndstico precoce da doenca,
assim como uma terapia eficiente. Nos ultimos anos, novas formas de diagnosticos e
terapias de combate ao cancer tém sido desenvolvidas, aumentando as chances de
diagnosticos em estagios iniciais da doenca, potencializando as chances de cura. Nesse
sentido, o uso de carreadores micro e nanoestruturados tem proporcionado uma verdadeira
revolucdo na medicina, através do utilizagcdo desses carreadores no processo de encapsular
quimioterapicos, (FARAJI & WIPF, 2009).

A eficacia da quimioterapia na cura do cancer esta principalmente limitada pela
toxicidade associada com as drogas anticancerigenas nos tecidos normais (AHMED et al.,
2010; DREIS et al., 2007). Uma estratégia pode ser a associacdo de drogas antitumorais
em microesferas poliméricas visando aumentar a seletividade dessas drogas em células
cancerosas enguanto reduz a sua toxicidade em tecidos normais (JONG-HO KIM et al,
2008; LINKOV et al, 2008).
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Capitulo 3

MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencao das Microesferas

As microesferas de PLDLA com e sem o quimioterapico foram produzidas pelo
método de simples emulsdo seguida da evaporacdo do solvente, onde a técnica escolhida
foi em funcdo da solubilidade do farmaco utilizado. A obtencdo das microesferas foi
realizada no Laboratério de Biomateriais da Pontificia Universidade Catélica de Sé&o

Paulo, Campus Sorocaba .

3.2 Microesferas sem o quimioterapico

Adaptando-se o0 processo de (GUERRA et al , 2011), inicialmente 140mg de PLDLA
70/30 ( Mw = 90.000 g/mol ) sintetizado no Laboratorio de Biomateriais- PUC-SP
(MOTTA & DUEK, 2007) foram pesadas e dissolvidas em 2mL de cloroférmio
(MERCK). Apés a dissolucdo do polimero e sob agitacdo constante em agitador
magnético, a solucdo polimérica foi vertida em um béquer contendo 100 mL de solucéo
aquosa de 1% de alcool polivinilico (PVAI) sob agitacdo constante de 17.000 rpm durante
2 minutos e 5200 rpm durante 20 minutos em um emulsificador (ULTRA-TURRAX IKA
T25), formando assim uma simples emulsdo. Posteriormente o sistema foi mantido em
um agitador magnético durante vinte e quatro horas para remocéo do solvente.

Em seguida, as microesferas foram centrifugadas a 3500 x g por 5 minutos, lavadas
com agua destilada por trés vezes consecutivas, congeladas e secas em um liofilizador. A
representacdo da metodologia utilizada na obtencdo das microesferas esta ilustrada na

figura 3.1.

3.3 Microesferas com o quimioterapico

O procedimento para a obtencdo das microesferas de PLDA com o quimioterapico
seguiu a mesma metodologia descrita anteriormente no item 3.2 A diferenca, entretanto
foi a adicdo 14mg do quimioterdpico paclitaxel (fornecido pela empresa farmacéutica

LIBBS) na solucdo polimérica.
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Figura 3.1: Representacdo da metodologia utilizada na obtenc@o das microesferas de
PLDLA sem e com o farmaco paclitaxel.

3.4 Caracterizacéo das microesferas
3.4.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para a andlise morfoldgica das microesferas de PLDLA e PLDLA contendo
paclitaxel foi utilizado um microscépio eletronico de varredura modelo JEOL JXA 840A
com tensdo de 10kV. Uma pequena quantidade de microesferas foi adicionada em uma fita
de carbono e fixada em um porta amostra de latdo. Para metalizacdo das amostras foi
utilizado um metalizador SPUTER COATER BALTEC SCD 050 com corrente de 40mA
por 200s. As anélises de MEV foram realizadas na Faculdade de Engenharia Mecéanica da

Universidade Estadual de Campinas.

3.4.2 Microscopia de Forca Atémica (AFM)

A morfologia das microesferas de PLDLA e PLDLA contendo paclitaxel foram
analisadas em um Microscopio de Forca Atdmica (AFM, do inglés Atomic Force
Microscopy) da marca Bruker modelo diMultiMode V. As imagens foram obtidas no
modo contato intermitente (Tapping®), empregando-se um cantiléver com constante
elastica de aproximadamente 0.06N/m (valor nominal) e uma ponta com raio de
aproximadamente 12nm (modelo SNL-10). A taxa de varredura foi de 1Hz. As analises de
AFM foram realizadas no Laboratorio de Nanoneurobiofisica e Nanomedicina da

Universidade Federal de Sdo Carlos- Campus Sorocaba.

