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RESUMO

Este trabalho tem como principal objetivo a preparacdo de sistemas de libertagéo
controlada (SLCs) de farmacos baseados em microparticulas produzidas a partir de poliésteres
biodegradaveis e biocompativeis, tendo-se utilizado como modelos de farmaco a dexametasona
e a cisplatina. Pretende-se que estes sistemas se revelem efetivos na entrega e libertacdo
prolongada de farmacos.

Adicionalmente, no caso da cisplatina, um antineoplasico frequentemente utilizado em
quimioterapia, pretende-se que a libertacao se cinja ao local de acéo, por forma a minimizar os
efeitos secundarios associados a terapéutica com este farmaco. Para tal, incorporaram-se as
microparticulas carregadas com cisplatina em hidrogéis de quitosano, fisicamente reticulados e
co-reticulados (quimica e fisicamente), cuja gelificacdo ocorre in situ, em condicGes
fisioldgicas. Esta estratégia esta a ser explorada num trabalho de doutoramento realizado em
paralelo.

O encapsulamento de dexametasona, um corticosterdide utilizado como anti-
inflamatorio e imunossupressor, foi efetuado em microparticulas de poli-e-caprolactona (PCL),
Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV), poli(acido lactico) (PLA) e poli(acido
lactico-co-4cido glicdlico) (PLGA), preparadas com recurso ao método de extragdo/evaporacao
do solvente (EES) numa emulsdo 6leo em agua (O/W).

Com o objetivo de avaliar a morfologia das microparticulas, procedeu-se a analise das
mesmas por microscopia eletrénica de varrimento (SEM), a qual permitiu verificar que o
método aplicado é adequado para obter microparticulas esféricas.

A avaliacdo da distribuicdo de tamanhos das particulas revelou que as microparticulas
obtidas a partir de PCL, PHBV, PLA e PLGA, para encapsulamento de dexametasona,
apresentam tamanhos médios entre 9 e 25 um, adequados para sua aplicacdao em SLCs.

Considerando os valores da eficiéncia de encapsulamento (EE) obtida para os varios
polimeros em estudo, os resultados apontam para eficiéncias que variam entre 0s 40% e 0s 60%.
Contudo, as imagens de SEM revelaram a existéncia de cristais de farmaco dispersos nas
amostras e a superficie de algumas microparticulas (PCL e PLGA), o que, de algum modo, pode
por em causa a fiabilidade destes valores.

Os resultados da analise térmica permitiram concluir que 0 método de preparacdo das
microparticulas apenas teve efeito sobre a estrutura do PLA. Quanto ao estado do farmaco nas
microparticulas, apenas foi detetavel farmaco na forma cristalina nas amostras de PLA e PLGA,

ainda que os resultados sugiram alteracdo na estrutura cristalina do farmaco.



No que respeita aos perfis de libertacdo do farmaco, as microparticulas produzidas a
partir de PCL e PLGA revelaram ser eficazes em garantir uma libertagdo de farmaco por um
periodo mais alargado, cerca de 7 dias, tendo-se verificado a libertacdo da maioria do farmaco
encapsulado findo este periodo. No caso do PLA e PHBYV, a libertacdo ocorreu de forma
abrupta, caracterizando-se por uma libertacdo do farmaco que atinge um patamar apds algumas
horas de libertacéo.

O estudo do encapsulamento de cisplatina foi levado a cabo de forma semelhante ao
efetuado para a dexametasona, no entanto, utilizou-se apenas PLA para a producdo das
microparticulas. A analise dos resultados obtidos por SEM permitiram constatar que se
obtiveram microparticulas morfologicamente distintas, quando comparadas com as obtidas para
encapsulamento de dexametasona, produzidas a partir do mesmo polimero. Neste caso, a
superficie das microparticulas apresentava poros facilmente identificaveis nas imagens de
SEM, bem como uma estrutura interna oca, semelhante a uma cépsula.

A eficiéncia de encapsulamento obtida para as microparticulas de PLA com cisplatina
revelou-se relativamente baixa, 27,12%, cerca de metade dos valores alcancados para a
dexametasona. Além disso, os resultados obtidos para os ensaios de libertagdo demonstraram
que apenas se conseguiu libertar cerca de 6% do farmaco encapsulado nas microparticulas.

Por fim, incorporaram-se as microparticulas de PLA carregadas com cisplatina em
hidrogéis de quitosano formados in situ, com vista a sua administragdo por via parenteral. Os
hidrogéis de quitosano foram preparados usando um método de reticulacdo fisico, com recurso
a fosfato dissodico de glicerol e um método de co-reticulacdo, isto €, combinando a reticulacdo
fisica com um reticulante quimico (genipin). Os ensaios de libertacdo levados a cabo com os
hidrogéis de quitosano revelaram que, quando comparados com os perfis correspondentes as
microparticulas na forma livre, se verifica uma diminuicdo na quantidade de cisplatina
libertada, a qual é funcéo do tipo de reticulacdo e da concentracdo de genipin. Estes resultados
sugerem que estas variaveis podem ser usadas para ajustar o perfil de libertacdo as condicGes
pretendidas.

Palavras-chave: Microparticulas; Extracdo e Evaporacdo do Solvente; Sistemas de Libertagdo
Controlada; Poliésteres Biodegradaveis; Quitosano; Hidrogéis, Genipin;

Fosfato Dissodico de Glicerol.



ABSTRACT

The aim of the present study is the preparation of drug delivery systems (DDSs) based
in microparticles prepared from biodegradable and biocompatible polyesters using
dexamethasone and cisplatin as drug models. It is intended that these systems prove effective
delivery and sustained release of drugs.

Additionally, in the case of cisplatin, an antineoplastic frequently used in chemotherapy,
a restricted delivery in the site of action is proposed in order to minimize the side effects
associated to the treatment with this drug. To achieve this, microparticles loaded with cisplatin
have been incorporated in chitosan hydrogels, physically cross-linked and co-cross-linked
(chemically and physically), which gelation occurs in situ, under physiological conditions. This
strategy is being explored in a doctoral dissertation conducted in parallel.

The encapsulation of dexamethasone, a corticosteroid used as anti-inflammatory and
immunosupressor, was carried out in microparticles prepared from poly-¢-caprolactone (PCL),
poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) (PHBV), poly(lactic acid) (PLA) and
poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA), using oil-in-water emulsion solvent evaporation method.

In order to evaluate the microparticles morphology, they were analyzed using scanning
electron microscopy (SEM), which allows to verify that the applied method is suitable to obtain
spherical microparticles.

The evaluation of the microparticles size distribution reveals that the microparticles
obtained from PCL, PHBYV, PLA and PLGA for the encapsulation of dexamethasone presented
mean sizes between 9 and 25 um, thus suitable for DDSs.

Considering the values for the encapsulation efficiency (EE), obtained for the studied
polymers, the results pointed out efficiencies between 40% and 60%. However, the SEM
images revealed the presence of drug crystals dispersed in the samples and in the surface of
some microparticles (PCL and PLGA), which could compromise the reliability of this values.

The thermal analysis results suggest that the microparticles preparation method only
have effect in the PLA structure. Considering the drug state in the microparticles, drug was only
detected in the crystalline form in the PLA and PLGA, although the results suggest changes in
the crystalline structure of the drug.

Regarding the drug release profiles, microparticles prepared from PCL and PLGA
revealed to be effective to ensure a drug release over a longer period, about 7 days. After this

period, almost all the encapsulated drug was released. In the case of PLA and PHBYV, the release
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occurred sharply and is characterized by a releasing profile that reaches a plateau after few
hours.

The study of the cisplatin encapsulation was carried out similarly to the one adopted for
dexamethasone. However, only PLA was used to prepare the microparticles. The SEM results
showed morphologically distinct microparticles, when compared to those obtained for the
encapsulation of dexamethasone, produced from the same polymer. In this case, the
microparticles surface showed pores easily identified in the SEM images, as well as a hollow
internal structure similar to a capsule.

The encapsulation efficiency obtained for the PLA microparticles with cisplatin was too
low, 27,12%, about half than the value obtained to dexamethasone. Besides that, the results to
the release profile show that only 6% of the encapsulated drug in the microparticles was
released.

Finally, PLA microparticles with cisplatin were incorporated in in situ forming chitosan
hydrogels, with the aim of parenteral administration. The chitosan hydrogels were prepared
using a physical cross-linking method, with glycerol-phosphate disodium, and a co-cross-
linking method, combining the physical cross-linking with a chemical cross-linker (genipin).
When compared with the microparticles release profile in the free form, the release studies with
the chitosan hydrogels revealed a decrease in the amount of released cisplatin, which is function
of the cross-linking type and genipin concentration. These results suggest that this variables

could be used to adjust the release profile to the intended conditions.

Keywords: Microparticles; Solvent Evaporation; Drug Delivery System; Biodegradable
Polyesters; Chitosan; Hydrogels; Genipin; Glycerol-Phosphate Disodium.
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1. INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUGAO GERAL

Esta Introducéo pretende apresentar sinteticamente os aspetos que motivaram o presente
trabalho, os objetivos que se pretendem atingir e a forma como este documento esta organizado,

referindo de forma resumida os assuntos abordados em cada capitulo.

1.1 Motivagao

O interesse por parte da comunidade cientifica no que respeita ao desenvolvimento de
sistemas de libertacdo controlada (SLCs) de farmacos tem crescido intensamente ao longo dos
ultimos anos. Desde a primeira referéncia a SLCs, por Folkman e Long, em estudo publicado
em 1964 (Folkman e Long, 1964), varios tém sido os trabalhos desenvolvidos nesta area, com
0 objetivo de desenvolver sistemas transportadores passiveis de alocar o farmaco, protegendo-
0 e permitindo garantir uma libertacdo controlada diretamente no local de acéo.

As formas comuns de dosagem, isto é, comprimidos, formas liquidas ingeriveis,
parenterais, entre outras, ttm a desvantagem de serem alvo da agdo destrutiva por parte do
organismo, o que reduz drasticamente a quantidade de principio ativo que efetivamente atinge
o local onde se pretende o efeito terapéutico. Por outro lado, a difusdo do farmaco para os
tecidos entre o local de administracdo e o local de acdo podera causar no paciente efeitos
secundarios relevantes. Por ultimo, a necessidade de repetidas administracdes de farmaco, por
forma a garantir que a sua concentracgdo se encontre dentro do intervalo correspondente ao nivel
terapéutico, pode ser diminuida, ou em ultima instancia eliminada, através do desenvolvimento
de SLCs. Estes sistemas, para além de possibilitarem uma libertacdo controlada do farmaco,
permitem, através de técnicas de encapsulamento, proteger o organismo da acdo do farmaco e
0 préprio farmaco da possivel degradacdo em determinadas condic¢des fisiologicas (Vogelson,
2001; Makadia e Siegel, 2011, Jayasuriya e Darr, 2013).

O desenvolvimento de um SLC é dependente de um vasto conjunto de fatores que
influenciam o seu desempenho. Estes fatores podem estar relacionados com as caracteristica do
farmaco que se pretende libertar, com o local de acdo do farmaco; que consequentemente tem
de ser alcancado pelo sistema transportador e, em ultima instancia, pelas caracteristicas do
material polimérico que constitui a matriz na qual se pretende incorporar o farmaco e que atuara
como sistema transportador.

Os SLCs sdo, na sua maioria, constituidos por uma estrutura polimérica biocompativel

que, apos incorporacdo do farmaco, atua, como se disse, como sistema transportador,
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garantindo um perfil de libertacdo que € funcdo das caracteristicas da estrutura polimérica
utilizada. O facto dos materiais poliméricos possuirem uma larga gama de propriedades, funcéo
dos monomeros e das ligagdes envolvidas, e de poderem ser modelados em funcdo dos
requisitos especificos de cada aplicacdo, faz com que estes materiais constituam uma opcao
preferencial para a preparacdo de SLCs. Por outro lado, os avangos tecnoldgicos registados no
desenvolvimento de novos polimeros tém permitido “desenhar” materiais cada vez mais
especificos e com caracteristicas rigorosamente controladas, o que os torna particularmente
apelativos para este tipo de aplicacdo (Angelova e Hunkeler, 1999).

E de notar que das duas partes que integram o SLC, polimero e farmaco, a atividade
farmacologica cinge-se naturalmente ao farmaco, sendo a parte polimérica, finda a fungéo para
a qual foi desenvolvida, idealmente sujeita a degradacéo e posterior eliminagdo por mecanismos
fisioldgicos normais. Alguns poliésteres biodegradaveis, como é o caso do PLA e do PLGA,
sdo particularmente apelativos e encontram-se amplamente investigados para utilizacdo em
SLCs e biomateriais.

Um outro aspeto importante na utilizacdo de materiais poliméricos em SLCs consiste
na facilidade em desenvolver sistemas particulados, designadamente microesferas ou
microcapsulas, de dimensdes adequadas para administracdo por via injetavel (Kreuter, 1996,
Dhanaraju et al., 2003, Hu et al., 2006, Jia et al., 2008, Levy-Nissenbaum et al., 2012, Anderson
e Shive, 2012, Bragagni et al., 2013).

1.2 Objetivos

No presente trabalho pretende-se desenvolver diferentes sistemas de microparticulas
poliméricas para encapsulamento de farmacos, que permitam a sua posterior libertacdo no local
de acdo. Como se referiu anteriormente, a protecdo do farmaco dentro de um sistema
transportador permite reduzir o efeito do organismo sobre o farmaco bem como colmatar as
desvantagens associadas a perda de farmaco por difuséo para os tecidos adjacentes ao longo do
percurso pelo organismo. Além do mais, a acdo do farmaco é restringida ao local onde esta
efetivamente se pretende, reduzindo os efeitos secundarios resultantes da acumulacéo de
farmaco em outas zonas.

Assim, pretende-se com este trabalho preparar microparticulas a partir de poliésteres
biodegradaveis, nomeadamente, poli(acido lactico) (PLA), poli(acido lactico-co-acido
glicolico) (PLGA), Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV) e poli-e-caprolactona,
(PCL), com base no método de extragdo/evaporacdo do solvente (EES), nas quais se irdo

incorporar dois tipos de farmacos: cisplatina, um antineoplasico e dexametasona, um
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corticosteroide. A preferéncia por estes polimeros prende-se com a sua biodegradabilidade,
biocompatibilidade e aplicabilidade em é&reas de libertagdo controlada de farmacos e de
engenharia de tecidos. No que respeita a escolha dos farmaco, é de notar que estes sdo utilizados
de forma conjugada, ou seja, o efeito antiemético® da dexametasona é muitas vezes utilizado
para atenuar os efeitos secundarios associados a terapia com cisplatina (Rudd e Naylor, 1997,
Tanihata et al., 2004; Rigacci et al., 2012).

Uma vez preparadas as microparticulas, estas serdo alvo de caracterizagéo,
designadamente em termos da sua morfologia (SEM e dispersao laser) e estrutura (atraves de
analise térmica). Finalmente, pretende-se obter os perfis de libertacdo in vitro dos farmacos,
com o intuito de avaliar o desempenho destas estruturas enquanto SLCs.

Complementarmente, incorporar-se-d0 as microparticulas carregadas com cisplatina,
num hidrogel de quitosano para aplicacdo por via injetavel, que esta a ser produzida no ambito
de um outro trabalho (Moura, 2014). A ideia subjacente serd comparar a libertacdo de cisplatina
encapsulada nas microparticulas, com o perfil de libertacdo apds incorporacdo destas no
hidrogel.

1.3 Organizagao do Trabalho

O presente trabalho encontra-se organizado em cinco capitulos principais, subdivididos
em subcapitulos que particularizam os varios aspetos abordados em cada um.

No presente capitulo, Capitulo 1, foram apresentadas as razdes que motivaram 0
desenvolvimento do trabalho bem como os objetivos que se pretendem atingir. No Capitulo 2,
intitulado Reviséo Bibliografica, é feito um enquadramento geral do tema, com a apresentacao
dos conceitos subjacentes, bem como dos fundamentos das técnicas utilizadas no procedimento
experimental e uma analise mais detalhada dos varios polimeros utilizados. O capitulo
apresenta ainda uma revisdo bibliografica dos principais trabalhos publicados nesta area,
particularmente no que respeita aos estudos levados a cabo, relacionados com sintese de
microparticulas poliméricas para encapsulamento de farmacos.

No Capitulo 3, Materiais e Métodos, sdo apresentados os farmacos em estudo bem
como a descricdo dos materiais e metodos utilizados para a preparagdo das microparticulas.
Descrevem-se ainda as técnicas utilizadas para a caracterizacdo das microparticulas e o

procedimento intrinseco aos ensaios de libertagéo.

! Designacdo atribuida aos medicamentos utilizados no tratamento de sintomas de enjoos, nauseas e
vOmitos.



1. INTRODUCAO GERAL

No Capitulo 4 séo apresentados e discutidos os resultados obtidos, nomeadamente as
caracteristicas das microparticulas e os perfis de libertacdo, bem como as conclusdes parcelares
de cada conjunto de resultados.

Por fim, o Capitulo 5 resume as principais conclusfes e no Capitulo 7 € feita uma
abordagem a algumas sugestdes para o desenvolvimento de trabalhos futuros nesta area.

Todos os capitulos séo introduzidos com uma breve contextualizacdo dos assuntos a

abordar em cada um deles.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Tal como apresentado no capitulo anterior, este trabalho tem por base o
desenvolvimento de sistemas de libertacdo controlada (SLCs), na forma de microparticulas
poliméricas, nas quais se pretende encapsular farmacos. No presente capitulo apresenta-se uma
breve resenha bibliografica focada nos principais aspetos relacionados com as diferentes fases
do trabalho.

Desta feita, comeca-se por uma abordagem aos SLCs, mormente os de base polimérica,
detalhando as caracteristicas dos polimeros que vao ser utilizados; de seguida refere-se o
método de extracdo/evaporacdo do solvente (EES), que serviu de base a preparacdo das
microparticulas em estudo; e, finalmente, motivado pelo facto de se pretender a incorporacdo
das microparticulas num hidrogel de quitosano, € dado enféase a este tipo de material, com

especial destaque para os tipos de hidrogel utilizados neste trabalho.

2.1 Sistemas de Libertagao Controlada

O desenvolvimento de um SLC é dependente de um amplo conjunto de fatores que
influenciam o seu desempenho, dos quais se destacam as caracteristicas do farmaco que se
pretende libertar, o local de acdo do farmaco, que consequentemente tem de ser alcancado pelo
sistema transportador e, em Ultima instancia, as caracteristicas do material polimérico que
constitui a matriz na qual se pretende incorporar o farmaco.

Os SLCs sdo, na sua maioria, constituidos por uma estrutura polimérica biocompativel
que, apds incorporacdo do farmaco, atua como sistema transportador deste até ao local de acéo,
garantindo um perfil de libertacdo que é funcdo das caracteristicas da estrutura polimérica
utilizada. A administracdo de farmacos com recurso a um sistema deste tipo apresenta pelo
menos uma das seguintes vantagens (Chien e Lin, 2007):

e Controlo da taxa de libertacdo bem como da dose terapéutica;

e Manutencdo da concentracdo de farmaco dentro da gama correspondente a
margem terapéutica;

e Maximizacdo da relacdo dose-eficécia;

e Reducdo dos efeitos secundarios;

e Diminui¢do do nimero de administracdes;

e Aumento da confianca por parte do paciente.
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A utilizacdo de um sistema transportador permite controlar a farmacocinética em causa
e assim manipular a forma como o farmaco é absorvido, distribuido, metabolizado e eliminado
(ADME) (Vilar et al., 2012). Por outro lado, previne a interacdo entre o farmaco e outras
moléculas que poderdo causar a alteracdo da sua estrutura (Vilar et al., 2012) e ainda contorna
problemas associados a solubilidade de certos farmacos, bem como alteracdes provocadas pelas
condi¢Oes do meio, como por exemplo pH (Martinho, 2011). Dada a elevada especificidade das
moléculas com atividade bioldgica, estas alteracbes podem ter efeito sobre a estrutura dos
principios ativos e consequentemente causar a perda da acédo terapéutica.

O desenvolvimento de um SLC é um processo complexo onde o tipo de material
selecionado deve ter em conta o efeito sobre o organismo, o local de ac¢do, via de administracéo,
perfil de libertacéo e, em ultima instancia, a variabilidade associada & incorporacdo do farmaco
na estrutura (Makadia e Siegel, 2011). Este Gltimo aspeto é particularmente importante na
medida em que podera ditar a ineficiéncia de um material para um dado farmaco, apesar deste
se revelar aplicavel para outro.

Inequivocamente, o estudo destas variaveis requer um trabalho interdisciplinar de vérias
areas cientificas como a medicina, a bioquimica, a farmécia, a engenharia quimica, materiais,
entre outras.

O principal objetivo de um SLC é manter a concentracdo de farmaco no intervalo
compreendido entre a concentracdo minima efetiva (CME) e a concentracdo maxima tolerada
(CMT), designado por margem terapéutica (MT); eliminando o perfil “tipo serra” associado a
administracdo de farmacos por doses. A selecdo do SLC é incontestavelmente afetada pelo
perfil de libertacdo pretendido, uma vez que, quer a MT quer o periodo pretendido para a acdo
vao influenciar a selecdo do material mais adequado (Lee et al., 2010; Shaik et al., 2012; Vilar
etal., 2012).

2.2 Sistemas de Libertagdao Controlada de Base Polimérica

Atualmente existe um leque alargado de sistemas transportadores, bem como de
materiais utilizados na sua preparacao, com particular destaque para os materiais poliméricos,
biocompativeis e biodegradaveis, que serdo alvo de estudo deste trabalho.

Da miriade de polimeros disponiveis para utilizagdo como biomateriais, ressalta uma
caracteristica comum a alguns deles que € o facto de serem biocompativeis, isto é, a sua
aplicacdo in vivo ndo surte qualquer tipo de reagdo adversa por parte do organismo.

