wEQ 19 a 22 de outubro de 2014

Congresso Brasileiro de Floriand pol Is/SC
Engenharia Quimica

PRODUGAO E CARACTERIZAGAO DE MICROPARTICULAS DE
POLI(ACIDO LATICO-CO-ACIDO GLICOLICO) (PLGA) E
CLORIDRATO DE METFORMINA

G. R. MEDEIROS?, T. C. dos SANTOS?, M. A. BATTISTI?, A. M. CAMPOS?, S. R. S.
FERREIRA!, B. A. M. CARCIOFI*

! Universidade Federal de Santa Catarina, Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de
Alimentos
2 Universidade Federal de Santa Catarina, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas
E-mail para contato: glauciarmd@gmail.com

RESUMO - O uso do cloridrato de metformina (CM) como um agente terapéutico para o
tratamento do diabetes tipo 2 é frequentemente associado com a incidéncia de efeitos
colaterais gastrointestinais. Para reduzir estes efeitos, uma alternativa seria a liberacéo
sustentada deste farmaco, que pode ser alcancada através da aplicacdo do CM em um
sistema de liberacdo controlada constituido por polimeros biodegradaveis. Microparticulas
de poli(4cido latico-co-acido glicélico) (PLGA) foram preparadas pela técnica da dupla
emulsdo com extracdo/evaporacdo do solvente usando o CM como composto ativo
modelo de natureza hidrofilica. O diametro médio das microparticulas foi 243,50 pum. As
microparticulas foram altamente porosas e apresentaram baixos valores para a eficiéncia
de encapsulamento (1,4 £ 0,1%) e percentual real de encapsulamento (0,33 = 0,02%). As
microparticulas apresentaram formato esférico, estrutura matricial porosa, diametro médio
de 243,50 um e distribuigdo de tamanho uniforme. Os resultados indicam a dificuldade
relacionada a formacdo de microparticulas de PLGA e compostos hidrofilicos de baixa
massa molecular pela técnica da dupla emuls&o.

1. INTRODUCAO

Os poliésteres estdo entre a classe de polimeros biodegradaveis mais usada e estudada, dentre
eles destacam-se o poli(acido latico) (PLA), o poli(acido glicolico) (PGA) e seus copolimeros, como
0 poli(acido latico-co-acido glicdlico) (PLGA). As razbes para o amplo uso do PLGA estdo
relacionadas a sua biodegradabilidade, biocompatibilidade e sua aprovacdo para uso clinico em
humanos por autoridades de regulamentacdo (Siepmann e Siepmann, 2006; Fredenberg et al., 2011).
O PLGA é degradado in vivo em seus mondmeros, o acido latico e o &cido glicolico, os quais sao
subprodutos biocompativeis e toxicologicamente seguros, sendo posteriormente eliminados do corpo
humano por vias metabolicas normais (Jain, 2000). Outras razGes para 0 uso do PLGA estdo
relacionadas a sua disponibilidade comercial e boa solubilidade em diversos solventes organicos
(Lewis, 1990; Wischke e Schwendeman, 2008).

A técnica da extracdo/evaporacao do solvente € comumente usada para incorporar ou encapsular
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compostos ativos em microparticulas de PLGA (Geze et al., 1999), por ser um processo simples que
ndo requer o uso de equipamentos complexos, além de ser rapida, dependendo apenas da taxa na qual
0 solvente é removido (Cohen et al., 1995). Dependendo da natureza do composto ativo a ser
encapsulado, a técnica da dupla emulséo agua-6leo-agua (a/o/a) com extracdo/evaporacao do solvente
€¢ mais adequada, por ser indicada para o encapsulamento de compostos hidrossollveis ou
hidrofilicos, enquanto que a técnica da emulsdo simples (o/a) é recomendada para compostos de
natureza hidrofébica (Jain, 2000).

O diabetes € uma das maiores causas de mortes no mundo e esta frequentemente associada com
0 estilo de vida sedentario e a obesidade (Jain e Gupta, 2009). O cloridrato de metformina (CM) é um
agente oral hipoglicémico usado no tratamento do diabetes mellitus ndo dependente de insulina
(diabetes tipo 2) (Cheng et al., 2004). Embora o CM seja um farmaco importante para as politicas de
salde publica, particularmente no Brasil (Block et al., 2008), a sua terapia estad frequentemente
associada com efeitos colaterais gastrointestinais, tais como desconforto gastrico, ndusea e diarreia
(Balan et al., 2001). Desta forma, uma alternativa vidvel para reduzir estes efeitos colaterais é a
incorporacdo do CM em microparticulas de PLGA, permitindo uma taxa de liberagcdo sustentada e
constante do composto ativo, principalmente em formulagdes projetadas para a liberacéo pela via oral,
uma vez que a absorcdo do CM ocorre na parte inicial do intestino (Colo et al., 2002).