3.4.3 Espalhamento de luz (LLYS)
O diametro médio das microesferas foi determinado por meio da técnica de
espalhamento de luz laser (LLS) utilizando o aparelho Mastersizer. Para isto 1mL de

amostra diluida em agua (1:10) foi adicionada em uma cubeta de acrilico e as medidas em
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triplicata do didmetro médio das microesferas de PLDA puras e com paclitaxel foram
obtidas.

3.4.4 Calorimetria Diferencial Exploratéria ( DSC)

O estado fisico do paclitaxel nas microesferas de PLDLA foi caracterizado pelas
analises de curvas de DSC. As curvas foram obtidas em um equipamento TA Instruments
modelo MSDC2910 onde utilizaram-se cadinhos de aluminio com aproximadamente 10
mg de amostra, sob atmosfera de nitrogénio (50 mL/min) e taxa de aquecimento de
10°C/min iniciando o aquecimento em 0°C e atingindo 300°C. Realizaram-se analises do
paclitaxel puro, PLDLA puro, microesferas de PLDLA com e sem o farmaco e mistura
fisica de microesferas de PLDLA + paclitaxel nas mesmas proporcdes utilizadas no
processo de obtencdo das microesferas. As andlises de DSC foram realizadas no
Laboratorio de Biomateriais da Pontificia Universidade Catolica de S&o Paulo — Campus
Sorocaba .

3.4.5 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia ( HPLC)
3.4.5.1 Medidas da Eficiéncia da Encapsulagdo (E.E) do paclitaxel nas microesferas
de PLDLA

A obtencdo da eficiéncia de encapsulacdo do farmaco paclitaxel nas microesferas
de PLDLA foi determinada em andlises conduzidas pelo software Waters Breeze,
equipamento Waters equipado com um detector de UV modelo 2487 e uma bomba mod.
LC-1525. A coluna utilizada na deteccdo do paclitaxel foi uma Symmetry C18 3,9 X150
mm (Waters corporation). A absorbancia foi monitorada a 227 nm com um fluxo de fase
movel de 1,0 mL/min. A injecdo das amostras foi de 20 pL e realizada em triplicata . O
resultado final da concentracdo de farmaco é a média aritmética dos valores obtidos. A
fase mdvel utilizada foi constituida por 50 % de acetonitrila e 50% de agua, filtrada em
membrana de 0,45 pm e submetida a banho de ultrasson para eliminar bolhas,
metodologia adaptada de GUERRA et al 2011; KIM et al, 2005; LUO et al, 2011. Para a
obtencdo da curva de calibracdo, foram preparadas solucGes padrdo de paclitaxel em
acetonitrila de concentragdes 5,0; 10,0; 20,0; 40,0; 80,0 e 160,0 ug/mL (y = 1192.9x+
2829, r = 0,996, sendo y a area da absorbancia e x a concentracdo do farmaco) . Para a
obtencdo da eficiéncia de encapsulacdo do farmaco, apds a etapa de preparacdo das

microesferas coletou-se o sobrenadante final e quantificou-se a concentracdo de farmaco
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existente no mesmo. As analises foram realizadas em triplicatas (anexo 1). Esse valor foi
subtraido da concentracdo total de farmaco utilizada para se conhecer a concentragdo de
farmaco encapsulada. A eficiéncia de encapsulagdo (E.E) do dispositivo foi calculada
utilizando-se a equacao representada pela figura 3.2.

Concentracio de paclitaxel presente nas microesferas
E.E(%) = - - — - x 100
Concentragio de paclitaxel usado na obtengio das microesferas

Figura 3.2 : Equacdo para o calculo da eficiéncia de encapsulacéo do farmaco.

As analises de HPLC foram realizadas no Laboratério de Biomateriais da Pontificia
Universidade Catolica de S&o Paulo — Campus Sorocaba .