Tendo em conta os materiais que cumprem este requisito, podemos dividir os polimeros

utilizados em SLCs em polimeros naturais e polimeros sintéticos. Os polimeros naturais sao,
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na sua maioria, biodegradaveis, enquanto que os polimeros sintéticos, podem ser ou nao
biodegradaveis. O facto de permitirem uma alargada gama de propriedades, fruto da imensa
variedade de composic¢Ges, faz com que os polimeros sintéticos continuem a ser uma 6tima
solucdo para colmatar o fraco controlo, reprodutibilidade das propriedades e dificuldade de
purificacdo dos polimeros naturais. Em alguns casos é possivel combinar polimeros naturais
com polimeros sintéticos, obtendo um material cujo desempenho € superior ao de cada um deles
isoladamente (Angelova e Hunkeler, 1999).

Na Tabela 2.1 é apresentada uma lista dos principais polimeros usados em SLCs, bem
como alguns exemplos de trabalhos onde foram utilizados. E no entanto de referir que
frequentemente séo utilizados copolimeros com o objetivo de obter um melhor desempenho.
Um exemplo classico em SLCs é a utilizacdo do copolimero de acido lactico e &cido glicélico,
designado por poli(acido lactico-co-acido glicélico) (PLGA), cujas propriedades sdo

dependentes da razdo entre 0s monomeros apresentados (Gu e Burgess, 2014).
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Tabela 2.1 - Polimeros utilizados na preparacéo de sistemas de libertagdo controlada ( Angelova e Hunkeler, 1999;
Uhrich et al., 1999; Pillai e Panchagnula, 2001; Vilar et al., 2012; Behera, 2013; Gu e Burgess, 2014).

Polimeros naturais e seus derivados Referéncias
Proteicos: colagénio, albumina, gelatina, fibrina, elastina. Elzoghby et al., 2012
Polissacarideos: Agarose, alginato, carragenina, acido hialurénico, dextrano, Luo e Wang, 2014
quitosano, ciclodextrinas. Yoon et al., 2013

Derivados de celulose: carboximetilcelulose; etil celulose; acetato de celulose; Tan et al., 2013

proprianato de acetato de celulose; hidroxipropilmetilcelulose (HPMC). Almeida et al, 2014
Kolakovic et al., 2012

Ng e Jumaat, 2014

Polimeros sintéticos

Biodegradaveis Cheng et al., 2007
Poliésteres: poli(acido l4ctico) (PLA); poli(acido glicolico) (PGA); Chen e Yong, 2012

polihidroxibutirato (PHB); poli-g-caprolactona (PCL); polidiaxanona (PDS). Rai et al., 2005

Polianidridos: poliacido sebacico; poli&cido adipico; poliacido teraftalico. Levy-Nissenbaum et al.,2012
Poliamidas: poliimino carbonatos; poliaminoacidos. Gonzalo et al., 2013
Fosforados: polifosfatos; polifosfanatos; polifosfazenos; polifosfoésteres. Lakshmi et al., 2003
Poliortoésteres: POEI; POEII, POEIII; POEIV. Gupta e Lupina, 2004
Qutros: poli(cianoacrilatos); poliuretanas; polidihidropiranos; poliacetais. Palamoor Jablonski, 2013

Vancoillie et al., 2014

N&o biodegradéaveis

Prokopowicz et al., 2014
Silicones: polidimetilsiloxano (PDMS); silica coloidal.

Okor, 1990
Acrilatos: poli(metacrilato); poli(metracrilato de metilo) (PMMA);

Rao et al., 1994
poli(metacrilato de 2-hidroxietilo) (PHEMA).

Zheltonozhskaya et al., 2013
Acrilamidas: poliacrilamida (PAAm); poli(N-isopropilacrilamida) (PNIAAm).

Fu e Soboyejo, 2011
Poliéteres: polietilenoglicol (PEG); polipropilenoglicol.

Najafabadi et al., 2014
Outros: polivinilpirrolidona (PVP); acetato de etilenovinil (EVA);

Oliveira et al., 2014
poloxameros; poloxaminas.
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As caracteristicas dos polimeros utilizados na estrutura, bem como os produtos
resultantes da sua biodegradacdo, constituem um importante pardmetro que determina a
aplicabilidade do material enquanto SLC. E preciso assegurar que tanto os polimeros que
compdem um SLC, como os produtos que resultam da sua biodegradagéo sdo biocompativeis,
ndo toxicos e passiveis de serem eliminados por mecanismos fisioldégicos normais (Makadia e
Siegel, 2011). Isto para além de serem adequados para o transporte do fa&rmaco até local de acéo
e de assegurarem uma adequada libertacao.

A selecdo do polimero para uma determinada aplicacdo deve ter em conta ndo so a
interacdo entre 0 polimero e o fArmaco a transportar, mas também o efeito do material sobre o
organismo, nomeadamente no que concerne a intera¢do entre este e os tecidos (Gu e Burgess,
2014}). Tendo em conta este aspeto, é imprescindivel o conhecimento das propriedades dos
materiais utilizados em SLCs, bem como dos mecanismos que medeiam a interacdo entre o
material e 0 organismo, por forma a conseguir um desempenho melhorado em termos de funcéo
quimica, interfacial, mecéanica e bioldgica. Desta forma é possivel otimizar o sistema no que
respeita & funcéo para a qual este foi desenvolvido, minimizando a resposta adversa por parte
do organismo.

Tanto as propriedades de superficie como as da massa (bulk) influenciam o desempenho
do material. No que respeita as primeiras destacam-se a hidrofilicidade/hidrofobicidade,
lubrificacdo, rugosidade e energia de superficie, enquanto que, no que se refere as segundas, o
peso molecular, permeabilidade, taxa de degradacao, porosidade e interconectividade dos poros
desempenham um papel preponderante. (Angelova e Hunkeler, 1999; Pillai e Panchagnula,
2001).

O mecanismo de degradacdo dos materiais poliméricos constitui um importante
parametro funcional dos SLCs. A taxa de libertacdo de farmaco em sistemas poliméricos
depende fortemente das caracteristicas do polimero e do arranjo estrutural da rede polimérica,
que naturalmente influenciam o acesso do meio ao farmaco, cuja libertacéo ¢ influenciada por
mecanismos difusionais dificeis de prever.

No caso de polimeros ndo biodegradaveis, a entrada do meio na estrutura polimérica e
consequente dissolucdo e transporte do farmaco, por processos de transferéncia de massa
devidos ao gradiente de concentracfes, constitui 0 inico mecanismo envolvido.

Contudo, no caso de polimeros biodegradaveis, além do transporte do farmaco, a
degradacdo da matriz polimérica, que a longo prazo promove uma libertacdo mais efetiva do
farmaco encapsulado, constitui um parametro relevante para o desempenho do SLC. Esta
degradacdo do material in vivo, acompanhada da consequente libertacdo do farmaco, ocorre

principalmente devido a hidrdlise da matriz polimérica (Lin e Anseth, 2013).
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Tendo em conta o tipo de degradacéo, os materiais poliméricos podem ser classificados
em erodiveis a superficie ou erodiveis em massa, dependendo da suscetibilidade do agente de
degradacéo para penetrar no material. (Anderson e Shive, 1997; Uhrich et al., 1999; VVogelson,
2001; Kim, 2006; Lin e Anseth, 2013).

Nos polimeros erodiveis a superficie, como por exemplo os polianidridos, a
hidrofobicidade das cadeias poliméricas oferece resisténcia a penetracdo de agua, 0 que
promove a hidrdlise & superficie, na interface polimero/meio. Verifica-se uma perda de massa
gradual que provoca uma diminui¢do no tamanho, com conservagdo da morfologia do sistema.

No que respeita aos polimeros erodiveis em massa, como € 0 caso da maioria dos
poliésteres, ocorre a penetragdo e hidrolise no interior da matriz. Para estes materiais a
libertacdo é controlada pela difusdo, sendo o tamanho e interconectividade dos poros uma
caracteristica preponderante que influencia a velocidade de penetracdo na matriz polimérica.
Uma vez que este tipo de degradacdo é dependente da difusividade do meio na estrutura,
modelar a libertacdo em sistemas deste tipo revela-se uma tarefa por vezes complexa,
dificultando a manipulagéo do perfil de libertacdo (Chen et al., 2011; Lin e Anseth, 2013).

Burkersroda et al., em 2002, constataram que a predominancia de um dos tipos de erosdo
esta diretamente relacionada com a relacdo entre a velocidade de penetracdo de dgua na matriz
e a velocidade de degradacdo das ligacdes a superficie, isto é, se a velocidade de penetracao de
agua for superior a de degradacao superficial, o polimero sera erodivel em massa, caso contréario
sera erodivel a superficie.

E de notar que apesar da libertacio do farmaco ser normalmente resultante da
conjugacdo de ambos os processos de degradacdo, € desejavel que esta seja controlada por
processos de degradacdo a superficie, uma vez que se consegue uma taxa de libertacdo de ordem
zero, manipulavel através do controlo da area de superficie e da taxa de degradacdo do SLC
(Uhrich et al., 1999).

Os mecanismos que governam a degradacdo dos materiais poliméricos ndao se encontram
completamente estabelecidos; no entanto, é possivel encontrar alguns trabalhos que tém por
base o estabelecimento de modelos matematicos que pretendem prever a cinética de degradacéo
dos mesmos (Siepmann e Gopferich, 2001; Lemaire et al.,2003; Bertrand et al., 2007; Chen et
al., 2011).
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Na Tabela 2.2 sdo apresentadas as principais variaveis que influenciam a taxa de

degradacdo dos materiais poliméricos.

Tabela 2.2 - Variaveis que influenciam a taxa de degradacdo dos materiais poliméricos (adaptado de Pillai e
Panchagnula, 2001; Shaik et al., 2012)

Estrutura quimica e composicao

Fatores fisico-quimicos (troca ionica, forca iénica e pH)

Fatores fisicos (forma, tamanho e lacunas da rede polimérica)
Morfologia (amorfos, semicristalinos, cristalinos e microestrutura)
Mecanismo de degradacdo (hidrolise quimica, enzimatica ou microbiana)
Distribuicdo de pesos moleculares

CondicGes de processamento e esterilizacéo

Condigdes de armazenamento

Via de administracdo e local de agdo

Em suma, as caracteristicas do material constituem um pardmetro preponderante para o
controlo da cinética de degradacdo. A biodegradacdo pode ser essencialmente enzimaética,
guimica ou microbiana e estes fendmenos podem ocorrer simultaneamente num mesmo sistema
(Pillai e Panchagnula, 2001). A velocidade de degradac&o dos materiais polimeéricos influencia
drasticamente o desempenho do SLC, tanto ao nivel da aceitagdo por parte do organismo, como
em termos de taxa de libertacdo do farmaco incorporado. O dominio destas variaveis é possivel
mediante uma selecdo cuidada dos tipos de mondmeros e ligacbes que edificam a matriz do
sistema.

De seguida particularizam-se as principais caracteristicas e aplicagdes dos polimeros
utilizados na preparacdo de microparticulas no ambito deste trabalho, designadamente os
poliésteres poli(acido lactico) (PLA), poli(acido lactico-co-acido glicolico) (PLGA), poli-¢-
caprolactona (PCL) e Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato (PHBV).

2.3 Poliésteres Utilizados na Preparagdo de Microparticulas

Poliésteres biocompativeis e biodegradaveis tém sido intensamente investigados para
aplicacbes biomédicas devido a sua degradacdo gradual in vivo, sem necessidade de
procedimento pesarosos de remocgéo apos o implante. O desenvolvimento de SLCs baseados
neste tipo de polimeros permite o transporte de uma grande variedade de substancias ativas tais
como proteinas, péptidos, antibidticos, agentes anticancerigenos, entre outras (Murthy et al.,
2012; Ravi et al., 2014). A Tabela 2.3 enumera alguns aspetos relevantes dos poliésteres

utilizados.
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Tabela 2.3 - Caracteristicas dos poliésteres utilizados na preparacdo das microparticulas (Chasin e Langer, 1990;
Ikada e Tsuji, 2000; Khanna e Srivastava, 2005; Auras et al., 2010).

i Peso Molecular o Periodo de
Polimero Cristalinidade Observacdes
[KDa] degradacao
PLA ‘ 100-300 Semi-cristalino 1-2 anos
PLGA ‘ 40-100 Amorfo 50-150 dias Biodegradavel e
PCL ‘ 40-80 Semi-cristalino 4 anos Biocompativel
PHBV ‘ 200-3000 Cristalino 3-5 anos

2.3.1 PLAePLGA

O poli(acido lactico) e o poli(acido lactico-co-acido glicolico), respetivamente PLA e
PLGA, Figuras 2.1 e 2.2, pertencem a categoria dos poli(a-hidroxi acidos) e foram dos
primeiros polimeros sintéticos com aplicacdo clinica, principalmente motivado pela sua
biodegradabilidade e biocompatibilidade (Matsumoto et al., 1997; Jain et al., 2000; Herrero-
Vanrell et al., 2014).

O O CH;
1° po Ay A
H nOH H ) e y
CH; 0

Figura 2.1 - Estrutura do PLA Figura 2.2 - Estrutura do PLGA
in (Zhang et al., 2014) in (Zhang et al., 2014)

Tanto o PLA como o poli(acido glicolico) (PGA), comonémeros que constituem o
PLGA, sdo sintetizados quer por reacdo de policondensacdo dos mondmeros, resultando em
polimeros de baixo peso molecular, quer por polimerizacdo de abertura do anel de dimeros
ciclicos o que produz polimeros de elevado peso molecular (lkada e Tsuji, 2000; Kimura e
Ogura, 2012). O catalisador e o agente regulador do comprimento de cadeia, utilizado na
producdo destes polimeros, permitem regular o peso molecular dos mesmos (lkadae Tsuji,
2000).

A degradacdo do PLA e do PLGA deve-se essencialmente a hidrolise quimica,
governada pela acessibilidade da agua as ligacOes éster da cadeia principal do polimero (Verte
et al., 1994). No entanto, resultados controversos apresentados por alguns autores questionam
a possibilidade de ocorrer hidrélise enzimatica (Chasin e Langer; 1990; Auas et al., 2010;

Makadia e Siegel, 2011; Anderson e Shive, 2012). Os grupos carboxilico e hidroxilo resultantes
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da hidrdlise geram um microambiente acido no interior da matriz polimérica que atua como
catalisador da reacdo de degradacdo do polimero (Chen et al., 2011; Li e Ooi, 2012).
Consequentemente este tipo de polimeros sdo essencialmente erodiveis em massa (Tamada e
Langer, 1993; Burkersroda et al., 2002; Bertrand et al., 2007).

No que concerne ao caso particular do PLGA, apesar de seguir a via de degradacéo
anteriormente apresentada, é possivel estabelecer a sua taxa de degradacdo em funcdo da razdo
entre os comondmeros que compdem o copolimero (Sackett e Narasimhan, 2011). A presenca
de grupos metil no PLA confere-lhe maior hidrofobicidade o que faz com que este se degrade
mais lentamente quando comparado com a taxa de degradacdo do PGA; assim € possivel ajustar
a taxa de degradacdo do PLGA controlando a composi¢do do copolimero (Kimura e Ogura,
2012; Anderson e Shive, 2012).

A aprovacao destes polimeros por parte da “Food and Drug Administration” (FDA)
(Ataman-Onal et al., 2006; Jain, 2000; Saralidze et al., 2010; Makadia e Siegel, 2011) constituiu
a forca motriz que despoletou o interesse por parte da comunidade cientifica no
desenvolvimento de SLCs e scaffolds baseados em PLA e PLGA. Atualmente estes polimeros
sdo intensivamente estudados como veiculos para antibioticos (Prior et al., 2000), proteinas
(Lee et al., 2007) e outras macromoléculas como ADN (Mok e Park, 2008), ARN (Lee et al.,
2011) e péptidos (Jain, 2000; Blanco-Prieto et al., 2004; Makadia e Siegel, 2011).

A utilizacdo de PLA e de PLGA em aplicagdes biomédicas data da década de 60 com o
desenvolvimento de fibras para aplicacdo em suturas cirargicas. O principal interesse por estes
materiais prende-se com as propriedades mecéanicas, baixa toxicidade e excelente
biocompatibilidade (Jain, 2000; Auras et al., 2010).

O grande impulso para o desenvolvimento de microparticulas de PLA e PLGA, ocorreu
na década de 90, estimulado pelo programa da Organizagdo Mundial de Satide (OMS) (“The
Childrens Vaccine Initiative”), que incluia, entre outros assuntos, o desenvolvimento de vacinas
de libertacdo controlada (Muraskin, 1996; Sasiak et al., 2000; Johansen et al., 2000). Os
primeiros estudos realizados tinham por base o desenvolvimento de microesferas de PLA e
PLGA, para encapsulamento de antigenes e toxoides, passiveis de serem administradas sob a
forma de vacinas de libertacdo controlada, conseguindo-se desta forma diminuir, ou em Gltima
instancia eliminar, a necessidade de administragdes repetidas (Johansen et al., 2000; Johansen
etal., 1999).

Lamalle-Bernard et al., no ano de 2006, realizaram um estudo no qual promoveram a
adsorcdo de dois antigenes especificos, p24 e gpl20, utilizados no tratamento do HIV, a
superficie de particulas de PLA. Desta forma provaram que microparticulas deste polimero
podiam ser utilizadas como sistema transportador de mais do que um antigene em simultaneo.
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O estudo sustenta uma investigacéo anterior, levada a cabo por um dos investigadores (Ataman-
Onal et al., 2006), apenas com particulas de PLA carregadas com o antigene p24, na qual
modelos animais revelaram que este sistema transportador era altamente eficiente a despoletar
a resposta imunoldgica. A utilizacdo de combinacdes de antigenes constitui uma abordagem
promissora para o desenvolvimento de vacinas.

O tratamento tumoral é outra &rea na qual a aplicabilidade de microparticulas de PLA e
PLGA se tem revelado promissora pela possibilidade de contornar os significativos efeitos
secundarios, baixa eficacia e reduzida estabilidade deste tipo de farmacos. As abordagens em
estudo visam a aplicacdo de quimioterapicos por via inalavel, essencialmente para o tratamento
de cancro do pulméo (Kim et al., 2012), por via parenteral (Gryparis et al., 2007; Bragagni et
al., 2013) ou por via oral (Lee et al., 2007). As investigacOes levadas a cabo, muitas vezes
sustentadas por modelos animais, provaram que microparticulas baseadas nestes polimeros
constituem uma abordagem promissora no tratamento de cancro (Ruan e Feng, 2003; Gryparis
et al., 2007; Moreno et al., 2008; Blanco-Prieto et al., 2000; Yadav et al., 2007; Moreno et al.,
2010; Kim et al., 2012; Jain et al., 2013; Kim et al., 2013; Joshi et al., 2014).

Na area de engenharia de tecidos, a aplicacdo de sistemas de particulas passiveis de
serem aplicados por via injetavel, permite eliminar a necessidade de procedimento cirurgico
(Daugherty et al., 1997; Senuma et al., 2000; Umeki et al., 2010). Apesar de tanto o PLA como
0 PLGA apresentarem algumas desvantagens que se prendem com a baixa resisténcia mecanica
e possivel inflamacdo causada pelos seus produtos de degradacdo &cidos, a adicdo de outros
matérias como por exemplo hidroxiapatite, utilizada em regeneracao 6ssea, provou ser eficaz a
colmatar estas desvantagens (Shi et al., 2011; Li e Ooi, 2012). A utilizacdo destes polimeros
em aplicacOes ortopédicas tem sido alvo de intensa investigagdo (Lanao et al., 2011; Zhou et
al., 2012; Lu et al., 2012; Nath et al., 2013; Hoekstra et al., 2013).

Os varios exemplos apresentados permitem inferir acerca da panoplia de aplicacdes das
microparticulas de PLA e PLGA, o que se traduz num denso conjunto de trabalhos publicados
nas areas farmacéutica e de engenharia de tecidos.
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2.3.2 PCL

A poli(e-caprolactona) (PCL), Figura 2.3, pertence a categoria dos poli(w-
hidroxialcanoatos) e, ainda que com menos intensidade que os poliésteres apresentados
anteriormente, tem sido investigada como biomaterial devido a sua biodegradabilidade, baixa
toxicidade e permeabilidade a um namero significativo de farmacos (Ikada e Tsuji, 2000; Sinha
et al., 2004; Martinho, 2011; Zhang et al., 2014).

- O -
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- - n
Figura 2.3 - Estrutura da PCL in (Zhang et al., 2014)

A semelhanca dos anteriores poliésteres, a PCL é sintetizada por reacbes de
polimerizacdo de abertura de anel, a partir do monoémero e-caprolactona (Auras et al., 2010).

A PCL sofre degradagdo enzimatica, no entanto, esta ndo se verifica em condicOes
fisioldgicas, pelo que, quando aplicada em SLCs, a sua degradacdo é mediada pela hidrélise
das ligacOes éster que constituem a cadeia polimérica (lkada e Tsuji, 2000; EI-Rehim, 2005;
Lee et al., 2007;). Ao contrario do PLA e do PLGA, a degradacao da PCL néo gera subprodutos
acidos. Assim, a sua aplicacdo em SLCs revela-se mais vantajosa uma vez que nao despoleta
qualquer tipo de reacao do tecido no local do implante (Dhanaraju et al., 2003).

Devido a sua cristalinidade e hidrofobicidade, a PCL apresenta uma taxa de degradacéao
bastante lenta, quando comparada com outros poliésteres (Tabela 2.3) (Sackett e Narasimhan,
2011). Esta caracteristica aliada a elevada permeabilidade da PCL a um numero significativo
de farmacos (Dhanaraju et al., 2003; Sinha et al., 2004; Castilla-Cortazar et al., 2012), tem
fomentado a sua utilizacdo em implantes de longa duracdo (Auras et al., 2010; Zhang et al.,
2014).