Desta maneira, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade da incorpora¢do do CM, como
composto ativo modelo de natureza hidrofilica, em microparticulas de PLGA utilizando a técnica da
dupla emulsédo com extracdo/evaporacdo do solvente. Além disso, 0 estudo envolveu a caracterizagcdo
morfoldgica das microparticulas formadas.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Os seguintes materiais foram usados conforme recebidos. PLGA com razdo molar de lactideo e
glicolideo de 50:50 (Resomer® RG 503H) foi fornecido pela Evonik Degussa Brasil Ltda (Sdo Paulo,
Brasil). CM foi obtido da empresa Aarti Drugs Ltd (Mumbai, india). Alcool polivinilico (PVA)
(Mowiol® 40-88) foi adquirido da Sigma-Aldrich Brasil Ltda (S30 Paulo, Brasil). Diclorometano
(pureza 99,5%) foi fornecido pela Cromoline Quimica Fina Ltda (S&o Paulo, Brasil).

2.2. Preparo das microparticulas

As microparticulas de PLGA e CM foram preparadas usando a técnica da dupla emulsdo
(ai/o/a;) com extracdo/evaporacdo do solvente, como descrito por (Lamprecht et al., 2004).
Brevemente, 150 mg de CM foram dissolvidas em 500 uL de agua destilada (fase aquosa interna, a;)
e 500 mg de PLGA foram dissolvidos em 5 mL de diclorometano (fase oleosa, 0). Apos a adicdo da a;
na fase oleosa, a emulsificacdo foi realizada usando um Ultra-Turrax® (modelo T25-basic, IKA-
Werke GmbH and Co., Staufen, Alemanha) por 2 minutos a 17500 rpm. Esta primeira emulsao (a;/0)
foi dispersa em 75 mL de uma solucdo aquosa de PVA 0,5% (m/m) (fase aquosa externa, ay) e a
emulsificacdo foi realizada durante 5 minutos a 900 rpm com agitagdo magnética com o objetivo de
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formar a dupla emulséo (ai/0/a;). Esta emulsdo resultante foi mantida sob agitacdo constante em um
agitador magnético com banho termostatico (modelo DI-06, Dist Ltda, Floriandpolis, Brasil) por
aproximadamente uma hora a 800 rpm e 40 °C ap06s a adicdo de 100 mL de solucdo aquosa de PVA
0,1% (m/m), com o objetivo de permitir a completa extracdo/evaporagédo do solvente e a solidificagdo
das microparticulas. As microparticulas solidas foram coletadas por centrifugacao (centrifuga modelo
4K15, Sigma GmbH, Osterode, Alemanha) por 5 minutos a 4500 rpm e lavadas trés vezes com agua
destilada para remover o PVA residual e 0 CM ndo incorporado. Posteriormente, as microparticulas
foram liofilizadas (liofilizador modelo LD 1500, Terroni, S&o Carlos, Brasil) por 24 horas e
armazenadas em dessecador a temperatura ambiente até a realizacdo das analises. O rendimento do
processo foi calculado com base na massa de microparticulas liofilizadas em relagdo a soma inicial
das massas de PLGA e CM usadas no processo.

2.3. Determinacéao do percentual real de encapsulamento

A quantidade CM incorporada nas microparticulas de PLGA foi determinada através da
dissolucdo de 20 mg de microparticulas em 1 mL de diclorometano. Ap6s a completa dissolu¢do do
polimero em banho ultrassdénico (modelo USC 700, Unique Ltda, Indaiatuba, Brasil), 5 mL de &gua
destilada foram adicionados e a solucéo resultante foi agitada em vortex para induzir a precipitacdo do
PLGA. A solucdo foi centrifugada por 5 minutos a 2500 rpm e a concentracdo de CM na fase aquosa
foi determinada usando espectrofotdmetro de UV-visivel (modelo UV-1800, Shimadzu, Kyoto,
Japdo) no comprimento de onda de 232 nm. A curva de calibracdo do CM foi linear na faixa de
concentracdo de 2,5 a 10 ug/mL com um coeficiente de determinacéo (R?) igual a 0,999. Todos 0s
experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressam a média de trés experimentos
independentes. A eficiéncia de encapsulamento (EE) (Equacdo 1) e o percentual real de
encapsulamento (PRE) (Equacdo 2) foram calculados como descrito por Priamo et al. (2010):

massa de composto ative nas microparticulas
EE (%) = . — ¥ 100 1)
massa de composto ative usado na formulacio

