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RESUMO

O diclofenaco de sddio (DFS) é um antiinflamatério ndo-esteroidal (AINE), empregado para aliviar a
dor e o desconforto generalizado das condigdes inflamatérias como artrite reumatoéide, a osteoartrite e
a espondilite alquilosante. Este farmaco é rapidamente e quase completamente absorvido no trato
gastrintestinal, apresentando um tempo de meia-vida biolégica relativamente curto (t 1/2= 2 horas). A
necessidade de administracdo de varias doses diarias do DFS leva a flutuagbes na concentragao
plasmatica, causando reacdes adversas como dor de cabega, tontura, efeitos sobre o sistema
nervoso central, disfuncéo renal, reagbes hepaticas graves e erupgéo cutanea, entre outros (McEvoy,
1990). Devido as suas caracteristicas biofarmacéuticas, este farmaco apresenta potencial para
utiizacdo em formas farmacéuticas de liberagdo prolongada e, portanto, foi testado para
encapsulagdo nas microesferas. Recentemente, a associacdo de polimeros em sistemas matriciais
tem-se mostrado como uma importante estratégia farmacotécnica na busca da modulacao do perfil de
liberacdo de farmacos, pois conduz a alteragdes na permeabilidade e conduta de degradacdo do
sistema, fornecendo assim um meio para controlar a velocidade com que o farmaco é liberado a partir
da matriz. Desta maneira, o potencial de utilizagdo de blendas de acetobutirato de celulose e Pluronic
F68 na modulagao do perfil de liberagao do diclofenaco de sddio foi avaliado. As microesferas foram
preparadas pela técnica de emulsificacdo e evaporagdo de um solvente volatil, empregando-se a
acetona e a vaselina liquida como fases interna e externa da emulsdo, respectivamente. Um
delineamento fatorial do tipo 2x2 foi utilizado para avaliar a influéncia dos fatores de formulacgéo,
relacdo farmaco/polimero (1:8 e 1:4) e adigdo de Pluronic F68 na fase interna da emulséo (presenga
e auséncia), sobre o teor de farmaco e a velocidade de liberagdo do farmaco a partir das
microesferas. A concentragao total de polimero na fase interna da emulséo foi mantida em 5% (p/V),
e nas formulagdes em que o Pluronic F68 foi adicionado, a relagdo ABC/Pluronic F68 preliminarmente
selecionada foi 3:1. Particulas esféricas foram obtidas conforme demonstrado nas micrografias
obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV). A presenca de cristais, possivelmente de
DFS, foi observada na superficie das microesferas, quando a relagdo farmaco:polimero de 1:4 foi
empregada sem a adigdo de Pluronic F68 na formulagdo. Entretanto, naquelas microesferas
preparadas com adigdo de Pluronic F68, a superficie das particulas mostrou-se mais rugosa e porosa
nado tendo sido observado a presenga de cristais de farmaco. Na visualizagdo das micrografias das
microparticulas seccionadas transversalmente néo foi observada a presenga de cristais de DFS no
interior mesmas. Na micrografia do corte transversal do filme preparado com uma mistura de ABC e
Pluronic F68 na proporcdo de 3:1 foi observada uma estrutura de bicamada que parece estar
reproduzida nas particulas, sugerindo a formagdo de uma estrutura mista de microcapsula e
microesfera. O didmetro médio das particulas, obtido apés medi¢cdo do didmetro de Ferret das
microesferas visualizadas nas micrografias obtidas por MEV, variou entre 467,7 e 1016,5 um. A
eficiéncia de encapsulagdo e o teor de DFS nas microesferas,obtidos apods analise por
espectroscopia de absorgdo no UV a 284nm, variaram entre 40-70% e 4,5-13,0 mg/100mg,
respectivamente. A analise de varianga demonstrou que ambos parametros avaliados exerceram
influéncia significativa no teor de farmaco encapsulado. A composigdo das microesferas foi avaliada
por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e calorimetria exploratéria
diferencial (DSC). Pela analise por FTIR n&o foi possivel a determinagdo da quantidade de Pluronic
F68 nas particulas, mas a analise por DSC indicou a presencga deste polimero nas mesmas. O estudo
de dissolugao, realizado conforme descrito na USP XXIll, demonstrou uma velocidade de liberagao
significativamente maior do diclofenaco de sédio a partir das microesferas preparadas com adi¢do de
Pluronic F68. O fator relagao farmaco:polimero também influenciou significativamente a liberagdo do
farmaco. A liberagdo do farmaco ocorreu por um fendmeno de difusdo, independente da presencga ou
auséncia de Pluronic F68. O aumento na velocidade de liberagao do diclofenaco de sodio pareceu
estar relacionado a eluigado do Pluronic F68 durante ensaio de dissolugdo e a estrutura matricial em
bicamada das microesferas. Entretanto, a influéncia do aumento do conteido de agua nas
microesferas proporcionada pela presenca do Pluronic F68, sobre a velocidade de liberagéo nao foi
descartada. O perfil farmacocinético das microesferas preparadas com adigédo de Pluronic F68 e
relacdo farmaco polimero 1:4 foi comparado com o perfil do Voltaren SR75 (referéncia), utilizando
caes da raga Beagle como modelo experimental. A formulagdo na forma de microesferas apresentou
biodisponibilidade de cerca de 65% da formulagéo referéncia.