Uma caracteristica particular da PCL que tem motivado o desenvolvimento de varias
pesquisas, prende-se com a sua elevada compatibilidade com varios polimeros, o que permite
utiliza-la em reacdes de copolimerizacdo e na producéo de ligas poliméricas (Sinha et al., 2004;
Murthy et al., 2012; Zhang et al., 2014;). Ligas obtidas da conjugacdo de PCL com PLA s&o
provavelmente das mais investigadas (Chen et al., 2003; Todo et al., 2007; Lebourg et al., 2008;
Chavalitpanya e Phattanarudee, 2013; Patricio e Bartolo, 2013; Patricio et al., 2013a; Zhang et

al., 2014). Estas ligas sdo desenvolvidas com o intuito de obter um material cujas caracteristicas
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resultam da conjugacéo das propriedades mais apelativas de cada um dos polimeros utilizados
na sua constituicdo, conseguindo-se desta forma manipular propriedades mecanicas,
hidrofobicidade, taxa de degradag&o, entre outras (Auras et al., 2010; Woodruff e Hutmacher,
2010; Takayama et al., 2011).

A utilizacdo de PCL na area de biomateriais, incluindo em SLCs (Woodruff e
Hutmacher, 2010) e em engenharia de tecidos (Patricio et al., 2013a) é motivada pelo facto
deste material se encontrar regulamentado pela FDA para aplicacdes médicas (Woodruff e
Hutmacher, 2010; Castilla-Cortazar et al., 2012).

A reduzida taxa de degradacao da PCL motivou a sua aplica¢do no desenvolvimento de
dispositivos de libertacdo de contracetivo, nos quais se requer um periodo de libertacdo superior
a um ano (Gan, 1997). A grande vantagem face aos implantes convencionais desenvolvidos
para este fim, prende-se com a absorcdo e eliminacdo do dispositivo sem necessidade de
procedimento cirdrgico para a sua remocao (Sun et al., 2006). Um exemplo de um dispositivo
deste tipo, produzido a partir de PCL, encontra-se em comercializacdo sob a designacao de
Capronor® (Darney et al., 1989, Chasin e Langer, 1990). Dasaratha et al., 2003, investigaram
uma alternativa ao dispositivo anteriormente apresentado, baseado em microparticulas de PCL.

Enquanto veiculos para o transporte de fa&rmacos, micro e nanoparticulas de PCL tém
sido alvo de interesse por parte da comunidade cientifica (Sinha et al., 2004). Os inconvenientes
associados a terapéutica convencional da diabetes, exigem formas inovadoras de administrar
insulina nos pacientes que dependem desta hormona para regular os niveis de agucar no sangue.
A administracdo de insulina com recurso a particulas produzidas a partir de PCL e seus
copolimeros constituem uma hip6tese promissora, quer por diminuirem a frequéncia de
administracao, quer por possibilitarem vias de administracdo alternativas (Damge et al., 2007).

Em engenharia de tecidos, a porosidade e propriedades de superficie dos scaffolds,
constituem duas caracteristicas importantes destes dispositivos, na medida em que medeiam a
adesdo e proliferacéo celular que possibilita a regeneracéo do tecido. A elevada compatibilidade
da PCL com outros polimeros tem sido investigada com o intuito de criar scaffolds com
estruturas porosas bem definidas e propriedades de superficie controladas. Estas caracteristicas
aliadas a possibilidade de incorporacdo de fatores de crescimento na estrutura tém sido
investigada. (Lebourg et al., 2008; Woodruff e Huntmacher, 2010; Bao et al., 2012; Patricio et
al., 2013a; Patricio e Bartolo, 2013).
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2.3.3 PHBV

O poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato), Figura 2.4, € um poliéster pertencente
a classe dos poli(3-hidroxialcanoatos) (PHA), produzido por uma grande variedade de
microrganismos recorrendo a processos biotecnolégicos (Sendil et al., 1999; Ikada e Tsuiji,
2000; Du et al., 2001; Gunaratne e Shanks, 2005; Pich et al., 2006).
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Figura 2.4 - Estrutura do PHBV in (Zhang et al., 2014)

A biodegradabilidade, biocompatibilidade e toxicidade nula do PHBYV, representam
propriedades que potenciam a sua utilizagdo como biomaterial (Williams e Martin, 1996; Vilos
etal., 2013).

A hidrolise do PHBV processa-se, a semelhanca dos demais poliésteres, através da
degradacéo das ligacdes éster que compdem o polimero. Ensaios in vivo demonstraram que a
taxa de hidrolise em meio fisioldgico € superior a obtida in vitro em condi¢Ges semelhantes,
devido a presenca de enzimas segregadas pelo sistema imunitario, responsaveis por catalisar o
processo (Sultana e Khan, 2012).

A percentagem molar de hidroxivalerato (HV), na estrutura do PHBV, permite colmatar
algumas desvantagens associadas ao homopolimero poli(3-hidroxibutirato) (PHB). Contudo, o
facto da temperatura de fusdo do PHB ser proxima da sua temperatura de degradacao, limita a
sua aplicacdo industrial. Esta desvantagem é minorada pela presenca do comonémero HV na
estrutura do PHBYV, permitindo aumentar a gama térmica de processabilidade deste polimero
(Koller et al., 2013; Cretois et al., 2014). Quando comparado com o PHB, o PHBYV apresenta
uma dureza inferior, uma maior elasticidade e um menor grau de cristalinidade, propriedades
relacionadas com o conteddo em HV. Além destas, também a taxa de biodegradacéo € menor,
embora a relagdo com o conteddo em HV n&o se encontre completamente compreendida (Du
etal., 2001; Yu et al., 2005; Bonartsev et al., 2012; Li et al., 2014a).

A capacidade de absorcéo de agua do PHBV é consideravelmente limitada, desta feita,
o polimero é essencialmente erodivel a superficie, contrariamente ao que se verifica parao PLA

e PLGA (Pouton e Akhtarb, 1996). Esta caracteristica aliada ao facto deste ser produzido por
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biocatalise, eliminando a desvantagem associada a possivel presenca de catalisador e
monomeros no produto final, definem a sua aplicabilidade na area farmacéutica (Pouton e
Akhtarb, 1996).

O PHB ¢ um polimero com elevado grau de cristalinidade, no entanto, este pode ser
controlado através da concentracdo de HV na cadeia polimérica do copolimero PHBV (Wang
et al., 2005; Costa et al., 2007; Koller et al., 2013). A alteracdo do grau de cristalinidade do
polimero permite controlar a taxa de degradacdo, distribui¢do do farmaco na matriz e eficiéncia
de encapsulamento, o que consequentemente possibilita o controlo da cinética de libertacao
(Pouton e Akhtarb, 1996). Esta caracteristica tem sido explorada no desenvolvimento de SLCs
e scaffolds.

Micro e nanoparticulas baseadas em PHBV para o encapsulamento de farmacos, entre
0s quais se destacam antibidticos (Sendil et al., 1999; Wang et al., 2007; Li et al., 2014a) e
quimioterapicos (Vilos et al., 2013, Masood et al., 2013), tém sido alvo de investigacdo. Os
resultados destes estudos indicam que, em virtude da reduzida taxa de degradacdo do PHBV, a
libertacdo, quando considerada a curto prazo, é exclusivamente mediada por processos
difusionais (Sendil et al., 1999, Wang et al., 2007; Li et al, 2014a).

Na area de engenharia de tecidos a piezoelectricidade caracteristica do PHBV tem
prendido a atencdo dos investigadores focados no desenvolvimento de scaffolds para reparacao
de defeitos dsseos, motivado pelo facto do proprio 0sso possuir propriedades piezoelétricas
(Frias, 2010; Sultana e Khan, 2012; Sendil et al., 1999; Pouton e Akhtarb, 1996; Ke et al.,
2009). Os estimulos gerados pelos materiais piezoelétricos tém um efeito positivo sobre a
adesdo e proliferacdo dos osteoblastos que constituem o tecido 6sseo (Mouraret et al., 2014).
Esta caracteristica aliada a elevada durabilidade dos implantes de PHBYV, permite a sua
utilizacdo em scaffolds cuja estrutura se mantém intacta por um periodo de tempo que
possibilita a reposicdo do material por tecido 6sseo neoformado.

As anteriormente discutidas vantagens associadas a utilizacdo de PHBV, conjugadas
com o facto de se tratar de um polimero natural obtido por processos biotecnoldgicos, fazem

com gue se revele uma alternativa promissora aos polimeros sintéticos.

2.4 Microparticulas para Encapsulamento de Farmacos

Microesferas de base polimérica tém sido intensamente investigadas para um ndmero
significativo de aplicagdes, entre as quais se desatacam os SLCs de farmacos. (Sastre et al.,
2007; Rokhade et al., 2007; Xu et al., 2013; Li et al., 2014; Herrero-Vanrell et al., 2014)
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Quando comparadas com sistemas matriciais de maiores dimensfes, a principal
vantagem da sua utilizacdo prende-se com a possibilidade destas serem facilmente
administradas por via parenteral, o que elimina a desvantagem associada a necessidade de
procedimentos invasivos (Freiberg e Zhu, 2004). Esta caracteristica aliada ao facto de
permitirem encapsular um leque alargado de farmacos, incluindo farmacos de pequenas
moléculas, proteinas e acidos nucleicos (Kim e Pack, 2006), e de poderem ser produzidas a
partir de polimeros biodegradaveis (Anderson e Shive, 2012), tornam a sua utilizagdo na area
de biomateriais particularmente apelativa.

Dos varios métodos disponiveis para a preparacdo de microparticulas, o método
extragdo/evaporacdo do solvente (EES), é claramente dos mais utilizados (Matsumoto et al.,
1997; Tiwari et al., 2011). Este método ¢é baseado na formagdo de uma emulséao, 6leo em &gua
(O/W), &gua em 6leo (W/O), 6leo em éleo (O/O) ou agua-6leo-agua (W/O/W) (dupla emulséo),
seguida de evaporacao ou extracdo do solvente e recuperacdo das particulas sob a forma sélida.
De particular interesse para o presente trabalho, destacam-se as caracteristicas do método de
EES numa emulsdo O/W, esquematizado na Figura 2.5. O polimero € dissolvido num solvente
organico volatil (diclorometano, metanol, cloroférmio, benzeno, entre outros) ao qual é
adicionado o farmaco a encapsular. Esta solucdo é adicionada, gota a gota, a um volume
significativamente superior de uma solucdo aquosa de estabilizante (p.e. alcool polivinilico -
PVA), sob agitacdo vigorosa. A emulsdo formada é posteriormente deixada sob agitacdo até
evaporacdo total do solvente organico, o que resulta numa suspensdo de particulas sélidas em
meio aquoso que devem ser separadas e submetidas a secagem com o objetivo de se obterem
microparticulas secas (Freiberg e Zhu, 2004; Makadia e Siegel, 2011; Li e Ooi, 2012; Kemala
etal., 2012).

Principio Polimero
ativo
/— Solvente

orgdnico
Fase
continua

Figura 2.5 - Representacéo esquematica do método de extracado/evaporagdo do solvente (EES), adaptado
de (Li e Poncelet, 2008)

As caracteristicas finais das microparticulas dependem fortemente das condigdes de
sintese, principalmente no que respeita ao tamanho, morfologia e encapsulamento do farmaco
(Li e Poncelet, 2008).

A distribuicdo de tamanhos e o tamanho das microparticulas ¢ uma caracteristica

importante neste tipo de sistemas, dado que influencia a sua cinética de libertagdo bem como a
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sua taxa de degradacdo. O tamanho das microparticulas é afetado pela viscosidade da fase
dispersa (organica), taxa de agitacdo durante a emulséo e temperatura. Quando a fase orgénica
apresenta uma viscosidade elevada, a quebra do sistema em pequenas goticulas durante o
processo de emulsdo é dificultada, formando-se preferencialmente estruturas de maiores
dimensbes (Yang et al., 2000). A viscosidade da fase organica pode ser manipulada por
variagOes de temperatura ou fazendo variar a concentragdo de polimero. A velocidade de
agitacdo durante a emulsdo é outro fator que afeta o tamanho das microparticulas, verificando-
se que quanto maior é a velocidade de agitacdo, menores sdo as particulas formadas, devido a
tensdo de corte gerada pelo deslocamento de fluido e consequente quebra da fase organica
(Andr et al., 2001; Kemala et al., 2012).

Um aspeto menos evidente e que afeta ndo s6 tamanho das microparticulas mas também
a porosidade do material prende-se com a taxa de evaporacdo do solvente. A rapida evaporacao
do solvente arrasta material polimérico para a superficie das microparticulas, dando origem a
particulas de maiores dimensdes e com uma estrutura porosa resultante do deslocamento do
solvente a medida que a solidificacdo do material vai ocorrendo (Yang et al., 2000). Em certos
casos, verifica-se a formacdo de esferas com cavidades internas, formando o polimero uma
capsula externa compacta (Yeo e Park, 2004).

Outro aspeto importante ligado a utilizagdo de microparticulas em SLCs prende-se com
a eficiéncia de encapsulamento (EE) e com a cinética de libertagdo do farmaco. A alteracdo de
qualquer fator cuja repercussao seja 0 aumento do didametro das microparticulas provoca uma
diminuicdo na taxa de libertacdo (Bezemer et al., 2000; Andr et al., 2001).

Além de afetar o tamanho das microparticulas, a viscosidade da fase orgéanica
condiciona também a eficiéncia de encapsulamento das mesmas. Uma fase organica mais
viscosa oferece resisténcia a difusdo do farmaco para a fase aquosa, o que normalmente
acontece durante a preparacdo da emulsao, resultando em eficiéncias de encapsulamento mais
elevadas, quando comparadas com aquelas que se obtém com fases organicas menos viscosas
(Herrmann e Bodmeier, 1998).

O peso molecular do polimero constitui outro fator preponderante. Polimeros de peso
molecular superior permitem obter sistemas de particulas com maior eficiéncia de
encapsulamento quando aplicado o método de EES numa emulsdo O/W (Andr et al., 2001;
Herrmann e Bodmeier, 1998).

Em suma, existe um numero significativo de parametros e condicdes de operagdo que
afetam diversas caracteristicas das microparticulas obtidas pelo método de EES numa emulséo
O/W, como por exemplo, o tipo de solvente, razdo entre o volume da fase continua e da fase
dispersa, concentracdo de polimero, tipo de estabilizante, tempo e velocidade de agitacdo, entre
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outras. E de notar que a contribuicdo do farmaco pode ter um efeito significativo sobre estes
parametros, dificultando significativamente o controlo e otimizag&o destas variaveis (Herrmann
e Bodmeier, 1998).

2.5 Hidrogéis de Quitosano

O quitosano, cuja estrutura é apresentada na Figura 2.6, € um polimero natural,
pertencente a classe dos polissacarideos, produzido comercialmente a partir da desacetilacéo
alcalina da quitina (Auras et al., 2010, Kimura e Ogura, 2012; Raymond et al., 2009) por um
processo no qual o grupo acetamida da quitina é convertido no grupo amida do quitosano
(Agnihotri et al., 2004; Jia et al., 2006). A quitina, um polissacarideo biocompativel (Ruel-
Gariepy et al., 2000; Agnihotri et al., 2004), é o principal constituinte do exoesqueleto de
crustaceos e da parede celular de alguns fungos (Sinha et al., 2004a) e, como tal, a sua
disponibilidade é relativamente elevada (Ruel-Gariepy et al., 2000; Agnihotri et al., 2004).

OH
o NHAC P
NH, O
OH

Figura 2.6 - Estrutura do quitosano in (Oliveira et al., 2014).

A variabilidade associada aos diferentes tipos de quitosano prende-se com a diferenca
no peso molecular, que varia entre 3,8 e 200 kDa, e com o0 grau de desacetilacdo (66% -95%)
(Agnihotri et al., 2004; Sinha et al., 2004a), propriedades estas que afetam a solubilidade,
mucoadesividade e biodegradabilidade do polimero (Park et al., 2008; Rodrigues et al., 2012).

A estrutura do quitosano resulta da repeticéo alternada de N-acetil-D-glucosaminas e D-
glucosaminas unidas por ligagdes 1-4-B-glicosidicas (Lin-Gibson et al., 2003; Park et al., 2008;
Rodrigues et al., 2012). A distribuicdo dos grupos, amina e acetil livres, na estrutura do
polimero séo responsaveis pela sua fraca solubilidade em agua. No entanto, em solucdes
aquosas acidas, a sua solubilidade é consideravel, o que permite eliminar as desvantagens
associadas a utilizacdo de solventes organicos (Agnihotri et al., 2004).

O facto do quitosano ser um polimero cationico (Agnihotri et al., 2004; Damge et al.,
2007; Park et al., 2008; Raymond et al., 2009; Kimura e Ogura, 2012), motivado pela presenca

de grupos amina carregados positivamente, permite-lhe interagir com a superficie do tecido
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epitelial, conferindo-lhe elevada mucoadesividade. Esta propriedade € tanto maior quanto
maior for o grau de desacetilagdo do polimero e tem sido investigada na area médica e
farmacéutica, principalmente para aplica¢fes oftdlmicas (Agnihotri et al., 2004; Sinha et al.,
2004a; Rodrigues et al., 2012).

Além da mucoadesividade, a interacdo entre o quitosano e o tecido epitelial provoca o
relaxamento reversivel das jungdes celulares que asseguram a estrutura do tecido, o que resulta
num aumento da permeabilidade para fArmacos de grande e pequena molécula (Agnihotri et al.,
2004). Modificacdes da superficie de materiais com recurso a quitosano tém sido levadas a cabo
com o intuito de aumentar a biodisponibilidade de alguns farmacos (Sinha et al., 2004a;
Rodrigues et al., 2012).

A degradacdo do quitosano in vivo ocorre por a¢do de varias enzimas, com particular
destaque para a lisozima, sendo a taxa de degradacdo inversamente proporcional ao grau de
desacetilacdo do polimero. Esta caracteristica € a responsavel pela biodegradabilidade do
quitosano (Agnihotri et al., 2004).

A acrescentar as propriedades anteriormente discutidas, o quitosano é biocompativel,
ndo toxico, esterilizavel (Agnihotri et al., 2004; Freiberg e Zhu, 2004; Jia et al., 2006; Park et
al., 2008; Muzzarelli, 2009; Raymond et al., 2009) e apresenta atividade antimicrobiana e
imunoestimulante (Agnihotri et al., 2004; Muzzarelli, 2009), o que tem fomentado a sua
aplicacdo em SLCs sob a forma de cépsulas, microparticulas, nanoparticulas, filmes, fibras,
géis, revestimentos para lipossomas, entre outros (Agnihotri et al., 2004; Muzzarelli, 2009;
Raymond et al., 2009; Rodrigues et al., 2012).

A semelhanca de outros polimeros naturais, tais como, gelatina, alginato e celulose, o
quitosano pode ser processado sob a forma de hidrogéis (Oun et al., 2014; Cui et al., 2014). Os
hidrogéis resultam da organizacdo de polimeros naturais, sintéticos ou hibridos, em redes
poliméricas tridimensionais mantidas por interac6es covalentes, ndo covalentes (fisicas) ou por
combinacdo de ambas (Buwalda et al., 2014). A estrutura tridimensional é conseguida mediante
a adicdo de agentes reticulantes que medeiam as interacdes que se estabelecem entre o polimero
e que garantem a formacao e manutencdo da estrutura do hidrogel (Ruel-Gariepy et al., 2000;
Muzzarelli, 2009). Glutaraldeido, etilenoglicol, diisocianatos e genipin constituem alguns
exemplos de reticulantes utilizados (Sinha et al., 2004a; Muzzarelli, 2009).

Quando em contacto com a agua, motivado pela elevada hidrofilicidade da rede
matricial, estas estruturas absorvem quantidades significativas de &agua, sem que issoO
comprometa a sua integridade estrutural (Buwalda et al., 2014; Cui et al., 2014). A absor¢éo de

agua confere-lhes maciez e elasticidade, o que potencia a sua investigacdo em engenharia de
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tecidos, por exemplo, para substituicdo de cartilagem, pele e outros tecidos moles (Muzzarelli,
2009; Raymond et al., 2009; Cui et al., 2014; Samanta e Ray, 2014).

A utilizagdo de quitosano sob a forma de hidrogel é particularmente apelativa devido as
vantagens associadas a este polimero, contudo, a utilizacdo de agentes reticulantes
potencialmente toxicos limita a sua aplicacdo (Buwalda et al., 2014). Alternativamente, a
reticulacdo quimica de quitosano com genipin, um polissacarideo natural utilizado no presente
trabalho, permite diminuir a citotoxicidade associada aos hidrogéis produzidos com recurso a
agentes reticulantes sintéticos (Muzzarelli, 2009).

Recentemente tém sido desenvolvidos hidrogéis de quitosano termosensiveis, usando
como reticulante o fosfato dissédico de glicerol. Este agente reticulante idnico, além de atuar
como reticulante fisico, atua como agente regulador do pH da solucéo de quitosano (Moura et
al., 2013), permitindo obter solucdes de quitosano que apresentam uma transicdo sol-gel
termosensivel em condi¢es fisiologicas (Jia et al., 2006). De facto, a temperatura de 37 °C,
motivado pela excecionalmente reduzida solubilidade do fosfato de glicerol a elevada
temperatura, desencadeia-se o processo de geleificagdo da solucdo de quitosano que culmina
num hidrogel passivel de ser formado in situ. A taxa de geleificacdo depende do grau de
desacetilacdo do quitosano, o que permite manipular o tempo necessario para que a formacao
do gel ocorra (Ruel-Gariepy et al., 2000).

A principal vantagem da utilizagéo de quitosano na forma de hidrogel prende-se com a
sua utilizacdo como veiculo para o transporte de substancias ativas até ao local de acdo. Na
forma de gel ha uma maior disponibilidade dos grupos amina carregados positivamente, o que
motiva a abertura das jungOes epiteliais anteriormente referidas. Assim a distribuicdo do
farmaco no local de acdo é melhorada, pelo que a utilizagdo deste tipo de sistemas se revela
uma mais-valia para o desenvolvimento de SLCs (Rodrigues et al., 2012).