3.4.5.2 Ensaio de liberacéo in vitro do paclitaxel

Neste ensaio, apos 0 processo de obtencdo das microesferas de PLDLA com o
principio ativo (Paclitaxel) , as mesmas foram centrifugadas, e o sobrenadante descartado.
Posteriormente foi acrescentado no tubo com as microesferas 100mL de solugdo tampé&o
fosfato salina (PBS, pH 7,4) e 2% de acetona a fim de solubilizar o paclitaxel liberado..Os
tubo foi mantido em banho termostatizado a 38,0°C + 0,5, sob leve agitacdo durante
1°,2°,3°,5°,10°,15°,20°,25°,30° dias de ensaio (Figura 3.2). Durante cada tempo de ensaio
o0 tubo foi centrifugado, e 0 sobrenadante retirado para analise em HPLC. Os ensaios
foram realizados em triplicada para cada tempo do estudo ( anexos, 2,3,4,5,6,7,8 9 e 10) .

O estudo da liberacdo in vitro do paclitaxel foi conduzido por um sistema
WATERS equipado com um detector de absorbancia Dual (modelo 2487). A coluna
utilizada na separacdo do paclitaxel foi uma SYMMETRY C18 5um 3,9 x 150mm (
WATERS). A fase movel utilizada foi composta por acetonitrila e dgua ( 50:50 v/v) . A
absorbancia ser4 monitorada a 227nm com um fluxo de fase movel de 1,0mL/mim. Para a
obtencdo da curva de calibracdo, foram preparadas solucdes padrdo de paclitaxel em
acetonitrila de concentragdes 5,0; 10,0; 20,0; 40,0; 80,0 e 160,0 ug/mL ( y = 1192.9x+
2829, r = 0,996, sendo y a area da absorbancia e x a concentracdo do farmaco). A injecdo
das amostras sera de 20uL. A metodologia descrita para quantificar o quimioterapico
paclitaxel presente nas microesferas de PLDLA pelo técnica do HPLC foi adpatada de
GUERRA et al 2011; KIM et al, 2005; LUO et al, 2011. As anlises de HPLC foram
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Figura 3.3: Representacdo do ensaio da degradacgdo in vitro das microesferas de
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Morfologia das Particulas

A fim de obter informacdes relativas a forma das microesferas, as microparticulas
foram observadas em microscopio eletronico de varredura (MEV) e microscopia de forca
atbmica (AFM). Estas técnicas de caracterizacdo sdo de grande importancia na analise de
microesferas obtidas a partir de matrizes poliméricas, pois fornecem informacGes acerca
da morfologia e do tamanho de tais dispositivos. ( FREITAS et al 2005; SCHAFFAZICK
& GUTERREZ, 2003 ).

As imagens obtidas pela microscopia eletronica de varredura ( figura 4.1 ) e
microscopia de forca atdmica ( figuras 4.2 e 4.3) demonstraram que as microesferas de
PLDLA com e sem o farmaco paclitaxel apresentam morfologia esférica, tamanho em
escala micrométrica, grande distribuicdo de didmetros, e auséncia de agregacao ou ades&o.

A técnica de microencapsulacdo, seguida da evaporacdo do solvente, utilizada
neste trabalho, possibilitou a formagdo de microesferas com didmetros menores que 250
pm, o que permite que as microparticulas de PLDLA, possam ser administradas por
diferentes vias de administracdo, como por exemplo, oral, nasal, intramuscular e
subcutanea ( JAIN et al; 2000, YUN et al; 2004 ).

As microparticulas poliméricas sdo consideradas dispositivos com um grande
potencial na area da liberacdo controlada de farmacos. As caracteristicas apresentadas
pelas nano/microparticulas poliméricas tém sido exploradas no desenvolvimento de varios
sistemas de liberacdo controlada localizados, desenhados para liberarem o farmaco num
tipo especifico de tecido/células, como por exemplo, nas células de tumores (HALEY &
FRENKEL, 2008). Ainda devido ao seu tamanho, algumas nano/microparticulas possuem
a capacidade de penetrar a barreira hematoencefalica e atingir o sistema nervoso central

(cérebro), uma das zonas de mais dificil acesso do organismo.
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Figura 4.1: Microscopia eletrénica de Varredura das Microesferas: A e B)
Microesferas de PLDLA sem o paclitaxel; C e D) Microesferas de PLDLA com o
paclitaxel.
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Figura 4.2: Imagens de AFM de microesferas de PLDLA sem paclitaxel em condig¢des
ambiente (90 pm %90 pm) em (A) 2D e em (B) 3D.

Figura 4.3: Imagens de AFM de microesferas de PLDLA com paclitaxel em
condicdes ambiente (90 pm x90 pm) em (C) 2D e em (D) 3D
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4.2 — Espalhamento de luz laser ( LLS)

Os valores de didmetro médio das microesferas de PLDLA sem e com paclitaxel
foram obtidos pela técnica de espalhamento de luz laser (LLS).