Palavras-Chave: diclofenaco de sdédio, microesferas, blendas poliméricas, liberagdo prolongada,
biodisponibilidade.



ABSTRACT

Diclofenac sodium (DFS) is a non steroidal anti-inflammatory drug (NSAID), employed to relieve the
pain and the generalized discomfort caused by inflammatory conditions like rheumatoid arthritis and
ankylosing spondylitis. This drug is fast and almost completely absorbed in the gastrintestinal tract,
presenting a short biological half-life (t 1/2= 2 hours).The necessity of several daily dose
administrations of DFS leads to flutuations in the drug plasma concentration, causing adverse effects
like headache, dizziness, central nervous system effects, renal dysfunction, liver reactions and rash,
among others (McEvoy, 1990). Due to its biopharmaceutical properties, this drug can be considered a
good candidate to be used in prolonged release dosage forms. Therefore, the encapsulation of this
drug in microspheres was performed. Recently, the association of polymers in matricial systems have
been demonstrated to be a interesting strategy to modulate the drug release profile. The introduction
of a second polymer in the matrix leads to changes in the permeability and degradation pattern of the
system, providing a way to control the rate of the drug release. For this reason, the potential use of
cellulose acetate butyrate (CAB) and Pluronic F68 blends in the modulation of the diclofenac sodium
release from microspheres was evaluated. The microspheres were prepared by the
emulsification/evaporation method, using acetone and mineral oil as internal and external phases,
respectively. A 2x2 factorial design was used to evaluate the influence of the independent variables on
the microspheres drug content and the release rate. The independent variables selected were the
drug to polymer ratio (1:8 e 1:4) and the addiction of Pluronic F68 in the internal phase of emulsion
(presence or absence). The whole polymer concentration in the internal phase of emulsion was 5%
(w/v) for all formulations. When Pluronic F68 was added, the CAB to Pluronic F68 ratio was previously
selected to be 3:1. The micrographs obtained from scanning electron microscopy demonstrated the
presence of spherical particles. The presence of crystals, probably of DFS, was observed in the
surface of microspheres, when the relation drug to polymer ratio as 1:4 and the microspheres were
prepared in the absence of Pluronic F68. However, when the microspheres were prepared using CAB
and Pluronic F68 blends, the surface of particles were rougher and more porous. In this case, the
presence of crystals of drug were not observed. The examination of transversal sectioned
micrographs demonstrated the absence DFS crystal inside of the particles. Furthermore, similar to the
film prepared with the mixture of CAB e Pluronic F68 (3:1), the presence of two polymer layers was
observed in the sectioned particles, suggesting the formation of a mixed structure of microcapsules
and microspheres. The mean diameter were obtained by measuring the Ferret’s diameter of the
particles visualised by MEV and varied from 467,7 to 1016,5 um. The encapsulation efficiency and
DFS content in the microspheres were estimated after determination of the drug by ultra-violet
absorption spectrometry at 284 nm and was found to varied from 40 to 70% and from 4,5 to 13,0
mg/100mg, respectively. The analysis of variance demonstrated that both independent variables
affected significantly the DFS content in the microspheres. The composition of particles was evaluated
by Fourier transform infrared (FTIR) spectrometer and differential scanning calorimetry (DSC). It was
not possible to determine the amount of Pluronic F68 in the particles by FTIR. On the other hand, the
thermograms obtained by DSC indicated the presence of this polymer in the matrix. The results
obtained from dissolution assays demonstrated the faster release of diclofenac sodium from the
microspheres prepared in the presence of Pluronic F68. The drug to polymer ratio also affected
significantly the rate of drug release. The faster drug release was related to the Pluronic F68 elution
during the dissolution assay and also to the internal structure of the particles that allowed a better
diffusion of the DFS. However, the increasing of the water content in the microspheres provided by the
presence of Pluronic F68 probably also affected the drug release. The pharmacokinetic profile of the
microspheres prepared with the presence of Pluronic F68 and a 1:4 drug to polymer ratio was
compared with that obtained from Voltaren SR75 using beagle dogs as in vivo model. The
microspheres showed a bioavailability corresponding to 65% to the reference formulation.