Recentemente, Moura et al., em 2013, estudaram os efeitos da co-reticulacdo de
hidrogéis de quitosano, isto €, utilizaram simultaneamente os dois mecanismos de reticulacéo:
fisico e quimico, usando fosfato de glicerol e genipin, respetivamente, com o intuito de avaliar
as repercussdes dos mesmos na libertacdo de um farmaco modelo, a cisplatina. Os hidrogéis
co-reticulados revelaram uma maior percentagem de libertagdo (60-70%) do que os apenas
reticulados fisicamente (20%). Ainda que estes resultados sejam aparentemente contraditérios
(maiores graus de reticulagdo deveriam originar maior aprisionamento de farmaco, logo menor
libertacdo), os autores justificam este facto com a possibilidade das ligacdes covalentes,
estabelecidas entre o genipin e o quitosano, diminuirem a interacdo que se estabelece entre o
farmaco e o polimero. Desta forma, aquando dos ensaios de libertacdo, o farmaco tem maior
facilidade em libertar-se da estrutura do hidrogel. O principal problema detetado é que tanto
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num caso de hidrogéis fisicamente reticulados como nos co-reticulados, a libertacao do farmaco
é demasiado répida.
No presente trabalho, e conforme referido, pretende-se incorporar microparticulas de

PLA carregadas com cisplatina com o proposito de retardar os perfis de libertacdo.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este capitulo inicia-se com a apresentacdo da estratégia adotada para a concretizacao
dos objetivos enunciados, seguindo-se a apresentacdo dos farmacos e dos materiais utilizados.
Por ultimo, é feita uma descricdo das metodologias utilizadas na preparacao das microesferas e

das técnicas selecionadas para a sua caracterizagao.

3.1 Estratégia Experimental

Conforme referido, pretende-se com este trabalho desenvolver sistemas de libertagdo
controlada (SLCs) de base polimérica, com o objetivo de encapsular dois farmacos modelo,
dexametasona e cisplatina. Para o encapsulamento dos farmacos serdo produzidas
microparticulas poliméricas com base no método de extracdo/evaporacdo do solvente (EES)
numa emulsdo Oleo/agua (O/W) e, posteriormente, proceder-se-a a caracterizacdo das
microparticulas, a analise da eficiéncia de encapsulamento e ao estudo da libertacdo dos
farmacos.

Por ultimo, inserido num projeto de doutoramento a decorrer em paralelo (Moura,
2014), as microparticulas carregadas com cisplatina serdo incorporadas em hidrogéis de
quitosano, cuja gelificacdo ocorre em condices fisioldgicas de temperatura e pH. Os perfis de
libertacdo obtidos para as microparticulas dispersas nos hidrogéis serdo comparados com o
perfil obtido apenas para as microparticulas.

A Figura 3.1 esquematiza as vérias etapas do trabalho experimental.
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Figura 3.1 - Fluxograma das etapas do procedimento experimental.

Numa primeira etapa, preparar-se-do microparticulas de PLA, recorrendo ao método de
EES numa emulsdo O/W, utilizando cloroférmio como solvente da fase organica e alcool
polivinilico (PVA) como estabilizante da fase aquosa. Este método é recorrentemente utilizado
para o encapsulamento de compostos ativos em nano e microparticulas poliméricas (Mundargi
et al., 2008; Lassalle ¢ Ferreira, 2007, McGinity e O’Donnell, 1997). Esta etapa permitird
avaliar a viabilidade do metodo para a obtencdo de microparticulas esféricas, bem como fixar
0 volume de solvente (cloroférmio) na fase organica e as velocidades de agitacdo durante as

etapas de emulsdo e evaporacdo do solvente. E de notar que as condicdes aplicadas foram
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sustentadas por trabalho anterior, realizado por Coimbra et al., em 2008, com o0 objetivo de
estudara a preparacdo de microparticulas com base no método de EES numa emulsdo O/W,
levado a cabo com o intuito de avaliar as repercussdes da concentracdo de polimero (PHBV) e
de estabilizante (PVA) nas caracteristicas das microparticulas.

Com base nos resultados obtidos, selecionaram-se as condicdes de preparacdo das
microparticulas a partir dos varios polimeros em estudo.

Para o encapsulamento da dexametasona serdo produzidas microparticulas de base
polimérica, utilizando para tal quatro poliesteres biodegradaveis, PCL, PHBV, PLA e PLGA,
sendo utilizada a seguinte notacdo para designar as microparticulas com farmaco encapsulado:
PCL-DEX, PHBV-DEX, PLA-DEX e PLGA-DEX.

No caso da cisplatina apenas foram preparadas microparticulas de PLA, sendo utilizada
a notacdo de PLA-CDDP, para designar as microparticulas carregadas com este farmaco.

Apbs a preparacdo das microparticulas com farmaco incorporado, avaliar-se-d0 as
respetivas eficiéncias de encapsulamento (EE). Os valores desta eficiéncia (dada pela razéo
entre a quantidade experimental e teérica de farmaco encapsulado) permitirdo aferir em relacao
a quantidade de farmaco que efetivamente se conseguiu incorporar. De facto, este parametro
traduz ndo so a eficacia de um determinado método para o encapsulamento de um composto
bioativo, como o valor da quantidade experimental de farmaco encapsulado, relevante para a
quantificacdo de farmaco libertado no decorrer dos ensaios de libertacéo.

As microparticulas obtidas serdo primeiramente caraterizadas, recorrendo a microscopia
eletronica de varrimento (SEM), de modo a avaliar ndo s6 a morfologia das microparticulas,
mas também com o intuito de tirar ilacbes em relacdo as caracteristicas da sua superficie. A
avaliacdo dos tamanhos e distribuicdo de tamanhos das particulas sintetizadas sera feita
recorrendo a uma técnica de dispersao laser. De salientar que o tamanho das microparticulas
constitui um paradmetro importante no desenvolvimento de SLCs, uma vez que condiciona a
taxa de degradacdo, area de superficie, quantidade de farmaco encapsulado nas particulas, taxa
de libertacdo do farmaco e, em ultima instancia, podera limitar a sua aplicacdo por via
parenteral.

Com o objetivo de analisar os efeitos do processamento na estrutura cristalina dos varios
poliésteres utilizados e no modo como o farmaco se distribui nas microparticulas, submeter-se-
do as amostras de cada um dos polimeros puros, na forma de filmes obtidos por “solvent
casting” e as microparticulas em estudo a calorimetria diferencial de varrimento (DSC).

As microparticulas produzidas serdo analisadas tendo em conta o seu potencial enquanto
SLC e, para tal, levar-se-&o a cabo estudos de libertacdo in vitro, com o objetivo de avaliar a
cinética de libertacdo dos farmacos em estudo.
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Por ultimo, tal como anteriormente referido, as microparticulas carregadas com
cisplatina serdo dispersas em hidrogéis de quitosano fisicamente reticulados, com fosfato
dissadico de glicerol (GP), e co-reticulados, com GP e diferentes concentragdes de genipin
(GE), cuja gelificacio ¢ desencadeada a temperatura de aproximadamente 37°C. A semelhanca
do procedimento intrinseco aos ensaios de libertacdo a partir das microparticulas, apos
promover a transicdo para o estado gel das solucGes de quitosano, sera avaliada a cinética de

libertagdo a partir dos diferentes hidrogéis em estudo.

3.2 Farmacos

3.2.1 Dexametasona

A dexametasona (C22H20FOs), cuja estrutura quimica se apresenta na Figura 3.2, é um
farmaco pertencente a classe dos corticosteroides utilizado principalmente como anti-
inflamatdrio e imunossupressor, atuando por diminuicéo da producdo de enzimas responsaveis
pela resposta inflamatoria (Galeska et al., 2005; Dawes et al., 2012). E possivel encontrar na
literatura referéncias a sua utilizagdo como antiemético (Tanihata et al., 2004; Rigacci et al.,
2012;) e agente antineoplasico (Petrella et al., 2006; Romero et al, 2007; Schwartz et al., 2010),
normalmente em associa¢do com outros medicamentos.

A dexametasona apresenta-se sob a forma de um pé branco, cristalino, com peso
molecular aproximadamente igual 392 g/mol e ponto de fusdo entre 262°C e 264°C. (Wells,
n.d.). E bastante sol(vel em solventes organicos, tais como acetona, etanol e cloroférmio e
pouco soltvel em agua, onde apresenta uma solubilidade (25°C) de 10 mg/100 mL (Bolton et
al., 2008). A via parenteral, oral (comprimidos ou formas liquidas), solu¢cdo ou suspensao para
administracao oftalmica (Bolton et al., 2008) constituem as formas finais de dosagem (FFD)

sob as quais este farmaco se encontra comercialmente disponivel.

OH

Figura 3.2 - Estrutura quimica da dexametasona.
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A absorcdo maxima da dexametasona regista-se para um comprimentos de onda de 242
nm (Devi et al., 2013), o que permite o recurso a espectrofotometria UV/VIS para quantificacdo
deste farmaco nos ensaios de libertac&o.

A atividade imunossupressora deste farmaco pode levar, especialmente quando elevadas
doses sdo administradas, ao aparecimento de infecdes devido a diminuicdo da capacidade de
resposta do sistema imunitario.

No tratamento de doencas inflamatdrias crénicas, que requerem a administracao
recorrente de elevadas doses de anti-inflamatorios, a utilizagdo de SLCs poder-se-4 revelar uma
alternativa com repercussdes significativas na melhoria de qualidade de vida dos pacientes
(Coimbra et al., 2012).

3.2.2 Cisplatina

A cisplatina ou cis-diaminodicloroplatina (11) (CDDP), PtCI>(NHs)2 , Figura 3.3, é um
dos farmacos mais recorrentes em tratamentos por quimioterapia e o primeiro complexo de
platina, um metal pesado, a ser utilizado no tratamento tumoral (Desoize e Madoulet, 2002).
Apesar do seu mecanismo de acao nao se encontrar perfeitamente estabelecido, estudos indicam
gue, uma vez no interior da célula, o farmaco estabelece ligacdo com o ADN formando
aductos?( Wang et al., 1999; Jordan e Carmo-Fonseca, 2000; Desoize e Madoulet, 2002;
Cepeda et al., 2007). A citotoxicidade da cisplatina esta relacionada com a estabelecimento
desta ligacao e consequente introducdo de defeitos na cadeia de ADN, resultando numa resposta
por parte dos mecanismos de autocorrecao das células que ativam a morte celular programada
— apoptose (Fuertes et al., 2003; Florea e Busselberg, 2011). Estudos recentes reforcam esta
hipotese, associando a ligagdo entre a cisplatina e o ADN, a producéo do supressor tumoral p53,
responsavel por desencadear a apoptose celular (Jiang et al., 2004; Cepeda et al., 2007; Tsuruya
et al., 2008).

Tumores como o do testiculo, ovérios, bexiga, cabeca e pescoco, eséfago, pulmao,
mama, colo do Gtero, estbmago, prostata, assim com linfoma Hodgkin e ndo-Hodgkin,
neuroblastoma, sarcomas, mieloma multiplo, melanoma e mesotelioma constituem alguns dos
exemplos nos quais a cisplatina é utilizada em tratamentos de quimioterapia (Florea e
Busselberg, 2011).

A cisplatina apenas esta disponivel na forma injetavel, sendo na maior parte das vezes

administrada por via intravenosa (Cepeda et al., 2007).

2 Designacdo atribuida ao complexo resultante da ligagdo entre um composto quimico (cisplatina) e uma
molécula bioldgica (DNA).
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No que concerne as carateristicas fisico-quimicas do farmaco, este apresenta-se sob a
forma de um pé cristalino amarelo a alaranjado, com um peso molecular de aproximadamente
300 g/mol e uma temperatura de fuséo de 270°C, sendo que se degrada a esta temperatura (NTP,
2011)

A cisplatina € bastante soldvel em dimetilformamida (DMF) e dimetilsulfoxido
(DMSO0), soltvel em agua, onde apresenta uma solubilidade (25°C) de 250 mg/100 mL (NTP,

2011) e insolavel na maioria dos solventes organicos comuns.

Cl..,, wNH3

i
oy

Figura 3.3 - Estrutura quimica da cisplatina.

Quando administrada por via intravenosa, a cisplatina liga-se as proteinas do plasma
sanguineo e dispersa-se rapidamente para os tecidos (Cepeda et al., 2007). Além de diminuir a
quantidade de farmaco que efetivamente atinge o alvo, esta dispersao é responsavel por grande
parte dos efeitos secundarios associados a este farmaco, limitando a sua utilizacdo no que
respeita a frequéncia de administracdo e dosagem (Oun et al., 2014). Dos vérios efeitos
secundarios associados ao farmaco destacam-se nauseas, vomitos, decréscimo de células
sanguineas e de producdo de plaquetas por parte da medula, assim como outros efeitos mais
especificos como nefrotoxicidade, neurotoxicidade e perda auditiva (Florea e Bisselberg,
2011).

Estando estes efeitos secundarios, na sua grande maioria, associados a utilizacdo de
farmacos a base de platina, extensivamente utilizados no tratamento tumoral, o
desenvolvimento de sistemas de libertacdo controlada parece ser uma boa alternativa a pesquisa
de novos farmacos ou a alteragdo da farmacocinética dos ja existentes (Oun et al., 2014).
Investigacdo no sentido de diminuir os efeitos da cisplatina, com recurso a libertacao controlada
a partir de matrizes poliméricas, tem sido levada a cabo nos Gltimos anos, sendo inimeras as
referéncias bibliograficas disponiveis (Fujiyama et al., 2003; Nakamura et al., 2002; Gonzalo
et al., 2013 Jayasuriya e Darr, 2013; Oun et al., 2014).
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3. MATERIAIS E METODOS

Os reagentes utilizados no procedimento experimental, pesos moleculares, distribuidor

e Chemical Abstracts Service (CAS) number, encontram-se apresentados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Lista de reagentes utilizados

Reagente Peso Molecular Distribuidor CAS Info_rr_nagao
Adicional

PVA 9-10 KDa Sigma-Aldrich® 9002-89-5 80% hidrolisado
Cloroférmio 119,38 g/mol Fisher® 67-66-3 GPA*
Acetonitrilo 41,05 g/mol Fisher® 67-66-3 GPA*
Dimetilformamida 73,09 g/mol Fisher® 62-12-2 GPA*
g‘l)lif:‘:gl Dissodico de 218,05¢g/mol  Sigma-Aldrich®  55073-41-1 GPA*

- Challenge "
Genipin 226,23 g/mol Bioproducts Co. 6902-77-8 GPA

IngeoTM 2002D
PLA 120 KDa (NatureWorks®) 33135-50-1 -
PLGA 66-107 KDa Sigma-Aldrich® 26780-50-7 L:G (75:25)
PHBV Indeterminado - 80181-31-3 19,8% HV
CapaTM6500
PCL 50 KDa (Perstorp UK) 24980-41-4 -
Grau de
Quitosano 200 KDa Sigma-Aldrich® 9012-76-4 desacetilacdo
87%

Dexametasona 392,45 g/mol Alfa Aesar® 50-02-2 Pureza > 98%
Cisplatina 300,05 g/mol Sigma-Aldrich® 15663-27-1 Pureza > 99,9%
Tampao fosfato-salino - Sigma-Aldrich® - pH 7,4

*GPA — Grau de Pureza Analitico

3.4 Preparacdo de Microparticulas

Como referido anteriormente, recorreu-se ao método de extragdo/evaporacdo do
solvente (EES), numa emulsdo Oleo/agua, para produzir as microparticulas e imobilizar os
farmacos utilizados como modelo, dexametasona ou cisplatina, tal como se detalha de seguida.
E de notar que, neste método, a imobilizacdo do farmaco e sintese das microparticulas é
efetuada em simultaneo, uma vez que, tanto o farmaco como o polimero sdo dissolvidos num
solvente organico que posteriormente é adicionado a uma fase aquosa. A estabilizacdo do
sistema é conseguida devido a presenca de PVA na fase aquosa e a vigorosa agitagdo, com o
recurso a um homogeneizador, que garante a formacao de goticulas de fase organica dispersa
na fase aquosa. Durante a formacdo das microparticulas, consequéncia da progressiva
evaporacao do cloroférmio presente na fase organica, espera-se que o farmaco permaneca nesta

fase, ficando aprisionado na estrutura polimérica que constitui as microparticulas.
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3.4.1 Microparticulas Carregadas com Dexametasona

Prepararam-se amostras de cada polimero dissolvendo 500 mg do mesmo em 10 mL de
cloroformio (5%, m/v). Apos dissolucdo total do polimero, adicionaram-se 50 mg de
dexametasona a solucdo de polimero, a qual foi deixada sob agitacdo, durante a noite, com o
objetivo de efetivar a dissolucéo do farmaco.

Num homogeneizador (Kinematica, Polytron PT6000), adicionou-se, gota a gota, a
mistura anterior, a 100 mL de uma solucdo aquosa de PVA (2,5%, m/v). A mistura foi efetuada
com o equipamento regulado para 5000 rpm e mantida, ap6s adi¢do da totalidade da fase
organica, durante 5 minutos. Finda esta etapa e com o0 objetivo de se conseguir uma completa
evaporacgédo do solvente, a mistura foi deixada na hotte, sob agitagdo mecanica (1200 rpm), a
30°C, por aproximadamente 4 horas.

Obteve-se entdo uma suspensao de particulas em meio aquoso, as quais foram recolhidas
por centrifugacdo e lavadas com &gua destilada. A centrifugacdo foi levada a cabo numa
centrifugadora da marca Hettich, modelo Rotofix 32A, a uma velocidade de 4000 rpm, durante
5 minutos. Com o objetivo de remover possiveis residuos de PV A presentes nas amostras, foram
efetuadas trés lavagens, com agua destilada, seguidas de centrifugacdo. O sobrenadante foi
posteriormente removido, tendo as particulas sido deixadas a secar numa estufa a 50°C. Depois
de secas, as particulas foram recolhidas e armazenadas em eppendorfs para posterior utilizagcdo

nos ensaios de libertacdo e caracterizacao das particulas.

3.4.2 Microparticulas Carregadas com Cisplatina

Na producdo das microparticulas para encapsular a cisplatina, utilizou-se apenas PLA
(PLA-CDDP). Dada a baixa solubilidade da cisplatina em cloroférmio, foi necessario proceder
a dissolucdo do farmaco em dimetilformamida (DMF) e, posteriormente, adicionou-se a
solucdo de farmaco a solugdo de polimero em cloroférmio.

A semelhanca do procedimento levado a cabo na sintese das microparticulas para
encapsulamento de dexametasona, dissolveram-se 500 mg de PLA em 7,5 mL de cloroférmio
e 25 mg de cisplatinaem 2,5 mL de DMF, por forma obter uma solugdo com uma concentragao
de 1% (m/v). E de notar que apesar de se terem utilizado dois solventes, cloroférmio e DMF, o
volume final (10 mL) é igual ao volume de fase orgénica utilizada na preparacdo de
microparticulas para encapsulamento de dexametasona. Apds juncéo das duas fases orgénicas,
a mistura resultante foi adicionada, gota a gota, a 100 mL de uma solucdo aquosa de PVA
(2,5%, m/v). A adigdo da fase orgénica a fase aquosa foi levada a cabo num homogeneizador
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(Kinematica, Polytron PT6000), regulado para uma velocidade de 5000 rpm e mantida, apos
adicdo total da fase organica, durante 5 minutos.

A evaporacdo do solvente, recuperacdo, lavagem das particulas e secagem foram
realizadas seguindo o procedimento descrito na secgéo anterior (secgdo 3.4.1).

Com o objetivo de assegurar uma massa de particulas suficiente para efetuar os ensaios
de libertacdo a partir das microparticulas, bem como a sua caracterizacdo e os ensaios de
libertacdo a partir dos hidrogéis, efetuaram-se trés ensaios segundo a metodologia até aqui
apresentada. As microparticulas produzidas foram posteriormente misturadas por forma a

diminuir a variabilidade associada a cada ensaio.

3.5 Determinagdo da Eficiéncia de Encapsulamento (EE)

Com o objetivo de aferir a Eficiéncia de Encapsulamento (EE) intrinseca a cada tipo de
amostra produzida, procedeu-se ao calculo da quantidade tedrica e experimental de farmaco
encapsulado, tal como apresentado nas Equacdes 1 e 2 (Li e Ooi, 2012).

A quantidade tedrica de farmaco encapsulado (QTFE) nas microparticulas foi calculada
tendo em conta as massas de farmaco e polimero, utilizadas para a preparacdo das
microparticulas, tal como descrito pela Equacéo 1, no pressuposto que nenhuma perda ocorre
durante o processo de producdo das microparticulas, isto €, presumindo que a estrutura

polimérica aprisiona o farmaco na totalidade.

TFE (%) = Massa de Farmaco % 100 1
Q o= Massa de FArmaco + Massa de Polimero &

Para determinar a quantidade de farmaco que efetivamente se conseguiu encapsular,
dada pelo valor da Quantidade Experimental de Farmaco Encapsulado (QEFE), é necessario
determinar experimentalmente o farmaco que efetivamente se conseguiu incorporar nas

microparticulas. Para tal recorreu-se a Equacéo 2.

EFE (%) Massa de Farmaco Quantificada 100 2
= X
¢ )~ Massa de Particulas Carregadas (2)

A partir da razdo entre estas duas quantidades, é possivel calcular a eficiéncia de

encapsulamento (EE, %), tal como se encontra expresso na Equacéo 3.
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EE (%) Quantidade Experimental de Farmaco Encapsulado 100 3)
= X
° Quantidade Teérica de FaArmaco Encapsulado

Para cada ensaio efetuaram-se trés réplicas com o objetivo de avaliar a variabilidade dos
resultados, mediante o calculo dos desvios padrfes para cada amostra. Para efeitos de calculo,
considerou-se o valor médio para cada amostra.

A determinacdo experimental da quantidade de farmaco presente nas particulas variou

consoante o fArmaco em causa, como se descreve de seguida.