A técnica de espalhamento de luz laser baseia-se na determinagdo das flutuacbes na
intensidade da luz espalhada pelas particulas em funcdo do tempo, possibilitando a
obtencgdo do didmetro hidrodindmico das particulas em solucdo aquosa.

Os valores de diametro médio das microesferas de PLDLA sem e com paclitaxel

estdo apresentados na Tabela 4.1 .

Tabela 4.1 Valores de diametro médio e desvio padrdo das microesferas de PLDLA

sem e com paclitaxel.

Dispositivo Diametro (um) £ s.d
Microesferas de 10,3+ 1,7

PLDLA sem paclitaxel
Microsferas de PLDLA | 12,7+ 1,3

com paclitaxel

As particulas de PLDLA sem paclitaxel apresentam tamanho médio de
10,3um+1,7, ja as particulas de PLDLA contendo paclitaxel apresentam tamanho medio
de 12,7+1,3um.

A técnica de espalhamento de luz permite obter o didmetro hidrodindmico das
particulas. Estes valores representam o diametro efetivo das microesferas em solucéo
aquosa. Normalmente esses valores de diametro médio podem ser maiores comparados
aos observados nas micrografias, visto que as microesferas nao estao liofilizadas e sim em
solucdo aquosa. Isto pode ser atribuido a presenca, na superficie das particulas, de uma
camada de hidratacdo e também devido a adsorcdo de cadeias poliméricas do surfactante
(PVAI), que se projetam em direcdo a fase aquosa (forte solvatacdo) e sdo denominadas
“cabelos” (hairs), (SCHAFFAZICK & GUTERREZ, 2003; KASZUBA et al 2008;
PEREIRA et al, 2008).

A presenca do farmaco, assim como o tensoativo utilizado na fase aquosa durante
0 processo de obtencdo das particulas pode provocar alteragdo no tamanho das mesmas (
LASSALE & FERREIRA, 2007; SCHAFFAZICK & GUTTEREZ, 2003) .
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Vérios fatores determinam o tamanho e a distribuicdo de tamanho de didmetros das
microesferas: a massa molar do polimero, o tipo e concentracdo do surfactante
(tensoativo), a proporcao da fase orgénica/aquosa, o solvente utilizado na dissolucédo do
polimero, a taxa de evaporacdo do solvente, a encapsulacédo do farmaco e a velocidade de
agitacdo da emulsdo (ASTETE E SABLIOV, 2006; MANDARGI, 2008).

4.3 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

A técnica de DSC tem sido muito utilizada para investigar interacdo entre polimeros e
farmacos em nano e microparticulas, podendo fornecer informacgdes como temperatura de
fusdo, temperatura de cristalizacdo, temperatura de transicdo vitrea, entalpia de fusdo,
entalpia de cristalizacdo e grau de cristalinidade. ( SCHAFFAZICK & GUTERREZ,
2003).

A figura 4.4 mostra as curvas de DSC para o paclitaxel puro, para a mistura fisica
PLDLA + paclitaxel, para as microesferas de PLDLA sem e com incorporacdo do
paclitaxel e para o polimero PLDLA.

O paclitaxel puro ( figura 4.4 A) mostra um pico endotérmico que corresponde ao
ponto de fusdo a 220°C, o que demonstra sua natureza cristalina. O mesmo pico de
cristalizacdo pode ser observado na figura 4.4 B, para a mistura fisica de PLDLA e
paclitaxel nas mesmas proporc¢des utilizadas na preparacdo das microesferas. Na figura 4.4
C, ndo se observa o pico de cristalizacdo do farmaco, o que indica que o paclitaxel ndo
estava na forma de cristais nas microesferas de PLDLA, sugerindo que o farmaco
paclitaxel se encontra como uma dispersao solida nas microesferas. Esses resultados estéo
de acordo com YANG e colaboradores (2009).