PRE (3) = massa de composto ative nas microparticulas 100 (2)
e massa de microparticulas

2.4. Tamanho e distribuicdo de tamanho da microparticula

O tamanho e a distribuicdo do tamanho das microparticulas de PLGA e CM foram obtidas por
difracdo a laser usando um Mastersizer 2000 (Malvern Instruments Ltd, Malvern, Reino Unido). Para
a andlise, as microparticulas foram dispersas em agua destilada e os resultados foram expressos como
0 didmetro médio baseado no volume (ds3). Além disso, a distribuicdo do tamanho (DT) das
microparticulas foi expressa pelos diametros de volume equivalente a 10% (do 1), 50% (dos) € 90%
(do,9) do volume cumulativo (Mirhosseini e Amid, 2012), de acordo com a Equagéo 3:
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2.5. Morfologia das microparticulas

A morfologia e as caracteristicas internas e externas das microparticulas foram analisadas em
microscopio eletrénico de varredura (MEV) (modelo JSM-6390LV, Jeol, Tokyo, Japdo) com uma
voltagem de aceleracdo de 10 kV. Com o objetivo de visualizar a superficie externa, as
microparticulas foram colocadas em um porta-amostras usando uma fita adesiva de carbono e,
posteriormente, recobertas com uma fina camada de ouro sob vacuo. As sec¢Oes transversais das
microparticulas também foram obtidas com o objetivo de visualizar a estrutura interna.
Primeiramente, as microparticulas foram incluidas em um meio para congelamento (Jung Tissue
Freezing Medium, Leica Instruments GmbH, Nussloch, Alemanha) e congeladas por 2 horas a -20 °C.
Um criostato equipado com um microtomo (modelo CM1850 UV, Leica Instruments GmbH,
Nussloch, Alemanha) foi usado para cortar finas se¢fes do bloco congelado contendo as
microparticulas -20 °C (Wong et al., 2001). As secfes transversais obtidas foram colocadas na fita
adesiva do porta-amostras metalico, secas e recobertas com ouro para a realizacdo da analise.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A escolha de uma técnica de formulacdo de particulas adequada depende, basicamente, das
propriedades fisicas do composto ativo a ser encapsulado (Cohen-Sela et al., 2009). As principais
vantagens da técnica da dupla emulsdo sdo a simplicidade e uma estreita distribuicdo de tamanho das
microparticulas resultantes. No entanto, uma desvantagem é a possibilidade de baixos valores de EE,
uma vez que compostos hidrofilicos possuem uma tendéncia natural para difundirem das goticulas da
emulsdo primaria para a fase aquosa externa durante a etapa de remocdo do solvente (Takeuchi et al.,
2001). As microparticulas de PLGA e CM foram obtidas aplicando a técnica da dupla emulsdo com
extracao/evaporacdo do solvente. Os resultados para o rendimento, a eficiéncia de encapsulamento e o
percentual real de encapsulamento das microparticulas preparadas sem otimizacdo dos parametros de
formulacéo estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Eficiéncia de encapsulamento, percentual real de encapsulamento, rendimento do
processo, tamanho da particula e distribuicdo de tamanho das microparticulas de PLGA e CM.

EE (%) PRE (%) Rendimento (%) ds3 (um) DT

1,4+0,1 0,33 +0,02 71+2 243,50 1,02

Baixos valores de EE e PRE podem ser atribuidos as perdas de composto ativo que ocorreram
durante as etapas da formacao da dupla emulsificagdo e da evaporagdo/extracdo do solvente. Este tipo
de perda é potencializada devido a alta solubilidade aquosa do composto ativo, podendo ser causada
pela difusdo do CM da primeira emulséo (a;/0) para a fase agquosa externa (a;) enquanto a fase
polimérica encontra-se em um estado semissolido.
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Considerando que a rota de administracdo determina o tamanho das microparticulas e levando
em conta a viabilidade do uso das microparticulas de PLGA e CM para o tratamento do diabetes tipo
2, 0 didmetro obtido (d4 3, Tabela 1), associado com uma estreita distribuicdo de tamanho, designado
pelo valor de DT (Tabela 1) préximo a um, indicam a adequagdo das microparticulas para a
administracao pela via oral.