3.5.1 Microparticulas Carregadas com Dexametasona

A quantidade de dexametasona encapsulada nas microparticulas foi determinada com
recurso a espectrofotometria UV/VIS. Para tal foi necessario dissolver o polimero com o
objetivo de promover a libertacdo do farmaco encapsulado, o qual se pretende quantificar.
Assim, dissolveram-se cerca de 10 mg de cada amostra de microparticulas com farmaco
encapsulado em 7 mL de acetonitrilo, de forma a promover a libertacdo do farmaco.
Posteriormente adicionaram-se 3 mL de agua destilada a cada amostra, as quais se submeteram
a agitacdo vigorosa seguida de centrifugacdo, numa centrifugadora da marca Hettich, modelo
Rotofix 32A. A forte agitacdo garante a extracdo do farmaco para a fase aquosa e a
centrifugacdo permite separar a fase organica (acetonitrilo e polimero precipitado) da fase
aquosa, possibilitando a remocdo da segunda para posterior quantificacdo do farmaco
dissolvido. No caso da PCL e do PHBYV, a fase aquosa apresentava elevada turbidez, o que
levou a equacionar a presenca de polimero ndo precipitado. Assim, foi necessario proceder a
filtracdo da mesma com recurso a filtros de seringa de 0,2 um. A adicdo de agua e extracdo do
farmaco foi efetuada trés vezes, para cada amostra, com o intuito de garantir a sua extracdo na
totalidade.

O sobrenadante foi entéo diluido com uma mistura acetonitrilo/agua (7:3, v/v) por forma
a obter uma amostra cinco vezes mais diluida. Uma vez que se espera que a distribuicdo do
farmaco nas microparticulas ndo seja uniforme, foram efetuadas trés réplicas para cada tipo de
microparticulas.

Preparadas as amostras de sobrenadante, a absorvancia foi medida a 242 nm, pico
méaximo de absorcdo da dexametasona, num espectrofotometro da JASCO, modelo V-550,
utilizando para tal cuvetes de quartzo. Para determinar a concentra¢do das amostras construiu-
se a curva de calibragcdo recorrendo a solugbes padrédo de dexametasona, na mistura de

solventes, acetonitrilo/agua (7:3), com concentragdes entre 4 pg/mL e 20 pg/mL.
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3.5.2 Microparticulas Carregadas com Cisplatina

Com o intuito de avaliar a quantidade de cisplatina presente nas microesferas,
dissolveram-se 10-15 mg de microparticulas em cloroférmio, por forma a promover a
dissolugéo do polimero. Posteriormente, adicionaram-se 5 mL de tampé&o fosfato-salino (PBS)
e submeteu-se a amostra a agitacdo vigorosa num vortex, com o intuito de extrair o farmaco
para a fase aquosa (PBS). A amostra foi entdo centrifugada, numa centrifugadora da marca
Hettich, modelo Rotofix 32A e o sobrenadante aquoso recolhido num falcon de 50 mL. A
semelhanc¢a do procedimento intrinseco a quantificagdo da dexametasona, a adicdo de PBS e
extragdo do farmaco foi repetida mais duas vezes, por forma a garantir a total extracdo do
farmaco, obtendo-se no final um total de 15 mL de sobrenadante do qual foi retirada uma
amostra de 500 pL para posterior quantificacdo da cisplatina presente.

Tendo em conta a variabilidade esperada para diferentes amostras de microparticulas,
realizaram-se trés réplicas do procedimento anteriormente descrito, sendo utilizado o valor
médio, para efeitos de calculo.

A determinacdo da concentracdo de cisplatina nas amostras, através da identificacdo da
platina associada a molécula do farmaco, foi feita com recurso a espetrometria de massa com
fonte indutiva de plasma (ICP-MS), recorrendo a um espectrofotémetro X Series ICP-MS com
nebulizador Burgener (1 mL/min) e cones de niquel, segundo um método interno baseado na
norma 1SO 17294 (ISO 17294-1 2004), sendo a calibracdo efetuada com uma solucéo padréo
10 ppm (IV-ICPMS-71C). O método apresentado quantifica a platina presente em cada amostra,
sendo esta posteriormente convertida em massa de CDDP, com base nos pesos moleculares do

farmaco, da platina e na estrutura molecular do farmaco.

3.6 Caracterizagdo das Microparticulas

Tendo em vista a avaliacdo da morfologia das particulas, distribuicdo de tamanhos das
mesmas, estado do farmaco (cristalino ou amorfo) na matriz polimérica e repercussao do
processamento sobre a estrutura dos polimeros utilizados, procedeu-se a caracterizacdo das

microparticulas recorrendo para tal as técnicas seguidamente apresentadas.

3.6.1 Microscopia Eletrénica de Varrimento — SEM

A visualizagdo das particulas com recurso a microscopia eletronica de varrimento
(SEM), permite desde logo ter uma ideia da sua forma, tamanho e topografia. Para tal

espalharam-se as varias amostras de microparticulas numa fita adesiva de grafite, colocada
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sobre o suporte metalico do microscopio eletronico. Tratando-se de particulas poliméricas, logo
ndo condutoras, foi necessario proceder ao seu revestimento com uma camada de ouro. As

observacdes foram realizadas num microscopio eletronico de varrimento JSM-5310 (JEOL).

3.6.2 Determinacgdo da Distribuicao de Tamanhos

A distribuicdo de tamanhos das particulas foi analisada com recurso a uma técnica de
Dispersao Laser, mais concretamente de dispersdo estatica (Static Light Scattering), na qual
estdo incluidas as técnicas de difracdo laser (Laser Diffraction Spectrometry - LDS),
particularmente indicadas para a medicdo de particulas cujo tamanho seja superior a 1um
(Allen, 1996).

Estas técnicas consistem basicamente na interacdo das microparticulas com um feixe de
luz monocromatico (laser), que sera difratado segundo angulos que dependem do tamanho das
mesmas. O conjunto da luz difratada pelas particulas da origem ao que se designa por “padrao
de dispersao” (ou difracdo) o qual é focado num alvo, constituido por fotodiodos, durante um
certo intervalo de tempo. Este padrdo de luz difratada pelas particulas é, assim, uma
sobreposicao do padrdo individual de cada uma, constituindo uma distribuicéo espacial de luz
no detetor. Esta distribuicdo luminosa € posteriormente convertida numa distribuicdo de
tamanhos com base num modelo tedrico integrado no software do equipamento (Allen, 1996).

Para a realizacdo da analise da distribuicdo de tamanhos das particulas, dispersaram-se
as amostras em meio liquido (adgua), sendo a andlise levada a cabo num equipamento Malvern
2000.

3.6.3 Andlise Térmica — Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC)

Calorimetria diferencial de varrimento (DSC -Differential Scanning Calorimetry) é
uma técnica de andlise térmica segundo a qual uma amostra e uma referéncia, sdo aquecidas ou
arrefecidas, num ambiente controlado, sendo o fluxo de calor registado com o intuito de avaliar
0s eventos térmicos caracteristicos do material em analise (fusdo, cristalizacdo e transicdo
vitrea) (Gu e Burgess, 2014; Gunaratne e Shanks, 2005; Wang et al., 2000; Vilar et al., 2012;
Lietal., 2013)

Os métodos de preparacdo de microparticulas a partir de polimeros podem ter efeitos
sob a organizacdo das cadeias poliméricas, o que resulta na alteragdo das propriedades
termodinamicas dos materiais (Dubernet, 1995). O recurso a analise DSC permite verificar
quais as repercussodes do processamento sobre a estrutura do polimero, mediante a analise dos

termogramas obtidos para o polimero puro (ndo processado) e processado. Aléem do mais, esta
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técnica permite investigar a cristalinidade dos polimeros utilizados na preparacdo das
microparticulas (Galeska et al., 2005; Freiberg e Zhu, 2004).

A natureza da dispersdo do farmaco nas microparticulas influencia a estabilidade do
farmaco durante o envelhecimento e também as suas caracteristicas de libertacdo, pelo que a
sua identificacdo é essencial. No desenvolvimento de SLCs, recorre-se frequentemente a analise
térmica com o intuito de avaliar o tipo de interacdo que se estabelece entre o farmaco e o
polimero, identificavel mediante o confronto entre os eventos térmicos apresentados pelo
farmaco e polimero, considerados de forma isolada, e ap6s sintese sob a forma de
microparticulas. Desta forma é possivel avaliar a miscibilidade e compatibilidade entre o
farmaco e o polimero utilizado na sintese do sistema transportador (Silva-Junior et al., 2008;
Bragagni et al., 2013; Gu e Burgess, 2014).

Numa primeira analise, serdo avaliadas amostras de cada um dos polimeros puros (PCL,
PHBYV, PLA e PLGA), de filmes obtidos por “solvent casting”, ap0s dissolugdo de cada um
dos polimeros e farmaco em cloroférmio, e das microparticulas em estudo. Esta metodologia
permite avaliar os efeitos do processamento na estrutura cristalina dos varios polimeros,
mediante a comparacao entre 0s eventos térmicos presentes nos termogramas obtidos para cada
caso.

No que respeita aos farmacos, apenas se analisard a dexametasona pura e apos
dissolucdo em cloroformio. A dissolucdo de dexametasona em cloroférmio e posterior
recristalizacdo da mesma permite avaliar os efeitos do solvente sobre a estrutura cristalina do
farmaco. Em relacdo ao outro farmaco utilizado, cisplatina, uma vez que a sua temperatura de
fusdo é superior a temperatura de degradacdo do PLA (utilizado na preparacdo das
microparticulas para encapsulamento deste farmaco), a andlise de DSC efetuada as
microparticulas de PLA carregadas com cisplatina ndo permitiria tirar quaisquer conclusdes em
relacdo a distribuicdo deste fArmaco nas microparticulas. Posto isto, a cisplatina pura nao foi
submetida a analise térmica, uma vez que o pico de fusdo caracteristico deste farmaco cristalino
ndo seria identificavel no termograma relativo as microparticulas de PLA para encapsulamento
de cisplatina.

Para levar a cabo as anélises DSC, colocaram-se as amostras, com massas entre 2 e 4
mg, em cadinhos de aluminio adequados para o efeito, que foram hermeticamente selados. Num
calorimetro Q100 da TA Instruments, as amostras foram aquecidas a uma taxa constante (linear
temperature-time change) (Gu e Burgess, 2014) de 10°C/min, desde 0 até 280°C. Os

termogramas foram analisados com recurso ao software TA Universal analysis V4.2E TA.
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3.7 Estudos de Libertagdo (in vitro)

Por forma a determinar o perfil de libertacdo do farmaco foram realizados testes in vitro,
com as microparticulas produzidas, em meio fisiologico simulado, constituido por uma solucéo
tampdo fosfato-salino (PBS) (pH 7,4). As amostras foram colocadas em tubos falcon de 50 mL
e deixadas sob agitacdo orbital tendo-se efetuado recolhas a varios tempos para posterior

quantificacdo do farmaco libertado, como se refere de seguida.

3.7.1 Libertagdo de Dexametasona

Para efetuar os ensaios de libertacdo de dexametasona a partir das microparticulas,
colocaram-se 30 mg de cada amostra em falcons e posteriormente adicionaram-se 20 mL de
PBS as microparticulas. As amostras foram colocadas num thermo shaker da Gerhardt, com
agitacdo orbital (100 rpm), a 37°C. O mesmo procedimento foi adotado para os diferentes tipos
de microparticulas testadas.

Em tempos definidos efetuou-se a remocédo total do meio de libertagdo, seguida de
introducao de meio de libertacdo fresco (20 mL de PBS). Para a colheita do meio submeteram-
se as amostras a centrifugacao (Hettich, modelo Rotofix 32A), a uma velocidade de 4000 rpm,
durante 3 minutos. O sobrenadante foi entdo removido na totalidade e parcialmente armazenado
para quantificacdo do farmaco libertado.

A quantidade de dexametasona presente nas amostras foi, conforme referido
anteriormente, avaliada através de espectrofotometria UV/VIS, num espectrofotometro da
JASCO, modelo V-550, regulado para um comprimento de onda de 242 nm, correspondente ao
comprimento de onda para o qual a absorcdo da dexametasona é maxima.

A curva de calibracdo foi preparada medindo a absorvancia, para um comprimento de
onda de 242 nm, de solucdes padréo de dexametasona em PBS, com concentracdes entre 4 e 20
pg/mL.

Por quest@es técnicas, decorridos sete dias de libertacdo, foi necessario prosseguir com
0s ensaios utilizando outro espectrofotémetro (JASCO, modelo V-530). A respetiva curva de
calibracéo foi elaborada segundo o procedimento anteriormente descrito.

3.7.2 Libertacado de Cisplatina

No que respeita aos ensaios de libertacdo de cisplatina encapsulada em microparticulas
de PLA, seguiu-se uma metodologia idéntica a acima descrita para a dexametasona, com uma
excegdo: perante a elevada solubilidade da cisplatina em &gua, foi necessario selecionar uma

massa de microparticulas para que, mesmo perante a libertacdo total do farmaco encapsulado,
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ndo se verificasse a sobressaturacdo do meio de libertacdo. Esta abordagem permite levar a cabo
0s ensaios de libertacdo sem a necessidade de substituir o meio na totalidade, uma vez que se
assegurou que, em nenhuma circunstancia, se atingiria o estado de sobressaturacao.

A libertag8o de cisplatina foi levada a cabo colocando 50 mg de microparticulas em 20
mL de PBS, sendo a suspensdo colocada num thermo shaker, com agitacao orbital de 100 rpm,
regulado para uma temperatura de 37°C. Estas condi¢bes foram mantidas ao longo de todo o
periodo de libertacéo.

A recolha das amostras do meio, para quantificacdo da cisplatina libertada, foi efetuada
retirando 500 pL de sobrenadante, apds submeter as amostras a centrifugacéo (Hettich, modelo
Rotofix 32A), a uma velocidade de 4000 rpm, durante 3 minutos. As amostras foram
armazenadas a baixa temperatura para posterior quantificacdo do farmaco. Um volume
equivalente ao de amostra foi entéo reposto sob a forma de meio de libertag&o fresco (500 pL
de PBS).

A quantificacdo da platina presente em cada amostra e posterior conversao para
quantidade de cisplatina libertada, foi feita com recurso a espetrometria de massa com fonte
indutiva de plasma (ICP-MS), tal como descrito na secgdo 3.5.2.

3.8 Preparagao de Hidrogéis de Quitosano

Parte das microparticulas de PLA onde foi encapsulada a cisplatina foram incorporadas
em hidrogéis de guitosano, com os quais foram realizados ensaios de libertacdo por um periodo
de 21 dias. Como referido anteriormente, este estudo foi levado a cabo com o objetivo de
complementar um outro trabalho, mais abrangente (Moura, 2014) cujo objetivo foi testar varios
mecanismos de incorporacdo de cisplatina em hidrogéis de quitosano, designadamente
recorrendo a lipossomas e microparticulas

As microparticulas foram incorporadas em hidrogéis de quitosano com diferentes tipos
de reticulacdo: reticulado fisicamente, utilizando o fosfato dissodico de glicerol (GP) (PLA-
CDDP/C/GP) como agente reticulante (idnico) e co-reticulados, isto é, resultantes da
conjugacdo de um mecanismo de reticulacdo fisico (GP), e de reticulacdo quimico, utilizando
genipin (GE). Foram preparados dois hidrogéis co-reticulados com uma concentragéo de 0,05%
e 0,20% de genipin, em massa (PLA-CDDP/C/GP/GE5 e PLA-CDDP/C/GP/GE20,
respetivamente).

Estes hidrogéis foram preparados a partir de uma solucdo de quitosano, obtida
dissolvendo 2,0 g de polimero numa solucdo aquosa de acido acético (0,5%, v/v), a qual se
manteve sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente, até dissolu¢cdo completa do polimero.
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Com o intuito de garantir a remocdo de qualquer material insolavel, a solucdo foi
posteriormente filtrada e em seguida o pH foi medido, tendo-se registado o valor de 5,5.

Os hidrogéis de quitosano reticulados fisicamente com GP foram preparados
dissolvendo, em &gua destilada, 5% GP (em massa) adicionando-se posteriormente, gota a gota,
esta solucdo, a solugdo de polimero anteriormente preparada. Obteve-se no final uma solugéo
de quitosano com concentracdo 1,5 g em 100 mL com pH 7,4. E de notar que a adi¢éo de GP a
solucdo de quitosano permite elevar o pH de 5,5 para o valor de 7,4 (pH fisiologico). Assim, o
GP possui a dupla vantagem de neutralizar a solugéo de quitosano, permitindo a sua utilizagdo
em meio fisiologico, bem como de permitir que esta forme um hidrogel, quando aquecida a 37
°C, gracgas a um conjunto de interacGes entre o sal e o polimero que levam a formacao de uma
rede tridimensional (Moura et al., 2007).

Na preparacdo dos hidrogéis que conjugam os mecanismos de reticulacdo fisica e
quimica, adicionou-se 0 GE (reticulante quimico), em pd, a uma solucdo de polimero
previamente neutralizada com GP, preparada tal como descrito anteriormente. A quantidade de
GE adicionada a cada hidrogel foi calculada com o objetivo de obter misturas com
concentragdes de 0,05% e 0,20% (em massa).

Tal como mencionado para o caso da solucdo de polimero com GP, quando aquecida a
37 °C, esta solucdo origina um hidrogel fisico-quimicamente reticulado, ou seja, co-reticulado.

Em ambos os casos as microparticulas de PLA carregadas com CDDP foram dispersas
nas solucdes poliméricas numa concentracao de 3,8% (em massa).

Para levar a cabo os ensaios de libertacdo, as suspensdes de microparticulas em
quitosano foram submetidas a um tempo de maturacao de 2 horas sob uma temperatura de 37°C,

por forma a obter matrizes gelificadas.

3.8.1 Libertacdo de Cisplatina a Partir dos Hidrogéis de Quitosano

A semelhanca do procedimento levado a cabo para o caso das microparticulas, 0s
hidrogéis, sob a forma de provetes cilindricos com aproximadamente 1,3 g, foram colocados
em 20 mL de PBS (pH 7,4) e mantidos, no decorrer dos ensaios de libertacdo, a 37°C sob
agitacdo orbital.

Em intervalos de tempo definidos, retiraram-se amostras de 500 pL que foram
armazenadas em eppendorfs, a baixa temperatura, para posterior quantificacdo do farmaco. A
remocdo de cada amostra foi sucedida da reposi¢do de igual volume de meio de libertacdo

fresco.
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A quantificacdo da platina presente em cada amostra e posterior conversdo para
quantidade de cisplatina libertada, foi feita com recurso a espetrometria de massa com fonte

indutiva de plasma (ICP-MS), tal como descrito na secgdo 3.5.2.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos na caracterizacao e
nos ensaios de libertacdo das microparticulas produzidas com varios tipos de polimeros para
encapsulamento dos farmacos dexametasona e cisplatina, de acordo com os procedimentos
detalhados no Capitulo 3. A sequéncia de resultados sera a mesma seguida nesse capitulo.
Assim, apresentam-se as micrografias de SEM, que permitem avaliar a morfologia das
microparticulas obtidas bem como as suas caracteristicas de superficie, seguindo-se 0s
resultados de granulometria, os termogramas e as eficiéncias de encapsulamento. Por Gltimo,
apresentam-se os perfis de libertacdo avaliados in vitro. Finalmente, e cumprindo um objetivo
complementar do trabalho, os perfis de libertacdo das microsferas com cisplatina, apos
incorporacdo em hidrogéis de quitosano, serdo comparados com os obtidos a partir das
microsferas livres.

Os resultados serdo divididos em trés sec¢des: 0s que correspondem as microparticulas
onde foi encapsulada a dexametasona, 0s que se referem as microparticulas com cisplatina e 0s

que incluem os hidrogéis.

4.1 Microparticulas para Encapsulamento de Dexametasona

Tal como descrito no Capitulo 3, a dexametasona foi incorporada em microparticulas
produzidas a partir de PCL, PHBV, PLA e PLGA, as quais foram posteriormente

caracterizadas.

4.1.1 Analise Morfoldgica - SEM

O recurso a SEM teve por objetivo avaliar a morfologia das microparticulas, bem como
a variabilidade associada ao seu tamanho e caracteristicas da superficie. Tal como ilustra a
Figura 4.1, e apesar de mantidas as condicGes de processamento das microparticulas,
obtiveram-se particulas com diferentes caracteristicas consoante o polimero utilizado. Isto
verificou-se quer ao nivel do tamanho das particulas quer em relacdo as caracteristicas de
superficie das mesmas. Apesar disso, e tal como se pretendia, a forma das particulas é
predominantemente esférica.

No que respeita ao tamanho, e com base na analise da Figura 4.1, constata-se que as
particulas de PCL parecem ser as que tém um maior tamanho, sendo que as de PLGA aparentam

possuir as menores dimensoes.
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E no entanto de salientar que em todas as amostras se observam pequenas particulas,
algumas bastante afastadas da esfericidade, com particular destaque para a amostra de PLGA,
que evidencia uma grande dispersdo de tamanhos. Apds a secagem, verificou-se que as
microparticulas de PLGA se encontravam agregadas, sendo necessario proceder a sua separacdo
forcada. Para tal, utilizou-se um almofariz para separar os agregados resultantes apds 0 processo
de secagem, o que podera ter originado o aparecimento de estruturas com uma forma e tamanho

visivelmente diferente.

50 pm 50 um

50 um

Uma maior ampliagdo (Figura 4.2), permite no entanto observar que todas as amostras

apresentavam, misturadas com as microparticulas, estruturas de tamanhos semelhantes a estas,

Figura 4.1 - Microparticulas com dexametasona, produzidas a partir de PCL, PHBV, PLA e
PLGA.

mas com uma forma distinta, que aparentam ser cristais de farmaco. Estes haviam ja sido
detetados em observagdes preliminares com microscopia otica (resultados ndo apresentados).
O aparecimento de cristais de farmaco nas amostras deve-se ao facto da dexametasona se

encontrar apenas parcialmente solubilizada, aquando da formacdo das microparticulas. Com
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efeito, apesar da dexametasona ter permanecido 24 horas sob agitacdo, em cloroférmio,
verificou-se, findo este periodo, que o farmaco se encontrava parcialmente em suspenséo.
Devido a reduzida solubilidade da dexametasona em agua, estes cristais de fa&rmaco ndo se
dissolveram na fase aquosa da emulsdo nem durante os processos de lavagem, tendo portanto
sido separados em conjunto com as microparticulas.