A figura 4.4 (curvas B, C, D e E) mostra a temperatura de transicdo vitrea (Tg), do
polimero PLDLA, entre 33 e 40°C, indicando que a incorporacdo de paclitaxel nas
microesferas ndo alterou as propriedades térmicas do polimero. Sendo o PLDLA um
polimero amorfo, ndo se observa pico de fusdo. Essa caracteristica € importante, pois
influencia diretamente na velocidade de degradacdo do polimero. Dependendo da
aplicacdo € conveniente que os dispositivos apresentem grau de cristalinidade baixo para
que o processo de degradacdo do material seja mais rapido, diminuindo assim a
permanéncia de fragmentos do material no local do implante, pois a medida que o
polimero degrada fragmentos cristalinos sdo acumulados no organismo, podendo gerar
reacdes inflamatorias. ( MOTTA & DUEK, 2008 ). Assim o polimero PLDLA, mostra-se
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um material adequado para a obtencdo de dispositivos para serem utilizados no processo

de encapsulamento e liberacdo de farmacos.
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Figura 4.4: Termogramas de DSC: A) paclitaxel puro, B) mistura fisica de PLDLA+
paclitaxel, C) microesferas de PLDLA com paclitaxel, D) microesferas de PLDLA
sem paclitaxel e E) polimero PLDLA
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4.4 Eficiéncia de Encapsulacdo do Farmaco

A quantificacdo de um analito por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
tem sido adotada por ser uma metodologia versétil, segura e pratica para a separacédo e a
quantificacdo de farmacos presentes em nano/microparticulas poliméricas. ( HALEY &
FRENKEL, 2008; SCHAFFAZICK & GUTERREZ, 2003).

A eficiéncia de encapsulacdo do farmaco paclitaxel presente nas microesferas de
PLDLA foi obtida a partir do sobrenadante da solugéo contendo as microesferas.

De acordo com o item 3.4.5 apresentado na metodologia, a eficiéncia de
encapsulacdo do farmaco foi calculada subtraindo-se a concentracdo encontrada no
sobrenadante, 2,5ug/mL+0,3 ( tempo zero da tabela 4.2) da concentracdo total usada na
preparacdo das microesferas, 140,0ug/mL. A eficiéncia de encapsulacdo do farmaco
paclitaxel foi de 98%; calculada a partir da média da concentracéo de trés formulacoes de
microesferas de PLDLA (anexo 1).

Tabela 4.2 Concentragdo de paclitaxel presente no sobrenadante em diferentes
tempos de degradacdo, obtidas pela técnica da cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) .

Tempo (dias) C (ug/ml)
0 25 +0,3
1 21,7+1,3
2 38,6 +13
3 55,3+0,6
5 67,3+1,7
10 70,5+0,7
15 80,8+1,5
20 86,3 + 0,6
25 93,2+35
30 123,0 +4,2
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A técnica de simples emulsdo seguida da evaporacdo do solvente € uma das
técnicas normalmente utilizada pelos pesquisadores para imobilizar compostos
terapéuticos em microparticulas polimeéricas, hidroliticamente degradaveis e
biocompativeis. Essa técnica tem sido extensivamente utilizada e investigada,
principalmente na preparacdo de microparticulas de poli (&cido lactico), PLA, e do
copolimero poli(acido lactico-co-acido glicdlico), PLGA (LASSALE & FERREIRA,
2007; MUNDARGI et al, 2009; SCHAFFAZICK & GUTERREZ, 2003).

Existem diversas formas de imobilizar um agente bioativo em microparticulas
poliméricas utilizando a técnica da evaporacdo do solvente. A escolha do método
especifico baseia-se principalmente nas caracteristicas de solubilidade do composto
bioativo, visando uma alta eficiéncia de encapsulacdo do farmaco no interior da matriz
polimérica ( MUNDARGI et al, 2009 ). A escolha do farmaco paclitaxel, bem como a
técnica de simples emulsdo escolhida para preparagdo das microesferas de PLDLA,
possibilitou uma alta eficiéncia de encapsulacdo do farmaco no interior da matriz
polimérica. Estudos tém sido desenvolvidos visando avaliar os principais fatores que
interferem na eficiéncia de encapsulacdo de farmacos em particulas poliméricas, sendo o
método de preparacdo utilizado na obtencdo das particulas um fator determinante
(SCHAFFAZICK & GUTERREZ, 2003).

A presenca do farmaco, assim como o tensoativo utilizado na fase aquosa, para
obtencdo das particulas influenciam em sua eficiéncia de encapsulacdo. Neste trabalho
utilizamos como tensoativo na fase aquosa, o poli (alcool vinilico) PVAI 1%, devido a
sua baixa toxicidade, o que possibilitou uma alta eficiéncia de encapsulacdo. Segundo
LASSALE & FERREIRA, 2007, os métodos de agitacdo e homogeinizacdo, bem como o
tensoativo utilizado na fase aquosa permitem obter particulas com alta eficiéncia de

encapsulacdo de farmacos.