As microparticulas de PLGA e CM apresentaram formato esférico com superficie e estrutura
interna altamente porosa, como mostrado na Figura 1. Ainda, a auséncia de nucleos ocos nas sec¢des
transversais das microparticulas pode estar relacionada a presenca do agente emulsificante PVA, que
evitou a coalescéncia das goticulas da emulsdo. Além disso, a auséncia de cristais de CM depositados
na superficie da microparticula indica uma distribuicdo homogénea do composto ativo.

2)

X400 50um LCME-UFSC 10kV X800 20pm LCME-UFSC

10KV . X2,000 LCME-UFSC 10kV . X2,000 10um LCME-UFSC

-

N
10kV ~ X4,000 . Spm LCME-UFSC 10kV.  X4,000 Spm LCME-UFSC

Figura 1 — Imagens obtidas por MEV da morfologia externa (a) e interna (b) de microparticulas
de PLGA e CM em diferentes escalas de ampliacéo.

A alta porosidade das microparticulas produzidas pela técnica da dupla emulsdo pode ser
controlada pelo volume e a estabilidade da fase aquosa interna (Crotts e Park, 1995). Por exemplo, a
presenca de um composto hidrofilico na emulsdo primaria gera um gradiente de concentracdo e um
influxo de agua da fase aquosa externa (az), produzindo canais que conectam as regides internas da
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particula com a sua superficie (Allison, 2008). Como resultado, o volume da fase aquosa interna
aumenta. Este volume maior aumenta a resisténcia a quebra mecénica das goticulas da emulsdo
durante a etapa de agitacdo (Crotts e Park, 1995). Como as microparticulas sdo liofilizadas para
remover a agua e promover a forma de p6, este maior volume da fase aquosa interna resultara em
poros maiores, como consequéncia da reducgédo do conteudo de agua (Yang et al., 2000).

Neste estudo, o valor de EE foi baixo ndo apenas pela caracteristica hidrofilica do CM, cuja
solubilidade aquosa é maior do que 300 mg/mL a 25 °C (Barot et al., 2010), mas também pela baixa
massa molecular do composto ativo, igual a 165,62 g/mol (Brasil, 2010). A literatura relata que
compostos ativos hidrofilicos de baixa massa molecular, tais como o CM, sdo facilmente
transportados através dos poros da microparticula preenchidos por 4gua, ocasionando baixos valores
de EE (Tewes et al., 2007; Fredenberg et al., 2011). Considerando que as microparticulas de PLGA e
CM foram extremamente porosas, a alta solubilidade aquosa aliada a baixa massa molecular do CM
podem ser explicacdes plausiveis para a baixa EE obtida. Segundo Perez et al. (2001), uma
consequéncia da baixa EE ¢ o baixo valor de PRE, como também observado neste estudo. Contudo, o
baixo valor de PRE pode indicar que o composto ativo estd molecularmente disperso em toda a
microparticula polimérica (Klose et al., 2011), sem a formacéao de agregados ou deposicdo de cristais
de composto ativo na superficie da particula. Adicionalmente, um estudo envolvendo o
encapsulamento do CM em microparticulas de poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV)
utilizando a técnica da dupla emulsdo também resultou em baixos valores de EE (Farago et al., 2008),
demonstrando a dificuldade relacionada a incorporagdo de compostos ativos hidrofilicos de baixa
massa molecular em microparticulas poliméricas usando esta técnica.

4. CONCLUSOES

As microparticulas de PLGA e CM preparadas pela técnica da dupla emulsdo com
extracdo/evaporacdo do solvente apresentam tamanho na faixa micrométrica, além do formato
esférico e estruturas interna e externa porosas. Devido as caracteristicas de alta solubilidade aquosa e
baixa massa molecular do CM, a possivel difusdo do composto ativo das goticulas de emulsdo
primaria para a fase aquosa externa durante a etapa de solidificacdo da microparticula, associado a
alta porosidade das particulas formadas, promovem baixos valores para a eficiéncia de
encapsulamento e para o percentual real de encapsulamento. Este estudo aborda o potencial de
incorporacdo do CM em microparticulas de PLGA para o tratamento do diabetes tipo 2. Contudo, é
importante conduzir mais estudos com o objetivo de otimizar a formulag&o.
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