No que respeita as caracteristicas da superficie das microparticulas, constata-se que as

microparticulas com PLA, PLGA e PCL tém uma superficie lisa enquanto as de PHBV exibem

Figura 4.2 - Cristais de farmaco (formas cubicas e prismaticas), presentes nas amostras das
microparticulas de PCL, PHBV, PLA e PLGA.

elevada rugosidade. Segundo (Li e Poncelet, 2008; Duan e Wang, 2010), isto deve-se ao
elevado grau de cristalinidade do polimero. Microparticulas produzidas a partir de polimeros
mais cristalinos apresentam superficies mais rugosas, com maior area de superficie, sendo que,
a medida que aumenta a percentagem da fase amorfa no polimero, se verifica uma diminuigao
da rugosidade da superficie das microparticulas. Efetivamente o PHBYV é um polimero com
elevado grau de cristalinidade, o que justifica que as microparticulas obtidas a partir deste
polimero apresentem uma elevada rugosidade.
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Uma ampliacdo superior, apresentada na Figura 4.3, permite analisar detalhadamente a
superficie das microparticulas obtidas a partir dos quatro polimeros em estudo. A significativa
rugosidade da superficie das microparticulas de PHBV (Figura 4.3 - PHBV) é particularmente
visivel na imagem apresentada, o que permite confirmar a observacéo feita aquando da analise

da micrografia obtida com menor ampliacg&o.

10000x

10000x 10000x

Figura 4.3 - Pormenor da superficie das microparticulas de PCL, PHBV, PLA e PLGA.

Por outro lado, na superficie das microparticulas de PCL e PLGA (Figura4.3-PCL e
Figura 4.3-PLGA), é possivel observar pequenos cristais de farmaco que se encontram
“incrustados” na superficie polimérica. Pelo contrario, na superficie das microparticulas de
PLA e PHBV néo se observam estas estruturas. Assim, pde-se em causa que nas amostras de
PCL e PLGA se tenha conseguido uma adequada incorporacdo de farmaco. Este assunto sera
abordado com maior detalhe aquando da anélise dos resultados obtidos para as eficiéncias de

encapsulamento.
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4.1.2 Distribuicao de Tamanhos das Microparticulas

Como se sabe, o tamanho das particulas bem como a distribuicdo de tamanhos das varias
amostras, influenciam significativamente muitas das propriedades das particulas,
designadamente a cinética de libertacdo do farmaco (Freiberg e Zhu, 2004), sendo portanto da
maior relevancia proceder & anélise da sua granulometria. Estes resultados estdo compilados na
Figura 4.4 na forma de curvas de distribuicdo de tamanhos e na Tabela 4.1 em termos dos
parametros estatisticos (mediana (Dv50), percentis (Dv10 e Dv90), diametro médio (D[4,3]) e
moda).

Os valores da mediana, apresentados na Tabela 4.1, permitem-nos concluir que para o
caso das amostras produzidas a partir de PCL e de PLGA se obtiveram particulas de maiores
dimensGes, dado que estas apresentam valores de Dv50 acima de 20 um, enquanto que, para o
caso das microparticulas produzidas a partir de PLA e PHBYV, os valores para 0 mesmo percentil
ndo atingiram o0s 10 um. O mesmo é possivel verificar ao analisar os valores da moda para cada
amostra (Tabela 4.1).0 didmetro médio em termos volumétricos (D[4,3]), que traduz o
tamanho médio das particulas que constituem a amostra, apresenta a mesma tendéncia. Isto é,
as amostras de PLA e PHBV apresentam tamanhos meédios proximos de 9 um, enquanto que as
microparticulas produzidas a partir de PCL e PLGA tém dimensdes médias proximas de 25 pm.

Os resultados obtidos para o quociente [(Dv90-Dv10)/Dv50], que d& uma ideia da
largura da distribuicdo, variam entre 1,5 e 2,5, 0 que permite constatar que nalguns casos as
distribuicbes sdo mais alargadas que noutros. Estes resultados séo caracteristicos do método de
EES. A medida que ocorre a evaporacio do solvente, verifica-se uma diminuicio do diametro
das goticulas que constituem a fase dispersa da emulsdo, o que introduz instabilidade no
sistema. Como consequéncia, ocorre a coalescéncia de algumas destas goticulas da fase
organica que contém o polimero e formam-se particulas com dimensdes superiores (Pich et al.,
2006).

Tabela 4.1 - Resultados obtidos para os parametros estatisticos das distribuicbes de tamanhos de

particulas.
Amostra Dv10 Dv50 Dv90 D,90 - D,10 D[4,3] Moda
[um]  [um]  [um] b,50 [um] [um]
PCL ‘ 2,43 21,60 55,30 2,45 25,80 27,40
PHBV ‘ 2,30 7,93 18,70 2,07 9,86 9,86
PLA ‘ 1,76 9,66 16,60 1,54 9,41 11,20
PLGA ‘ 428 20,80 50,30 2,21 24,50 35,30
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Os resultados obtidos para a distribuicdo de tamanhos das particulas sustentam as
observacOes feitas aguando da andlise das micrografias de SEM, a excecdo dos resultados
obtidos para as microparticulas de PLGA. Efetivamente a imagens de SEM obtida para a
amostra de PLGA (Figura 4.1 - PLGA) sugeria que as particulas produzidas a partir deste
polimero apresentavam um tamanho reduzido, semelhante as amostras de PHBV e PLA. No
entanto, os resultados de granulometria revelam que as microparticulas de PLGA apresentam
dimensdes superiores, aproximando-se das dimens@es apresentadas pelas microparticulas de
PCL.

As explicacbes que poderdo justificar esta aparente contradicdo nos resultados de SEM
e dispersdo laser sdo: como referido anteriormente, o facto das microparticulas de PLGA
apresentarem aglomerados apesar da separacdo mecanica a que foram sujeitas; ou o facto da
amostra utilizada na anélise SEM poder ter sido retirada da superficie, dado que foi a primeira
analise a ser efetuada, e a amostra utilizada na andlise da distribuicdo de tamanhos ter sido
retirada do fundo, por ter sido a Gltima (por outras palavras uma inadequada dispersdo da
amostra).

No que respeita a analise do perfil obtido para a distribuicdo de tamanhos, constata-se
que a curva correspondente as microparticulas de PHBV é a mais proxima de uma distribuicéo
normal (Figura 4.4 - PHBV). No caso das microparticulas de PLA e PLGA a distribuicéo de
tamanhos é aproximadamente bimodal, apresentando um pico relativo a particulas de
dimensdes proximas de 1 um e um segundo pico mais significativo de particulas de maiores
dimensdes. E de notar que, dado que ndo se possuiam as propriedades Oticas das particulas,
recorreu-se a uma aproximacao baseada no modelo de Fraunhofer, cuja aplicabilidade é
questionavel para particulas de menor dimensdo (Annapragada e Adjei, 1996).

A largura das curvas de distribuicdo das microparticulas estdo, obviamente, em
concordancia com os valores do quociente [(Dv90-Dv10)/Dv50].

No Anexo | sdo apresentadas as tabelas com as percentagens volumeétricas de particulas

de cada tamanho que deram origem as distribui¢des de tamanhos apresentadas.
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Figura 4.4 - Distribuicdo de tamanhos das microparticulas para encapsulamento de
dexametasona.
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4.1.3 Analise Térmica - DSC

Como referido na sec¢do 3.6.3, efetuou-se analise térmica com o intuito de avaliar as
repercussdes do processamento sobre os eventos térmicos caracteristicos do polimero e do
farmaco, bem como de tirar ilacBes sobre o estado do farmaco nas microparticulas. Assim,
adquiriram-se os termogramas correspondentes ao polimero ndo processado, as microparticulas
com farmaco e a filmes de polimero com farmaco obtidos por solvent casting. Adicionalmente
foi também obtido o termograma correspondente a dexametasona.

As analises de DSC permitiram aferir a temperatura de transicdo vitrea (Tg) dos
polimeros bem como as temperaturas de fusdo dos polimeros e do farmaco (dexametasona).
Contrapondo os varios resultados obtidos espera-se poder tirar conclusdes relativamente a
distribuicdo do farmaco nas microparticulas bem como em relacdo a influéncia do método de
preparacdo das microparticulas sobre as propriedades térmicas dos polimeros.

Como se sabe, a temperatura de transicao vitrea (T4) corresponde a temperatura na qual
se d& a transicdo das regides amorfas do polimero, do estado vitreo para o estado de borracha.
Como tal a sua representacao nos termogramas corresponde a transicdo da fracdo amorfa do
polimero. O facto dos materiais poliméricos apresentarem diferentes percentagens de fase
amorfa, podendo esta ser menor que 5% no caso de polimeros com elevado grau de
cristalinidade, repercute-se numa fraca representacdo no termograma, muitas vezes dificil de
distinguir de variagdes intrinsecas ao funcionamento do método (Ford e Mann, 2012).

Na Figura 4.5 € possivel observar os termogramas obtidos para a dexametasona por
DSC. Tal como apresentado na sec¢do 3.6.3, analisou-se o farmaco puro (DEX original), isto
é, sem qualquer alteracdo relativamente ao proveniente do fornecedor e recristianizado ap0s ter
sido dissolvido no solvente utilizado na preparacdo das microparticulas (cloroférmio) (DEX
processada). Desta forma pretende-se avaliar as repercussdes do solvente sobre estrutura
cristalina do farmaco, mediante a anélise das variac@es no termograma.

O pico endotérmico significativo, carateristico dos farmacos cristalinos, situado a
266°C, diz respeito a fusdo da dexametasona. A analise efetuada para verificar as repercussoes
das condicGes de processamento, isto é, apds a dissolucdo da dexametasona em cloroférmio e
posterior recristalizagéo, revelam que o ponto de fusdo do farmaco apresenta uma diminuicéo
ligeiramente superior a 5°C, diminuindo também a entalpia de fuséo associada ao evento. A
alteracdo da morfologia do pico sugere pois que a dissolugdo do farmaco em cloroférmio tenha

tido repercussdes sobre a sua estrutura cristalina.
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Figura 4.5 - Termogramas obtidos para a dexametasona original (DEX original) e processada
(DEX processada).

Nos termogramas obtidos para a PCL (polimero ndo processado, microparticulas de
PCL com farmaco e filme de PCL com farmaco, obtido por solvent casting), apresentados na
Figura 4.6, é possivel detetar um evento de fusdo préximo de 62°C correspondente a fusdo do
polimero, tal com reportado por Dhanaraju et al., em trabalho publicado em 2003. Apesar de
se verificarem ligeiras diferencas entre as temperaturas de fusdo para as trés amostras em
analise, estas ndo foram consideradas significativas para justificar qualquer efeito do
processamento sobre a estrutura da PCL.

Segundo Dubernet, 1995, a auséncia do pico endotérmico caracteristico do farmaco, nas
amostras de microparticulas de PCL e no filme de PCL, sugerem que o farmaco se encontra sob
a forma de dispersdo molecular metaestavel (MMD) ou de uma solugdo sélida (SS) de farmaco
no polimero e ndo na forma cristalina. Dado que as imagens de SEM apresentavam cristais de
farmaco nas amostras de PCL, este resultado parece indiciar que a quantidade de farmaco na
forma cristalina n&o sera significativa para permitir gerar um sinal detetavel no termograma. E
de notar que no caso deste polimero, as imagens de SEM revelaram uma menor quantidade de
cristais de farmaco e de dimensdes mais pequenas, estando a maioria ligado a superficie das

microparticulas.
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Figura 4.6 - Termogramas obtidos para PCL ndo processada (PCL) e com dexametasona sob a
forma de microparticulas (MP-PCL-DEX) e filme (filme-PCL-DEX).

No que respeita a amostra de PHBV, e conforme ilustrado na Figura 4.7, a temperatura
de fusdo foi detetada a 172,47°C, 173,33°C e 173,06°C respetivamente para as amostras de
polimero, microparticulas carregadas com dexametasona e filme produzido apés a dissolucédo
de farmaco e polimero em cloroférmio. Tendo em conta a proximidade dos valores obtidos,
conclui-se que o método utilizado na preparacdo das microparticulas ndo teve efeito
significativo sobre a temperatura de fusdo do PHBV.

Cretois et al., 2014, obtiveram resultados semelhantes, tendo observado uma
temperatura de fusdo (Tm) para o PHBV de 168°C. E de realcar que, sendo o PHBV um
copolimero, os resultados dependerdo fortemente da proporcdo de cada um dos monémeros,
bem como da cristalinidade do polimero investigado, pelo que, resultados um pouco diferentes
podem ser apresentados por outros autores.

Um pico menos acentuado é detetavel a uma temperatura ligeiramente inferior,
aparentemente devido a fusdo parcial do material, seguida de recristalizacdo e do fendmeno de
fusdo mais significativo anteriormente descrito. Segundo Gunaratne e Shanks, 2005, este
comportamento € uma caracteristica do PHBV e corresponde a fusdo de zonas do polimero com

diferentes arranjos cristalinos.
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Relativamente ao estado do farmaco nas microparticulas, nada pode concluir-se, uma
vez que, como pode ser observado no termograma, a degradacdo do polimero ocorre a uma
temperatura proxima de 250°C, isto €, a uma temperatura inferior ao ponto de fuséo do farmaco

(266°C) e como tal ndo existem resultados para esta temperatura.
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Figura 4.7 - Termogramas obtidos para 0 PHBV ndo processado (PHBV) e com dexametasona
sob a forma de microparticulas (MP-PHBV-DEX) e filme (Filme-PHBV-DEX).

No termograma do PLA ndo processado (Figura 4.8 - PLA) é possivel identificar
claramente os dois principais eventos térmicos associados a polimeros semi-cristalinos, isto é,
a temperatura de transicao vitrea (que ocorre a 45,56°C) e a temperatura de fusédo, a 149,43°C.
Estes eventos encontram-se reportados na literatura (Leo et al., 2000; Li et al., 2013). No
termograma das microparticulas produzidas a partir deste polimero (Figura 4.8-MP-PLA-
DEX), os mesmos eventos sdo identificaveis, embora neste caso seja possivel observar outros
fendmenos térmicos adicionais. Neste caso, a Ty ocorre a 65,22°C, cerca de 20°C acima da Tg
observada para o polimero ndo processado. Sobreposto ao fendmeno de transi¢do vitrea
observa-se um fendmeno caracterizado por um pico endotérmico, atribuido ao relaxamento das
cadeias poliméricas do material, por forma a atingir um estado termodinamicamente mais
estavel (Bailey et al., 2002). Normalmente, a uma temperatura ligeiramente superior, este
fenomeno da origem a um fendomeno de cristalizacdo antes da fusdo, tal como pode ser

observado no evento exotérmico registado a 121,67°C, atribuido ao fendmeno de cristalizag&o.
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E possivel ainda constatar que o evento de fusdo ocorre sensivelmente & mesma temperatura do
polimero ndo processado.

Relativamente aos filmes de PLA com dexametasona obtidos por solvent casting ndo é
possivel identificar claramente um fendmeno de transi¢do vitrea, no entanto constata-se que a
fusdo ocorre sensivelmente a mesma temperatura que nos outros termogramas. Os resultados
obtidos permitem afirmar que, para o PLA, o processamento do polimero em microparticulas e
em filmes formados por solvent casting, altera as propriedades térmicas do material,
nomeadamente a temperatura de transicao vitrea.

No que concerne ao estado do farmaco, uma ligeira perturbacéo a 226,76°C no caso das
microparticulas e a 227,52°C no caso do filme de polimero com farmaco, permitem considerar
que este se encontre parcialmente no estado cristalino, no entanto, a estrutura cristalina do
farmaco parece ter sofrido alteracdes. Este facto pode ser constatado pela diminuicdo do ponto
de fusdo do farmaco e da respetiva entalpia de fusdo associada a cada amostra.

Relativamente aos resultados obtidos para o PLGA (Figura 4.9), e no que diz respeito
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Figura 4.8 - Termogramas obtidos para o PLA né&o processado (PLA) e com dexametasona sob a
forma de microparticulas (MP-PLA-DEX) e filme (Filme-PLA-DEX).

ao polimero ndo processado (PLGA) e microparticulas com dexametasona (MP-PLGA-DEX),
obteve-se uma Tg de 54,58°C e 52,15°C, proxima dos resultados obtidos por Gaignaux et al.,
2012 e Rouse et al., 2007. Em ambos os casos, sobreposto ao fendmeno de transigdo vitrea,
observa-se 0 aparecimento de um pico endotérmico associado ao relaxamento das cadeias
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poliméricas. O segundo pico registado a 216,64°C, para as microparticulas carregadas, a
semelhanca do que se concluiu para a analise efetuada ao PLA, dird respeito a farmaco
cristalizado disperso na matriz polimérica, ainda que com alteracdo na sua estrutura cristalina,

reflexo da interagdo deste com o polimero.
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Figura 4.9 - Termogramas obtidos para 0 PLGA nao processado (PLGA) e com dexametasona sob
a forma de microparticulas (MP-PLGA-DEX) e filme (Filme-PLGA-DEX).

Os resultados obtidos para o filme de PLGA com farmaco apresentam uma série de
desvios que, apesar da repeticao da analise, ndo foram eliminados, pelo que a sua relevancia foi
questionada.

Em suma, as microparticulas de PLA e PLGA foram as Unicas onde foi identificavel
farmaco na forma cristalina, o que pode ser concluido, ainda que de forma especulativa, pelo
aparecimento do evento de fusdo caracteristico do farmaco cristalino, situado a cerca 226°C
para 0 PLA e a cerca de 216°C para o PLGA.

Ainda que os resultados de DSC ndo revelem a existéncia de farmaco na forma cristalina
nas amostras de PCL e de PHBYV, o que pode ser concluido pela auséncia de picos endotérmicos
caracteristicos do farmaco (Mo et al., 2012); dos resultados de SEM constatou-se que existiam
cristais de farmaco nestas amostras, particularmente na de PHBV. Tal como apresentado para
0 caso das microparticulas produzidas a partir de PCL, equacionou-se a hipdtese da quantidade
de farmaco presente na forma cristalina ser de tal forma reduzida que a sua identificacao através
de DSC néo foi possivel. Em ultima instancia, apds a temperatura de fusdo do polimero, 0s
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cristais de farmaco poder-se-ao dissolver ou permanecer molecularmente dispersos no material.
Este fendmeno pode constituir uma justificacdo para a auséncia do pico endotérmico
correspondente ao ponto de fusdo do farmaco, dado que este é superior ao ponto de fusdo dos
polimeros utilizados (Dubernet, 1995).

Tendo em conta os resultados apresentados, verifica-se que o PLA foi o Unico polimero
para o qual se registaram alterac6es dos eventos térmicos apds o processamento sob a forma de
microparticulas. Como referido na andlise dos termogramas para este polimero, verificou-se
uma elevacdo de cerca de 20°C na T4 do polimero, bem como o aparecimento de um evento de
cristalizacdo a uma temperatura de cerca de 121°C. Para as restantes amostras as alteracoes
registadas nos eventos térmicos caracteristicos do polimero nao foram significativas, pelo que,
a estrutura dos materiais parece nao sofrer alteragbes com o processamento. E de notar que o
método utilizado na preparacdo das microparticulas pode ter efeito sobre a organizacdo das
cadeias poliméricas o que se repercute nas propriedades mecanicas do material, na sua
estabilidade durante o envelhecimento e na libertacdo do farmaco a partir das microparticulas
(Dubernet, 1995).

4.1.4 Eficiéncia de Encapsulamento

No que respeita ao célculo da eficiéncia de encapsulamento, calculada de acordo com
as EquacOes 1, 2 e 3 apresentadas na seccdo 3.5, a Tabela 4.2 apresenta 0 resumo dos
resultados com base na média das varias réplicas feitas para cada tipo de particulas. Os dados
detalhados das varias réplicas efetuadas, bem como a respetiva curva de calibracdo, sao
apresentados no Anexo I1.

As microparticulas correspondentes aos quatro polimeros em estudo apresentam uma
eficiéncia de encapsulamento semelhante (Tabela 4.2), sendo de destacar os casos das
microparticulas de PCL e PLA, com eficiéncias a rondar os 60% e o caso do PHBV que
apresenta uma eficiéncia mais baixa, proxima de 40%. A reduzida solubilidade da
dexametasona na fase aquosa propicia a sua permanéncia na fase organica, onde se encontra o
polimero. Desta forma, aquando do processo de formacdo das microparticulas, o farmaco tem
tendéncia a permanecer na estrutura polimérica que gradualmente se vai formando,
consequentemente obtém-se eficiéncias de encapsulamento mais elevadas.

De salientar que as eficiéncias de encapsulamento aqui apresentadas incluem os cristais
de farmaco dispersos e a superficie das particulas, visiveis nas imagens de SEM, e ndo apenas
o farmaco encapsulado. Assim estes valores podem estar sobrestimados, sendo por isso

superiores aos reais. Uma das hipdteses de eliminacao desses cristais de farmaco seria proceder
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a lavagem das amostras, abordagem que se revela invidvel uma vez que tal procedimento
provocaria a libertacdo de farmaco encapsulado e, como tal, uma diminuicéo significativa na

eficiéncia de encapsulamento.

Tabela 4.2 - Eficiéncia de encapsulamento das microparticulas para encapsulamento de dexametasona.

Amostra QTFE (%) QEFE (%) EE (%)
(m/m) (m/m) (m/m)

PCL ‘ 541 59,54

PHBV ‘ 3,72 40,88
9,09

PLA ‘ 5,65 62,10

PLGA ‘ 4,88 53,70
QTFE - Quantidade Tedrica de Farmaco Encapsulado
QEFE - Quantidade Experimental de Farmaco Encapsulado

EE — Eficiéncia de Encapsulamento

4.1.5 Ensaios de Libertagao

Os ensaios de libertacdo de dexametasona, in vitro, permitiram obter as curvas de
libertagdo que se encontram apresentadas na Figura 4.10.