4.5 Estudo da liberacdo in vitro do farmaco paclitaxel.

O estudo in vitro da liberacdo de paclitaxel, incorporado nas microesferas de
PLDLA, foi realizado pela técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

As figuras 4.6 a 4.14 apresentam os cromatogramas obtidos pelo HPLC durante o
estudo in vitro das microesferas de PLDLA contendo paclitaxel. Verificam-se 0s picos
correspondentes ao paclitaxel (PTX) com tempo de retencdo de 6 min, e aos produtos de

degradacdo (PD) néo identificados.
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As andlises das medidas das concentracfes de paclitaxel em triplicata, para cada
tempo do estudo, estéo representados nos anexos (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10). Os valores
médios da concentracdo de paclitaxel obtidos durante 1°, 2°, 3°, 5°, 10°, 15°, 20°, 25° e
30° dias de estudo, estdo representados na tabela 4.2.

O grafico representado pela figura 4.5 ilustra a curva de liberacdo do paclitaxel em
funcdo do tempo estudado. Verifica-se que durante os primeiros cinco dias de estudo
ocorreu liberacdo inicial explosiva do paclitaxel, —”burst release,” (aproximadamente
50%), seguida de uma liberacdo, mais lenta entre os 10° e 25° dias de estudo
(aproximadamente 20%). Entre 25° e 30° dia ocorreu uma liberacdo acelerada do

paclitaxel (aproximadamente 20%).

Quantulade Liberada (%)

0 2 - 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 =B

Teampo de Liberagao (Diag)

Figura 4.5: Quantidade de paclitaxel liberado in vitro pelo tempo de liberagio
estudado.

Nos estudos de RAJENDER e colaboradores (2009), MAKINO e colaboradores,
(2000) com microesferas poliméricas, verificou-se que um sistema de liberacdo
controlada de farmacos pode apresentar até trés diferentes fases de liberacdo: a liberacdo
rapida do farmaco que ocorre em poucas horas ou dias, conhecido como liberacdo
explosiva, no inglés —”burst release”, atribuida ao farmaco que se encontra aderido a
parede das microesferas; a liberacdo lenta, a qual dependente da cinética de degradacdo do

polimero utilizado na processo de obtencdo das microesferas, e a liberacdo tardia
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acelerada, que ocorre devido a sistemas que apresentam microesferas com diametros
variados.

As microesferas de PLDLA puras e com paclitaxel utilizadas neste estudo foram
obtidas do copolimero poli (L-co-D, L acido lactico), onde o processo de degradacdo
ocorre pela hidrélise das ligacdes ésteres. A velocidade de hidrolise desse polimero
depende de sua composicdo quimica, da proporcdo dos monémeros e do tamanho da
cadeia podendo se obter tempos de degradacdo que variam entre algumas semanas até
alguns meses, de acordo com as caracteristicas do polimero. (ANDERSON & SHIVE,
1997).

De acordo com MU & FENG, (2003); MU & FENG,( 2002) e MITTAL e
colaboradores ( 2011), o perfil cinético de liberacdo do farmaco paclitaxel, a partir da
degradacdo das microesferas de PLDLA, sdo caracteristicos de sistemas compostos por
carreadores de diversos didmetros, onde as microesferas de menor didmetro degradam
rapidamente liberando o farmaco enquanto as maiores apresentam um perfil de liberacéo
lento.

Além disso, a liberagdo do farmaco em microesferas polimericas pode ocorrer por
difusdo, pela degradacdo da matriz polimérica e pelo mecanismo de eroséo.

A difusdo ocorre quando o farmaco passa pelo interior do polimero que controla
sua liberacdo, podendo ocorrer em escala macroscopica através dos poros da matriz
polimérica, ou em nivel molecular, pela passagem do farmaco entre as cadeias do
polimero. A morfologia da matriz polimérica é um fator determinante tanto para liberacao
por difusdo, quanto por degradacdo (MCDONALD et al.; 2006). O método de preparo de
um sistema interfere na morfologia da matriz e no tamanho das particulas e, portanto, pode
influenciar na velocidade de liberacdo do farmaco.