A andlise destas curvas permite concluir que, a exce¢do do farmaco encapsulado nas
microparticulas de PLA, onde apenas ocorreu uma libertacdo de cerca de 70%, para os restantes
polimeros conseguiu-se uma libertacdo total do farmaco. Contudo, verificou-se que os perfis
obtidos para o caso das microparticulas de PCL e PHBV apresentam uma libertagédo de farmaco
ligeiramente superior a 100%, certamente consequéncia de erros inerentes ao método aplicado
para quantificacdo de farmaco encapsulado e/ou libertado. A recolha das amostras para
avaliacdo da eficiéncia de encapsulamento é feita aleatoriamente e o farmaco podera néo estar
uniformemente distribuido. Assim sendo, a recolha da amostra para libertacdo podera
apresentar uma quantidade de farmaco diferente da calculada para a amostra recolhida para o
calculo da eficiéncia de encapsulamento. Além do mais, a percentagem de farmaco libertada é
calculada com base no resultado cumulativo das varias amostras recolhidas durante um longo
periodo, o que faz com que qualquer erro experimental ou variabilidade associada ao

procedimento tenha um efeito crescente nos resultados obtidos.
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Figura 4.10 - Perfis de libertacdo de dexametasona a partir das microparticulas de PCL (+), PHBV (A),
PLA (m) e PLGA (e).

Nos casos das microparticulas de PHBV e de PLA, verificou-se um significativo initial
burst release®, sendo que, o farmaco atingiu 0 maximo de libertacio em menos de um dia. No
caso do PLA a libertacdo parece continuar a ocorrer lentamente apds o primeiro dia, no entanto,
a quantidade de farmaco libertado é muito reduzida.

Tendo em conta o perfil de libertacdo obtido para as microparticulas de PLA, verifica-
se que o initial burst release corresponde apenas a libertacdo de cerca de 60% do farmaco
encapsulado. Possivelmente os restantes 40% de farmaco estdo de tal forma aprisionados na
matriz polimérica que a sua libertacdo ocorre mais lentamente até se atingir uma libertagdo de
cerca de 70% do farmaco encapsulado, ficando o restante de tal forma aprisionado na matriz
que a sua libertacdo so se verificard aguando da degradacao do polimero.

As diferencas de comportamento das amostras de PCL e PLGA, correspondendo a
cinética de libertacdo mais lenta, estdo seguramente relacionadas com o tamanho das respetivas
particulas, que sdo aproximadamente o dobro das de PHBV e PLA (Tabela 4.1). De facto,

quanto maiores forem as particulas menor serd a sua area especifica logo menor serd a

3 Initial Burst Release: termo anglo-saxénico utilizado para definir a libertacdo drastica de uma grande
quantidade de farmaco, no inicio dos ensaios de libertacéo.
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transferéncia de massa. Contudo, é preciso ter em conta que nas amostras eram visiveis cristais
de farmaco dispersos e a superficie das particulas, posto isto, € natural que parte da libertacdo
corresponda a dissolucdo desses cristais no meio de libertacdo, no entanto esta contribuicdo é
dificil de quantificar.

Resta acrescentar que, no caso das microparticulas de PCL, a elevada hidrofobicidade
do polimero, dificulta a difusdo do meio de libertacdo nas microparticulas e consequente
remocdo do farmaco para o exterior, favorecendo uma cinética de libertacdo mais controlada
(Dhanaraju et al., 2003).

No Anexo Il apresentam-se os resultados detalhados para a libertagdo, incluindo
alguns pontos além dos aqui apresentados. Estes pontos foram excluidos por corresponderem a
concentragcOes de tal forma reduzidas que seria questionavel considerar o0 método utilizado
suficientemente robusto para a sua quantificacdo. Sao ainda apresentadas, no mesmo anexo, as
curvas de calibracdo que permitiram obter a concentracdo de dexametasona no meio de

libertacdo.

4.2 Microparticulas para Encapsulamento de Cisplatina

No que respeita a cisplatina, € de recordar que este fa&rmaco apenas foi incorporado em
microparticulas de PLA. A semelhanca da seccdo anterior (seccdo 4.1), apresentam-se de
seguida os resultados obtidos para a caracterizacdo das microparticulas (SEM, distribuicdo de
tamanhos e DSC), para as eficiéncias de encapsulamento e para os ensaios de libertacdo de

cisplatina a partir das microparticulas.

4.2.1 Analise Morfoldgica - SEM

A andlise de SEM efetuada as microparticulas de PLA com cisplatina demostra que se
obtiveram particulas esféricas, com uma distribuicdo de tamanhos aparentemente préxima da
obtida para as microparticulas do mesmo polimero, para encapsulamento de dexametasona
(Figura 4.11).
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50 um PLA-CDDP 50 um PLA-DEX

Figura 4.11 - Microparticulas de PLA com cisplatina (PLA-CDDP) e com dexametasona (PLA-DEX).

Este resultado era expectavel na medida em que se mantiveram as condi¢des de agitacao,
volume de fase organica e da fase aquosa, assim como as quantidades de PLA e PVA utilizados
na preparacdo das microparticulas.

No entanto, maiores amplia¢des (Figura 4.12.a) revelam que as particulas de PLA com
cisplatina apresentam pequenos orificios na sua superficie. Mais, na Figura 4.12.b séo até
evidentes particulas cujo interior se encontra completamente oco, concluindo-se que no caso da
cisplatina se obtiveram microcapsulas enquanto que no caso da dexametasona, se obtiveram

particulas morfologicamente semelhantes a microesferas.

10000x

Figura 4.12 - Microparticulas de PLA carregadas com cisplatina: a) Pormenor dos poros e b) Pormenor
do interior.

A répida evaporacdo do solvente & uma possivel justificacdo para esta diferenca (Yeo e
Park, 2004). Vérios autores constataram que a rapida evaporacdo do solvente promove a

deslocacao do material polimérico para a interface com a fase aquosa, o que resulta na formacéao
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de um nucleo isento de material, rodeado por uma capsula de polimero altamente compacto
(Bezemer et al., Tiwari e Verma, 2011; Nath2013).

Com o objetivo de se conseguir a dissolucgéo de cisplatina na fase orgéanica, usou-se uma
mistura de solventes, DMF e cloroférmio numa razéo 3:7, mantendo-se o volume final de fase
organica (10 mL). Devido a elevada miscibilidade do DMF em agua, aquando da adicéo da fase
organica a fase aquosa, 0 DMF que compGe parcialmente a fase organica € rapidamente extraido
para a fase aquosa. A extracdo do DMF, além de ser responsével pelo arraste do material
polimérico para a interface com a fase aquosa, parece também provocar o aparecimento dos
poros anteriormente referidos. Isto podera constituir uma justificacdo para o tipo de estrutura
obtida e para a diferenca consideravel relativamente as microparticulas de dexametasona, onde
apenas se utilizou cloroférmio como solvente.

No que respeita as caracteristicas da superficie das microparticulas, diretamente
dependentes do tipo de polimero utilizado, obteve-se uma superficie com rugosidade pouco
significativa, tal como se verificara para as microparticulas de PLA para encapsulamento de
dexametasona (Figura 4.12.b). Esta caracteristica encontra-se diretamente relacionada com o
reduzido grau de cristalinidade do PLA, tal como discutido anteriormente (sec¢éo 4.1.1).

Neste caso, e motivado pela significativa solubilidade da cisplatina no solvente
utilizado, DMF, ndo foram observados cristais de farmaco dispersos ou ligados a superficie das
microparticulas, sendo de esperar que este esteja devidamente encapsulado nas estruturas
desenvolvidas para libertacdo controlada do farmaco.

4.2.2 Distribuicdo de Tamanhos das Microparticulas

Na Tabela 4.3 sdo apresentados os valores obtidos para os parametros estatisticos
(mediana (Dv50), percentis (Dv10 e Dv90), diametro médio (D[4, 3]) e moda), resultantes da
analise granulométrica das microparticulas de PLA para encapsulamento de cisplatina. Para
efeitos de comparacdo, apresentam-se, na mesma tabela, os valores referentes as
microparticulas do mesmo polimero para encapsulamento de dexametasona.

Pela analise do valor da mediana e da moda (Tabela 4.3), verifica-se que neste caso se
obtiveram particulas de tamanho superior, 0 que pode ser motivado pelo facto de se terem
obtido microcapsulas e ndo microesferas. O didametro medio em termos volumeétricos (D[4,3]),
permite reforcar estes resultados, revelando que a amostra de PLA-CDDP é constituida por
particulas com um didmetro médio de 14,6 um, logo superiores as microparticulas obtidas a

partir do mesmo polimero para encapsulamento de dexametasona (9,4 um).
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Tal como referido anteriormente, a analise de SEM permitiu constatar que as
microparticulas para incorporacdo de cisplatina apresentavam uma estrutura interna oca,
motivada pela rapida evaporacdo do solvente acompanhada da deslocacdo do material
polimérico para a interface formada com a fase aquosa. Quando isto se verifica as
microparticulas tém tendéncia a apresentar dimensdes superiores, quando comparadas com
microparticulas resultantes de um processo de evaporacdo mais lento (Yeo e Park, 2004).

Ainda que se tenham obtido particulas com um didametro superior, o valor da amplitude
da distribuicdo, dada pelo quociente [(Dv90-Dv10)/Dv50] (Tabela 4.3), ndo difere
significativamente daquele que se obteve para o caso das microparticulas para encapsulamento

de dexametasona, produzidas a partir do mesmo polimero.

Tabela 4.3 - Parametros da distribuicdo de tamanhos das microparticulas de PLA para encapsulamento

de cisplatina.
Amostra Dvi0 Dv50 Dv90 D,90 - D,10 D [4,3] Moda
[um]  [um]  [um] b,50 [ um] [um]
PLA-CDDP ‘ 1,90 13,90 28,80 1,94 14,60 18,70

PLA-DEX ‘ 1,80 9,70 16,60 1,54 9,40 11,20

Comparando as distribuicdes de tamanhos obtidas para as microparticulas de PLA com
dexametasona e com cisplatina, apresentadas na Figura 4.13, verifica-se que estas apresentam
o perfil semelhante. A principal diferenca reside no facto da distribuicdo bimodal ser menos
significativa para as microparticulas com cisplatina, o que sugere que existe uma diferenca
menos significativa entre um grupo de particulas de maior tamanho e um outro grupo de

particulas de menor tamanho.
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Figura 4.13 - Distribui¢do de tamanhos das microparticulas de PLA com cisplatina (PLA-CDDP)
e com dexametasona (PLA-DEX).

No Anexo IV é apresentada a tabela com as percentagens volumétricas de particulas de

cada tamanho que deram origem a distribuicdo de tamanhos para a amostra de PLA-CDDP.

4.2.3 Analise Térmica — DSC

Tal como para as microparticulas onde se encapsulou dexametasona, também as
microparticulas de cisplatina foram analisadas por DSC a fim de avaliar as repercussfes do
processamento sobre os eventos térmicos caracteristicos do polimero. No entanto, motivado
pelo facto da temperatura de fusdo da cisplatina ser superior a temperatura de degradacédo do
PLA, néo foi possivel investigar o estado do farmaco nas microparticulas.

Na Figura 4.14 é apresentado o termograma obtido para as microparticulas de PLA para
encapsulamento de cisplatina, bem como, 0s anteriormente apresentados termogramas para o
PLA, microparticulas com dexametasona e filmes de PLA obtidos por solvent casting.

O termograma resultante da anélise DSC efetuada as microparticulas de PLA carregadas
com cisplatina (Figura 4.14), é bastante semelhante ao observado para as microparticulas de
PLA carregadas com dexametasona. No termograma sdo visiveis os dois eventos térmicos
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significativos caracteristicos dos polimeros semi-cristalinos, situados a cerca de 59°C e a
149,18°C, correspondendo, respetivamente, a temperatura de transicdo vitrea e a temperatura
de fusdo do material. Também neste caso é detetdvel um evento endotérmico sobreposto ao
fendmeno de transicdo vitrea e que, a semelhanca do que foi discutido para o caso do PLA-
DEX, corresponde ao relaxamento das cadeias poliméricas por forma a atingir um estado
termodinamicamente mais estdvel. O evento exotérmico que ocorre a 117,30°C é entdo

atribuido ao fendmeno de recristalizacdo resultante do fendmeno endotérmico anteriormente

descrito.
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Figura 4.14 - Termogramas obtidos para as microparticulas de PLA com cisplatina (PLA-CDDP),
PLA n&o processado e PLA com dexametasona sob a forma de microparticulas (MP-PLGA-DEX)

e filme (Filme-PLGA-DEX).
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Pela anélise dos resultados compilados na Tabela 4.4, é possivel concluir que, tal como
no caso das microparticulas para encapsulamento de dexametasona, 0 processamento do
polimero sob a forma de microparticulas originou alteracdes na T4 do polimero, tendo-se
verificado uma elevagdo de cerca de 15°C para as microparticulas de PLA com cisplatina
(Figura 4.14). Estes resultados sugerem que o processamento do polimero tem efeito sobre as
caracteristicas do PLA.

No que respeita ao evento de fusdo, tal como no caso das microparticulas com

dexametasona, néo se registaram alteragdes significativas.

Tabela 4.4 - Resultados de DSC para o polimero puro e processado sob a forma de microparticulas com
cisplatina (PLA-CDDP) e dexametasona (PLA-DEX).

Amostra Tgq(°C) Tc (°C) Tm (°C)
PLA no processado ‘ 45,56 - 149,43
PLA-CDDP ‘ 59,97 117,30 149,18

PLA-DEX ‘ 65,22 121,67 149,93

4.2.4 Eficiéncia de Encapsulamento

A quantidade tedrica de farmaco encapsulado, quantidade experimental de farmaco
encapsulado e eficiéncia de encapsulamento, para o caso das microparticulas de PLA para
encapsulamento de cisplatina, encontram-se na Tabela 4.5. Os valores apresentados foram
calculados com base nas Equac0es 1, 2 e 3 apresentadas na secg¢éo 3.5. Tal como para o caso
das microparticulas de dexametasona, foram considerados os valores médios das réplicas

efetuadas, sendo os valores detalhados apresentados no Anexo V.

Tabela 4.5 - Eficiéncia de encapsulamento obtida para as microparticulas de PLA para encapsulamento
de cisplatina.

Amostra QTFE (%) QEFE (%) EE (%)
PLA-CDDP 4,76 1,29 27,12

QTFE — Quantidade Tedrica de FArmaco Encapsulado
QEFE - Quantidade Experimental de Farmaco Encapsulado

EE — Eficiéncia de Encapsulamento

Motivado pela consideravel solubilidade da cisplatina em meio aquoso, durante o
processo de preparacdo das microparticulas, o farmaco tera particular tendéncia para migrar
para a fase aquosa. Além disso, dado que se usou DMF como solvente do farmaco na preparagédo

da fase organica e considerando a hipotese de extracdo do DMF para a fase aquosa, motivado
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pela elevada miscibilidade deste solvente em agua, € natural que o farmaco tenha tendéncia
para ser arrastado pelo solvente. Estes dois aspetos poderdo justificar a reduzida quantidade de
farmaco encapsulado experimentalmente determinada (1,29%), quando comparada com a
quantidade tedrica de fArmaco encapsulado (4,76%), o que, naturalmente, se repercute no valor

de 27,12% obtido para a eficiéncia de encapsulamento.

4.2.5 Ensaios de Libertagao

A curva de libertacdo obtida para as microparticulas de PLA com cisplatina (Figura
4.15) revela que apenas se conseguiu libertar uma pequena percentagem de farmaco, cerca de
6%. Perante a estrutura porosa visivel nas micrografias de SEM, seria de esperar que a entrada
de agua fosse facilitada, permitindo que o farmaco, soltvel em &gua, se dissolvesse no meio e
fosse facilmente removido para o exterior das microparticulas. No entanto o comportamento
foi bastante diferente. Segundo Yan e Gemeinhart, 2005, a interacdo entre 0S grupos
carboxilicos do PLA e a molécula de cisplatina dificulta a libertacdo do farmaco, constituindo
uma possivel justificacdo para a reduzida quantidade de farmaco libertado a partir das
microparticulas de PLA desenvolvidas para o encapsulamento de cisplatina.

A libertacdo do farmaco € caracterizada pela ocorréncia de um initial burst rellease ao
longo das primeiras 8 horas de libertacéo, seguido de uma libertagdo de uma quantidade muito
pequena de farmaco que atinge um maximo decorridos nove dias de ensaios de libertacdo. No

Anexo V ¢é apresentada a tabela com os respetivos resultados detalhados.
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Figura 4.15 - Perfil de libertagdo da cisplatina a partir das microparticulas de PLA.

Apesar dos resultados de SEM revelarem uma estrutura semelhante a microcapsulas
com uma estrutura interna do tipo reservatorio, os resultados dos ensaios de libertacdo sugerem
gue o farmaco se encontra aprisionado na matriz polimérica e ndo retido no interior das
capsulas. Caso esta segunda hipétese se verificasse, devido a consideravel solubilidade da
cisplatina em meio aquoso, seria de esperar que a libertagdo ocorresse de forma rapida o que na
realidade ndo foi observado.

Os resultados obtidos sustentam a hipétese estabelecida findos os ensaios de libertacéo.
A coloracdo amarelada das microparticulas, caracteristica da cisplatina, levou a equacionar a

hipo6tese destas ainda conterem uma quantidade significativa de farmaco.

4.3 Efeito dos Hidrogéis de Quitosano na Libertacao de Cisplatina

As microparticulas de PLA contendo cisplatina (PLA-CDDP) foram introduzidas em
hidrogeéis de quitosano com diferentes graus de reticulagdo com o objetivo de avaliar as a
libertacdo do farmaco nestas condigdes.
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Na Figura 4.16 apresentam-se os perfis de libertacdo do farmaco apds incorporacéo das
microparticulas no hidrogel de quitosano reticulado fisicamente com fosfato dissédico de
glicerol (PLA-CDDP/C/GP) e nos hidrogeis de quitosano co-reticulados, fisica e
quimicamente, com 0,05 e 0,20% de reticulante quimico (genipin) (PLA-CDDP/C/GP/GE5 e
PLA-CDDP/C/GP/GE20, respetivamente), bem como, para efeitos de comparacdo, o
anteriormente apresentado perfil de libertacao da cisplatina a partir das microparticulas de PLA
(PLA-CDDP).

Tal como seria de esperar, motivado pela resisténcia adicional associada a matriz gel, a
introducdo das microparticulas nos hidrogéis de quitosano provoca uma diminui¢do na
quantidade de farmaco libertado.

Comparando os resultados obtidos para os diferentes hidrogéis, reticulado fisicamente
e co-reticulados, constata-se que o hidrogel co-reticulado com 0,05% de genipin (PLA-
CDDP/C/GP/GEDS) € aquele que oferece menor resisténcia a libertacdo do farmaco. O aumento
do grau de reticulacdo, por intermédio da adi¢do de um agente de reticulagdo quimico genipin,
parece diminuir a resisténcia do hidrogel para a transferéncia de massa.

Curiosamente, comparando o perfil obtido para o hidrogel co-reticulado com 0,05% de
genipin (PLA-CDDP/C/GP/GES5) com aquele que se obteve para o hidrogel co-reticulado com
0,20% de genipin (PLA-CDDP/C/GP/GE20), verifica-se que a quantidade de farmaco libertado
diminui significativamente, sendo o perfil de libertacdo préximo do obtido para o hidrogel
reticulado fisicamente com fosfato de glicerol (PLA-CDDP/C/GP). Estes resultados parecem
contraditérios na medida em que o aumento do grau de reticulacdo, por intermédio da adicdo
de um segundo reticulante (genipin), deveria provocar uma diminuicdo na quantidade de
farmaco libertado a partir dos hidrogéis co-reticulados, quando comparados com o hidrogel
fisicamente reticulado. Segundo Moura et al. (2013), esta observacdo deve-se ao facto da co-
reticulacdo diminuir a mobilidade das cadeias de quitosano, devido as ligacGes covalentes
estabelecidas entre o genipin e 0 quitosano, 0 que se repercute numa menor interacao entre o
farmaco e o hidrogel. Desta forma a libertacdo do farmaco é facilitada o que constitui uma
possivel explicacdo para a maior quantidade de farmaco libertado para a amostra de PLA-
CDDP/CI/GP/GES.

Em relacdo a amostra com 0,20% de genipin (PLA-CDDP/C/GP/GEZ20), seria de esperar
que, uma vez que se estabelecem mais ligagcdes covalentes, a interacdo farmaco/hidrogel fosse
reduzida e, como tal, obter-se-ia uma taxa de libertacdo superior. Contudo, 0 aumento da
concentracdo de reticulante quimico de 0,05% para 0,20% provocou uma diminui¢do na
quantidade de farmaco libertado. O aumento da concentracdo de genipin para 0,20% parece
comecar a ter efeitos significativos sobre a capacidade de absor¢do de agua do hidrogel.
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Gao et al., em estudos realizados em 2014, analisaram a capacidade de absor¢édo de agua
de hidrogéis de quitosano, reticulados com diferentes concentracbes de genipin, tendo
verificado que esta diminuia significativamente com o aumento da concentracdo deste
reticulante. Tendo em conta estes resultados, considerou-se que 0 aumento da concentracéo de
genipin para 0,20% teve um efeito significativo na capacidade de absorcao de dgua do hidrogel,
dificultando a penetracdo do meio na estrutura, 0 que consequentemente provoca uma
diminuicdo na quantidade de farmaco libertado.
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Figura 4.16 — Perfil de libertagdo de cisplatina a partir de PLA-CDDP (m), PLA-CDDP/C/GP (A),
PLA-CDDP/C/GP/GE5(4) ¢ PLA-CDDP/C/GP/GE20(e).

Na Figura 4.16 ¢ ainda apresentado um pormenor do perfil de libertacdo relativo ao
primeiro dia de ensaios, no qual é possivel verificar que o initial burst release é
consideravelmente inferior, quando comparado com as microparticulas isentas de gel. Esta
diminuicdo esti associada a resisténcia a difusdo introduzida pela matriz gel, sendo esta
particularmente significativa ao longo das primeiras horas de ensaios.

Uma vez que o facto de apresentarem um elevado initial burst release é uma
desvantagem intrinseca a uma grande variedade de sistemas de libertagdo controlada de base

polimérica, nomeadamente sistemas de microparticulas, os resultados obtidos indicam que a
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sua incorporacdo em matrizes gel de quitosano podera constituir uma alternativa para contornar
esta desvantagem.

Os resultados obtidos para a incorporagdo das microparticulas em matrizes gel de
quitosano, sugerem que estes, além de facilitarem a administragdo e a¢do do farmaco, podem
ser utilizados para modelar a sua taxa de libertacéo.

No Anexo VI sdo apresentadas as tabelas com os resultados de libertagdo que

permitiram obter os perfis apresentados.
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5 CONCLUSAO

Os ensaios levados a cabo no ambito deste trabalho tiveram como objetivo principal
avaliar as caracteristicas de microparticulas produzidas a partir de varios tipos de polimeros
para encapsulamento de farmacos.

Numa primeira fase, foram produzidas microparticulas de PCL, PHBV, PLA e PLGA,
para encapsulamento de dexametasona, tendo-se determinado os perfis de libertacdo do
farmaco a partir destas estruturas. As micrografias de SEM para estas microparticulas
(carregadas com farmaco) permitiram concluir que o método aplicado permite produzir
microparticulas com forma predominantemente esférica e com tamanhos que oscilam entre os
10 e os 25 um.. No que respeita as caracteristicas de superficie, destaca-se o caso do PHBV
cuja elevada cristalinidade originou particulas com uma superficie significativamente mais
rugosa, ao contrario das demais cuja superficie era essencialmente lisa.

As micrografias permitiram no entanto observar cristais de farmaco dispersos sobre as
particulas, o que de algum modo podera afetar alguns os resultados, mormente os de libertacdo
do farmaco.

No que respeita a granulometria, apesar de mantidas as condi¢cdes experimentais para
todos os ensaios, verificou-se que as microparticulas de PLA e PHBYV apresentavam tamanho
inferiores, com um didmetro médio proximo de 9 um, enquanto que as microparticulas
produzidas a partir de PCL e PLGA apresentaram um diametro médio préximo de 25 um,
eminentemente monomodais, ou bimodais em que o pico dos finos é pouco relevante. Esta
diferenca de tamanhos afetou naturalmente os perfis de libertacéo.

A anélise de DSC apenas permitiu identificar farmaco na forma cristalina nas amostras
de PLA e PLGA, ainda que as micrografias de SEM revelassem cristais de farmaco em todas
as amostras. Concluiu-se no entanto, através de resultados de DSC, que a presenca de farmaco
na forma livre, nas amostras de PCL e PHBV, parece ser em pequena quantidade e como tal
ndo identificavel no termograma.

Quanto as repercussdes do metodo de preparacdo das microparticulas na estrutura dos
polimeros, investigadas mediante a analise dos termogramas obtidos por DSC, verificou-se que
0 PLA foi o Unico polimero para o qual se registaram alteracfes consideraveis. As principais
alteracdes registadas prendem-se com a elevacgédo, em cerca de 20°C, da T4 do polimero e com

o0 aparecimento de um fendémeno de cristalizacdo antes da fusdo do material.
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Os perfis de libertacdo revelaram que as microparticulas de PHBV e PLA apresentam
um initial burst release significativo, correspondendo, no caso do PHBV, a libertagdo total do
farmaco e, no caso do PLA, a uma libertacdo de apenas 70% do farmaco encapsulado. Estes
perfis de libertacdo muito rapidos podem dever-se ndo sé ao reduzido tamanho das particulas
como a presenca de cristais de fArmaco a superficie das particulas.

Em relacdo as microparticulas produzidas a partir de PCL e PLGA, obtiveram-se perfis
de libertagdo caracterizados por uma libertacdo mais gradual durante um periodo de tempo mais
alargado, cerca de 7 dias. As microparticulas produzidas a partir destes polimeros apresentavam
um didmetro médio superior (proximo de 25um), o que podera ser responsavel por este
comportamento.

Na outra etapa do trabalho pretendeu produzir-se microparticulas de PLA para o
encapsulamento de cisplatina, tendo-se obtido perfis de libertagdo quer a partir directamente
das particulas quer ap0s a sua incorporagdo num hidrogel de quitosano. No primeiro caso (PLA-
CDDP), concluiu-se que a utilizacdo de DMF como solvente para o farmaco teve repercusses
sobre a estrutura das microparticulas. A extracdo deste solvente para a fase aquosa, motivado
pela sua elevada afinidade com a agua, originou aparecimento de poros e de uma estrutura
interna oca nas microparticulas, visivel nas micrografas de SEM. Aparentemente, o arraste de
material, consequéncia da rapida extragdo do DMF para a fase aquosa, tera tido repercussdes
sobre o tamanho das microparticulas, uma vez que estas apresentam um tamanho superior,
quando comparadas com as de PLA-DEX, exibindo ainda poros a sua superficie.

Os resultados obtidos para a eficiéncia de encapsulamento revelam que este valor € cerca
de metade do correspondente a dexametasona, certamente consequéncia da elevada
solubilidade da cisplatina em agua, o que resulta numa maior perda de farmaco para a fase
aquosa. N&o obstante o facto da extracdo do DMF para a fase aquosa contribuir para uma maior
perda de farmaco, o que se repercute numa menor eficiéncia de encapsulamento. Estes
resultados sugerem que para o encapsulamento deste farmaco dever-se-ia ter utilizado um
solvente com menor afinidade para a agua.

Considerando a menor quantidade de farmaco encapsulado e a possibilidade de
interacdo entre 0 PLA e a cisplatina, € possivel justificar que apenas se tenha conseguido a
libertagdo de uma pequena quantidade de farmaco cerca de 6%. Concluiu-se que devido a
interacdo farmaco/polimero, a libertacdo do farmaco retido na matriz polimérica seria
dificultada. Em ultima instancia, a selecdo de um polimero com uma taxa de degradacéo

superior ou a aplicagdo de uma técnica de encapsulamento que permitisse uma EE mais elevada,
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parecem constituir uma boa alternativa para se conseguir melhorar o desempenho enquanto
SLC.

Tal como seria de esperar, a incorporacdo das microparticulas (PLA-CDDP) em
hidrogéis de quitosano introduz uma resisténcia adicional a libertacdo do farmaco.
Efetivamente, comparando a percentagem de libertacdo final nos varios sistemas, é possivel
concluir que ocorre uma diminuicdo deste parametro, aparentemente relacionada com o tipo
de reticulacdo e com a concentracdo de genipin utilizado nos hidrogéis co-reticulados. Estes
resultados permitem concluir que é possivel modelar a taxa de libertacdo do farmaco,
conjugando estas varidveis. No entanto, mais estudos S0 necessarios para retirar estas
conclusdo de forma inequivoca.

Outro aspeto interessante que se prende com a incorporacdo das microparticulas nos
hidrogéis esta relacionada com o facto de se ter verificado uma diminuicdo do initial burst
release, tendo-se verificado que se obtém perfis mais lentos, caracterizados por uma libertacéo

mais gradual de farmaco.
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6 PERSPETIVAS FUTURAS

Face aos resultados obtidos, facilmente se deduz que muitos problemas precisam de ser
ultrapassados.

Um dos primeiros a ser detetado prende-se com a necessidade de promover a total
solubilizac&o da dexametasona na fase organica, nomeadamente com recurso a um co-solvente,
de modo a evitar os problemas detetados.

No que diz respeito aos ensaios das microparticulas carregadas com cisplatina, a
substituicdo de DMF por um solvente alternativo parece ser outro topico para trabalho futuro,
dado que este solvente teve efeito sobre a estrutura das microparticulas e sobre a eficiéncia de
encapsulamento obtida. O facto deste solvente apresentar elevada afinidade com a agua
promoveu a sua extracdo para a fase aquosa, com consequente formacgéo de particulas com o
interior oco. Por outro lado, é possivel que o farmaco tenha sido removido da fase organica
juntamente com o solvente.

As baixas percentagens de incorporagao de farmaco, deverdo ser contornadas através de
métodos alternativos, nomeadamente usando um método de extracéo e evaporacao do solvente
(EES) com recurso a uma dupla emulsdo, como o intuito de diminuir a perda de farmaco para
a fase aquosa durante a preparacdo da emulsdo, aumentando assim a eficiéncia de
encapsulamento.

Por outro lado, a preparacdo de microparticulas a partir de polimeros com uma taxa de
degradacdo superior devera, em principio, permitir a libertacdo total do farmaco. Isto é
particularmente relevante no caso da cisplatina.

Por fim, verificou-se também que a incorporacdo em hidrogéis, de diferentes tipos
(reticulados fisicamente ou co-reticulados com varias concentracdes de genipin) permitirdo
obter diferentes perfis de libertacdo. Estes resultados, muito promissores, precisam ser melhor
explorados.

Devido a escassez de tempo, ndo foi possivel avaliar a reprodutibilidade dos ensaios,

aspeto que tera de ser avaliado no futuro.
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ANEXO | - Percentagens Volumétricas de Particulas de PCL, PHBV, PLA e

PLGA para Encapsulamento de Dexametasona

Tabela 1.1 - Percentagens volumétricas de particulas de PCL-DEX.

0,0679 0,00 0460 018 312 130 212 5,64 144 0,00 976 0,00

00100 0.00 !
00114 000 || oo 000 0523 027 355 133 241 578 163 000 1110 000
00129 000 || 00876 000 0594 037 403 133 274 581 186 000 1260 000
00147 000 || 00995 000 0675 047 458 132 311 573 m 000 1430 000
0,0167 0.00 0113 0,00 0.767 059 521 132 353 5,56 240 0,00 1630 0,00
00189 0.00 0128 000 0872 070 592 134 401 528 m 0,00 1850 0,00
00215 0.00 0.146 000 0991 081 672 143 456 485 310 000 2100 000
00244 0.00 0.166 000 113 050 764 163 518 a4 382 000 2390 000
00278 0,00 0,188 000 128 098 8568 197 589 342 400 0,00 2710 000
00315 0,00 0214 000 145 105 986 244 669 243 4s4 0,00 3080 0,00
00358 0,00 0243 000 165 11 112 303 760 142 516 0,00 3500
0,0407 0,00 0276 000 188 115 127 369 864 058 586 0,00
00463 0.00 0314 000 213 119 145 433 981 008 666 0,00
00526 0.00 0357 006 242 123 164 490 m 000 756 000

00597 000 J|__ 0405 on | 275 127 | 187 53 )| 1z 0,00 859 000 J | )

Tabela 1.2 - Percentagens volumétricas de particulas de PHBV-DEX.

00100 0.00 0,0679 0.00 0460 0,00

312 314
00114 0,00 00771 0,00 0523 0,00 355 344 241 148 163 0,00 1110 0,00
00129 0.00 0,0876 0.00 0594 0,00 403 384 74 101 186 0.00 1260 000
0,0147 0,00 0,095 0.00 0675 010 458 434 311 069 m 0,00 1430 000
00167 0,00 o3 0,00 0767 021 s 494 353 048 240 0,00 1630 0,00
00189 0.00 0128 0.00 0872 036 592 559 401 033 m 0,00 1850 0,00
00215 0,00 0146 0,00 0991 057 672 622 456 026 310 0,00 2100 0,00
0,0244 0,00 0166 0,00 113 083 764 671 518 021 52 0,00 2390 0,00
0,0278 0,00 0,188 0,00 128 114 868 698 589 015 400 0,00 2710 0.00
0,0315 0,00 0,214 0,00 145 146 9,86 694 66,9 0,09 454 0,00 3080 0,00
00358 0,00 0243 0,00 165 1,80 12 656 76,0 004 516 0,00 3500
0,0407 0.00 0276 0.00 138 an 127 587 864 003 586 0.00
0,0463 0,00 0314 000 213 240 145 495 981 003 666 0,00
00526 0,00 0357 0,00 242 265 164 394 111 003 756 0,00
0,0597 000 J| 0405 000 )| 275 289 )| 187 297 J| 1z 0,02 859 000 J|

212 213 144 001 976 0.00

Tabela 1.3 - Percentagens volumétricas de particulas de PLA-DEX.

ER ¥ 204 212 114

00100 000 || 00679 000 0460 0 144 0,00 976 000
00114 000 || oo 000 0523 031 355 187 241 0,00 163 0,00 110 000
00129 000 || 00876 0,00 0594 043 403 177 274 0,00 186 0.00 1260 0,00
00147 000 || 0095 0,00 0675 057 458 185 311 0,00 m 0,00 1430 000
00167 0,00 0113 0,00 0767 073 521 227 353 0,00 240 0,00 1630 0,00
00189 0,00 0.128 000 0872 091 592 314 401 0,00 m 000 1850 000
00215 0,00 0.146 000 0991 11 672 448 456 0,00 310 0,00 2100 000
00244 0,00 0,166 0,00 113 132 764 618 518 0,00 352 0.00 2390 000
00278 0,00 0.188 000 128 153 868 7,98 589 0,00 400 0,00 2mo 000
00315 0,00 0214 0,00 145 174 986 948 669 0,00 454 0,00 3080 000
00358 0,00 0243 0,00 165 193 12 1024 760 0,00 516 0,00 3500
00407 0,00 0276 0,00 188 209 127 994 864 0,00 586 0,00
00463 0,00 0314 0,00 213 220 15 847 981 0,00 666 0,00
00526 0,00 0357 007 242 23 164 6,08 m 0.00 756 000

| 00597 0,00 0,405 013 275 217 || 187 338 )| 0,00 | 859 0,00 )
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ANEXO | (CONTINUAGAO) - Percentagens Volumétricas de Particulas
de PCL, PHBV, PLA e PLGA

Tabela 1.4 -Percentagens volumétricas de particulas de PLGA-DEX.

0.0100 0,00 0.0679 0,00 0460 0.09 312 033 212 517 144 0.00 976 0,00

00114 000 || o071 0.00 0523 017 355 048 241 5,52 163 0,00 1110 000
00129 000 || 00876 0,00 0594 028 403 077 274 5,90 186 0,00 1260 000
00147 000 || 00995 0.00 0675 0.42 458 117 1 620 m 000 1430 000
00167 000 0113 0,00 0767 0,56 521 164 353 630 240 000 1630 000
00189 000 0128 000 0872 0n 592 214 401 604 m2 0,00 1850 000
00215 000 0146 0,00 0991 0,84 672 263 4s6 533 310 0,00 2100 000
00244 000 0.166 0,00 113 0.94 764 307 s18 419 382 0,00 23%0 000
00278 000 0188 0.00 128 0.98 868 346 589 278 400 000 710 000
00315 000 0214 0,00 145 0.96 986 380 669 140 454 000 3080 000
00358 000 0243 0.00 165 087 12 408 760 040 516 0,00 3500
00407 000 0276 0,00 188 073 127 430 864 0,00 586 000
00463 000 0314 0.00 213 056 145 449 981 000 666 0,00
00526 0,00 0357 0,00 242 0,40 164 468 m 0,00 756 0,00

| oose7 000 J|__ 0405 000 J|__ 27 031 )| 187 489 | 127 000 J|__ 859 000 J |
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ANEXO Il - Avaliacdo da Eficiéncia de Encapsulamento das Microparticulas

de PCL, PHBV, PLA e PLGA

Tabela I1.1 - Absorvancia das solucBes padrdo para a obtencéo da curva de calibracéo de dexametasona em

acetonitrilo/agua (7:3).

Concentragéo [ug/mL] Absorvancia
20 0,9897
16 0,8309
12 0,6407
8 0,4166
4 0,2574
25
'757 20 o
=5 y =19,455x
215 R? = 0,9886
2
4
£ 10
)]
£
S s K
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Absorvancia (242nm)

Figura I1.1 - Curva de calibragdo de dexametasona em acetonitrilo/agua (7:3).

Tabela 11.2 - Avaliacdo da massa de dexametasona presente nas microparticulas.

A Concentragéo Fator de Volume M,assa de M,assa de
Amostra Absorvancia [ug/mL] diluicao [mL] Farmaco Farmaco
[Mg] [mg]

1 0,6220 12,10 5 10 605,05 0,605
PCL 2 0,6001 11,67 5 10 583,75 0,584
3 0,5790 11,26 5 10 563,22 0,563
PHBY 1 0,4162 8,10 5 10 404,86 0,405
2 0,3674 7,15 5 10 357,39 0,357
3 0,4056 7,89 5 10 394,55 0,395
PLA 1 0,6162 11,99 5 10 599,41 0,599
2 0,6136 11,94 5 10 596,88 0,597
3 0,5961 11,60 5 10 579,86 0,580
PLGA 1 0,5515 10,73 5 10 536,47 0,536
2 0,5647 10,99 5 10 549,31 0,549
3 0,5105 9,93 5 10 496,59 0,497
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ANEXO Il (CONTINUACAO) - Avaliagio da Eficiéncia de Encapsulamento das
Microparticulas de PCL, PHBV, PLA e PLGA

Tabela 11.3 - Resultados obtidos para os valores da QTFE, QEFE e EE.

QTFE QEFE Média Desvio

Amostra (%) (%) (%) Padrio EE (%) Média (%) Desvio Padréo
1 5,50 60,45
5,33 5,34 0,07 58,59 59,54 0,76
PCL
3 5,42 59,57
1 4,03 44,31
3,38 3,72 0,27 37,16 30,66 2,93
PHBV 15 3,74 41,18
9,09
1 5,74 63,16
PLA |2 5,53 5,65 0,09 60,79 62,10 0,98
3 5,67 62,35
1 4,97 55,64
PLGA |2 4,97 4,88 0,12 54,68 53,70 1,36
3 4,71 51,78

QTFE — Quantidade Tedrica de Farmaco Encapsulado
QEFE - Quantidade Experimental de Farmaco Encapsulado

EE - Eficiéncia de Encapsulamento
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ANEXO |1l - Quantificagdo de Dexametasona Libertada a Partir das

Microparticulas de PCL, PHBV, PLA e PLGA.

Tabela I11.1 - Absorvancia das soluges padréo para a obtengdo da curva de calibracdo de dexametasona em

PBS (JASCO, modelo V/-550).

Concentracéo [pg/mL] Absorvancia
20 | 0,7021
16 | 0,5926
12 | 0,4545
8 | 0,3109
4 | 0,1674
25
= 20 [ J
£
) y =27,34x
=15 R?=0,9909
R
§
£ 10
Q
g
8 s
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8

Absorvancia (242nm)

Figura I11.1 - Curva de calibracdo de dexametasona em PBS (JASCO, modelo V-550).

Tabela I111.2 - Absorvancia das solugdes padrao para a obtengdo da curva de calibracdo de dexametasona em

PBS (JASCO, modelo V-530).

Concentracéo [pg/mL] Absorvancia
20 | 0,7284
16 | 0,6755
12 | 0,4393
8 | 0,3733
4 | 0,1563
25
= 20
£
%
= 15
R
o
5 10
[}
=
S s
0

0 0,2 0,4 0,6
Absorvancia (242nm)

0,8

Figura I111.2 - Curva de calibracdo de dexametasona em PBS (JASCO, modelo V-530).
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ANEXO |V - Percentagem Volumétrica de Particulas de PLA para

Encapsulamento de Cisplatina

Tabela IV.1 - Percentagens volumétricas de particulas de PLA-CDDP.

Size (um) % VolumeIn ff S Volume In Volume In

0,0100 0,00 0,0679 0,00 0,460 012 312 178 212 733

0,0114 0,00 0,0771 0,00 0523 0,22 355 180 241 6,42 163 0,00 1110 0,00
00129 0,00 0,0876 0,00 0,594 035 4,03 184 274 510 186 0,00 1260 0,00
0,0147 0,00 0,0995 0,00 0,675 0,50 4,58 189 311 359 211 0,00 1430 0,00
0,0167 0,00 0113 0,00 0,767 0,69 521 198 353 213 240 0,00 1630 0,00
0,0189 0,00 0128 0,00 0872 089 592 211 40,1 098 272 0,00 1850 0,00
0,0215 0,00 0,146 0,00 0,991 109 6,72 2,35 4586 027 310 0,00 2100 0,00
0,0244 0,00 0,166 0,00 113 129 7,64 273 51,8 0,00 352 0,00 2390 0,00
0,0278 0,00 0,188 0,00 128 147 8,68 331 589 0,00 400 0,00 2710 000
0,0315 0,00 0.214 0,00 145 161 9,86 4,09 66,9 0,00 454 0,00 3080 0,00
0,0358 0,00 0,243 0,00 1,65 17 11,2 504 76,0 0,00 516 0,00 3500

0,0407 0,00 0.276 0,00 188 176 12,7 6,04 864 0,00 586 0,00

0,0463 0,00 0,314 0,00 213 178 14,5 6,93 981 0,00 666 0,00

0,0526 0,00 0,357 0,00 242 178 164 754 111 0,00 756 0,00

0,0597 0,00 0,405 0,00 2,75 178 18,7 771 127 0,00 859 0,00
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ANEXO V - Avaliacdo da Eficiéncia de Encapsulamento das Microparticulas

de PLA para Encapsulamento de Cisplatina

Tabela V.2 - Avaliagdo da massa de cisplatina presente nas microparticulas de PLA.

Amostra c Cc Vol. da Vol. de Vol. do m Pt m CDDP
[na/L] [ma/L] amostra dilui¢do [mL] meio [mg] [mg]
[mL] [mL]
PLA ‘ 1+2 258 7,371 0,700 10 30 0,221 0,340
‘ 3 199 5,686 0,350 10 15 0,085 0,131

Tabela V.3 - Resultados obtidos para os valores da QTFE, QEFE e EE.

QTFE QEFE  Média : « EE e o . «
Amostra (%) (%) (%) Desvio Padrdo (%) Média (%)  Desvio Padréo
142 1,33 27,86
PLA 4,76 1,29 0,04 27,12 0,74
3 1,26 26,39
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