As microesferas de PLDLA obtidas apresentaram morfologia esférica e tamanho
menor que 250um. Segundo JAIN (2000), um sistema de liberacao de farmacos ideal deve
apresentar particulas com didmetros médios que nao excedam 250 um, possibilitando
assim sua aplicagdo com seringas sem causar 0 entupimento da agulha. Estes dispositivos
poliméricos tém sido empregados com sucesso numa grande variedade de farmacos
incluindo: enzimas, hormdnios, peptideos, antibidticos, anticancerigenos, antifingicos,
antiinflamatarios, analgésicos, quimioterapicos.(BLANCO-PRIETRO et al.,1998; YANG
et al., 2001; ROULLIN et al., 2002; JANG FU et al., 2002; BARRIO et al., 2003).

O valor do didmetro meédio das microesferas de PLDLA com e sem o

quimioterapico paclitaxel obtidos neste estudo estdo de acordo com o valor de diametro
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médio obtidos no trabalho de YUN e colaboradores (2004), onde as microesferas obtidas,
apresentaram morfologia esférica, didmetros menores que 250 pum, o que oferecem
flexibilidade na dosagem, cinética de liberacdo e marcacdo de receptores para aplicacbes
como liberacdo de farmacos ou genes. Facilitam a administracdo de novas drogas de
estrutura complexa, como peptideos, que sdo freqlientemente dificeis de serem
administradas de maneira conveniente por outros meios. No caso dos anti-inflamatdrios
pode-se evitar a irritacdo da mucosa gastrica causada pelos medicamentos (PEPPAS,
1997; RE, 2000]. Microesferas biodegradaveis podem ser utilizadas na liberagio
controlada em formulagdes injetaveis, orais, e em sistemas bioadesivos [BRANNON-
PEPPAS, 1995].

Nos estudos realizados por HUSSAIN e colaboradores (2002) com microesfera de
PLGA contendo o quimioterapico 5- fluoracil verificou-se que esses dispositivos
microparticulados apresentaram uma liberagdo in vitro semelhante as microesferas de
PLDLA obtidas neste trabalho. Segundo os trabalhos de degradacdo in vitro, realizados
por LASSALE e colaboradores (2007), as microesferas de polimeros biodegradaveis,
podem ser utilizadas em terapias génicas. Tais pesquisadores avaliaram, tanto o perfil
cinético como a liberacdo do farmaco em fungédo do polimero empregado no processo de
obtencdo de microesferas, sendo constatado que o didmetro das microesferas, influenciam
no processo de degradacdo do polimero, bem como na liberacdo do ativo. Conforme se
aumenta o didmetro das particulas diminui-se a superficie especifica dos dispositivos de
liberacdo com o meio aquoso, o que conseqlientemente diminui a taxa de liberacdo do
farmaco, pois o farmaco passa por difusdo para o meio liquido. Portanto particulas de
didmetros menores degradam e liberam rapidamente o farmaco encapsulado
(BERKLAND et al., 2003). Além do diametro das microesferas, a cinética de liberacéo do
farmaco pode ser influenciada pela localizacdo do farmaco na matriz polimérica, de forma
que se o farmaco se encontra na superficie do dispositivo sera liberado em menor tempo
do que o que esta no interior do mesmo. Os poros presentes nas microesferas influenciam
no processo de difusdo de farmacos em microesferas biodegradaveis, assim quanto maior
for a quantidade e o didmetro dos poros maior sera a difusdo de liquidos pelo sistema
polimérico, resultando assim numa degradacao mais rapida do polimero com consequente
liberacdo do farmaco; outras caracteristicas do polimero utilizado no processo de obtencéo
das microesferas, como tempo de degradacdo, por¢do amorfa e cristalina, influenciam no
processo de degradacdo do polimero e consequentemente na cinética de liberacao do ativo.
(SOPPIMATH et al., 2001; MCDONALD et al.; 2006).
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Figura 4.6: Cromatograma do sobrenadante ap6s 1 dia de degradacéo e liberagdo do
farmaco paclitaxel.

D,00404

0, 0035~

i

0,003+

0,025+

0,000+

AU

000154

n.0010] |||| D
0,0005] | |

|
—— “j%__d_m_ﬁ____h‘ll L PD PD

— ~ S —

ood " Tded " 2bd T Tsbd T T Tabd T Tebd T T Tend T Tvod T T Ted T Telod T tond
Minutes
Figura 4.7: Cromatograma do sobrenadante apo6s 2 dias de degradacéo e liberacéo
do farmaco paclitaxel
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Figura 4.8: Cromatograma do sobrenadante ap6s 3 dias de degradacéo e liberacéo
do farmaco paclitaxel.
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Figura 4.9: Cromatograma do sobrenadante ap6s 5 dias de degradacao e liberacdo
do farmaco paclitaxel.
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Figura 4.10:Cromatograma do sobrenadante apds 10 dias de degradacéo e liberacéo
do farmaco paclitaxel.
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Figura 4.11:Cromatograma do sobrenadante apds 15 dias de degradacéo e liberacéo
do farmaco paclitaxel.
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Figura 4.13: Cromatograma do sobrenadante apos 25 dias de degradacéo e liberacao
do farmaco paclitaxel.
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CAPITULO 5
CONCLUSAO

A técnica de simples emulsdo, utilizada neste trabalho, possibilitou a obtencdo de
microesferas de PLDLA com alta eficiéncia de encapsulacdo do quimioterapico paclitaxel.

A analise das imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV), e microscopia de
forga atdmica (AFM), demonstra que as microesferas de PLDLA sem e com o farmaco
paclitaxel, apresentaram morfologia esférica, tamanho em escala micrométrica e grande

distribuicdo de diametros.

O didmetro médio das microesferas de PLDLA com e sem o paclitaxel, obtidos pela
técnica de espalhamento de luz laser (LLS) , demonstra que a emulsdo de microesferas
pode ser utilizada em estudos in vitro e in vivo, visando aplicacdes em diferentes rotas de

administracdo, como por exemplo, oral, nasal, intramuscular e subcuténea.

O perfil cinético da liberacdo in vitro do paclitaxel, a partir das microesferas de PLDLA,
apresentou uma liberacéo inicial explosiva ( “burst release” ), seguida de uma liberacéo
mais lenta, e uma liberacdo acelerada tardia, caracteristica de microesferas com diametros

variados.

As microesferas de PLDLA obtidas apresentam potencial para serem utilizadas como

carreadores de farmacos, para futuras aplicacdes em liberacdo de medicamentos.
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PERSPECTIVAS :

- Estudo “in vivo” da libera¢do do farmaco.

- Modificagdo de superficie das microesferas de PLDLA.

- Monitorar a distribuicdo de microesferas de PLDLA no corpo do animal, atraves de
ensaios de tomografia.

- Estudar a eficicia terapéutica das microesferas de PLDLA em ensaios de cultura de
células e modelo animal.

- Sintese de nanoparticulas poliméricas
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ANEXOS
ANEXO 1 - Triplicata da analise de HPLC do sobrenadante para determinacéo da

eficiéncia de encapsulacdo do farmaco paclitaxel nas microesferas de PLDLA
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ANEXO 2 - Triplicata da andlise de HPLC do sobrenadante apds 1 dia de

degradacdo das microesferas de PLDLA e liberagdo do fArmaco paclitaxel.
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ANEXO 3 - Triplicata da analise de HPLC do sobrenadante apds 2 dias de
degradacdo das microesferas de PLDLA e liberagdo do fArmaco paclitaxel.
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ANEXO 4 - Triplicata da analise de HPLC do sobrenadante apds 3 dias de

degradacdo das microesferas de PLDLA e liberagdo do fArmaco paclitaxel.
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ANEXO 5 - Triplicata da analise de HPLC do sobrenadante apds 5 dias de

degradacdo das microesferas de PLDLA e liberagdo do fArmaco paclitaxel.
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ANEXO 6 — Triplicata da anélise de HPLC do sobrenadante ap6s 10 dias de

degradacdo das microesferas de PLDLA e liberagdo do fArmaco paclitaxel.
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ANEXO 7 — Triplicata da analise de HPLC do sobrenadante apo6s 15 dias de
degradacdo das microesferas de PLDLA e liberagdo do fArmaco paclitaxel.
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ANEXO 8 — Triplicata da anédlise de HPLC do sobrenadante ap6s 20 dias de

degradacdo das microesferas de PLDLA e liberagdo do fArmaco paclitaxel.
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ANEXO 9 — Triplicata da anélise de HPLC do sobrenadante ap6s 25 dias de

degradacdo das microesferas de PLDLA e liberagdo do fArmaco paclitaxel.
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ANEXO 10 - Triplicata da analise de HPLC do sobrenadante apds 30
degradacdo das microesferas de PLDLA e liberagdo do fArmaco paclitaxel.
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