Kay words: diclofenac sodium, microspheres, blends, prolonged release, bioavailability.
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1. INTRODUGAO E OBJETIVOS

1.1 INTRODUGAO

O tratamento medicamentoso das diferentes patologias envolve a
periddica administracdo do agente terapéutico em uma forma de apresentagao
obtida por meio de técnicas apropriadas e com o emprego de substancias auxiliares
ou adjuvantes, de maneira a garantir a estabilidade, biodisponibilidade e eficacia
terapéutica do produto final. A resposta biolégica, apdés a administragdo do
medicamento, € consequéncia de uma interagdao entre o farmaco e os receptores
celulares ou sistemas enzimaticos. A magnitude com que ocorre esta resposta esta
relacionada com a concentracdo do farmaco que alcangca o sitio de acédo que
depende, por sua vez, da extensdo com que ocorre a sua absorgao, distribuicdo e
eliminacdo no organismo (ANSEL et al, 1995). Para uma ampla variedade de
substancias ativas, a formulacdo em formas farmacéuticas convencionais tem levado
a obtencdo do efeito terapéutico desejado. Entretanto, muitos outros farmacos
apresentam particularidades que comprometem a eficacia do tratamento tais como
toxicidade elevada, estreita faixa terapéutica, rapida metabolizagcdo ou ainda sao
empregados em esquemas terapéuticos de longa duragdo. Em todos estes casos, a
elaboracao de especialidades farmacéuticas que permitam a liberagao continua de
substancias ativas torna-se desejavel. A utilizagdo de formas farmacéuticas de agéo
prolongada apresenta a vantagem de redugdo do numero de doses diarias do
medicamento, levando a reducdo das flutuagdes das concentragdes séricas dos
farmacos e a manutengao da concentragao plasmatica em niveis terapéuticos, além
de favorecer a adeséo do paciente ao tratamento.

Neste contexto, o desenvolvimento de microesferas a partir de polimeros
naturais ou sintéticos tem sido considerado uma boa estratégia para obter formas
farmacéuticas de acgao prolongada. Estas particulas apresentam um diametro médio
variando entre 1 um a algumas centenas de micrometros, apresentando uma
estrutura compacta constituida por uma rede polimérica na qual a substancia ativa
encontra-se distribuida no seu estado soélido ou molecular. O mecanismo de

liberacdo do farmaco encapsulado no interior da particula envolve processos de
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natureza difusional e/ou a degradacédo enzimatica da rede polimérica previamente
formada (LINHARD, 1988, BATYCKY et al., 1997). A versatilidade das técnicas
implicadas no uso desta tecnologia permite uma ampla adequabilidade no que se
refere as classes de medicamentos, uma vez que fatores passiveis de otimizagao,
tais como as caracteristicas fisico-quimicas do polimero e do farmaco empregados e
os parametros relacionados com a técnica de preparacdo, determinam as
propriedades do produto final.

Varios polimeros tém sido empregados na preparagao de microesferas.
Pode-se citar entre eles os homopolimeros do acido latico e do acido glicolico, a (-
caprolactona, os co-polimeros do acido metacrilico e dos ésteres acrilatos, além de
diferentes polissacarideos, tais como a celulose e seus derivados, os alginatos e as
quitosanas (LINHARD, 1988, HOLLINGER e RANADE, 1996, LACASSE et al., 1997,
FELT, O. et al., 1998). A celulose € um polimero de origem vegetal constituido por
unidades (glicosidicas amplamente empregado na fabricagdo de formas
farmacéuticas solidas destinadas a administragcao por via oral, tais como as capsulas
e os comprimidos (WADE e WELLER, 1994). A presenca de grupamentos hidroxilas
primarios e secundarios das unidades de glicose da molécula tem possibilitado o
desenvolvimento de uma grande variedade de derivados por meio de reagbes que
conduzem a formacdo de éteres e ésteres destes polimeros. Os derivados obtidos
apresentam propriedades fisico-quimicas adaptaveis a aplicagbes farmacéuticas
diversas, entre elas a utilizagcdo na obtencdo de formas farmacéuticas de acéao
prolongada (KUMAR e BANKER, 1993). Para a preparagdo de microesferas, a
etilcelulose, a hidroxipropilcelulose e os ésteres acetato, acetato-propionato, acetato-
ftalato de celulose tém sido empregados com sucesso no prolongamento da
liberacdo de farmacos devido a sua excelente capacidade de formar filmes
hidrofébicos aplicaveis a microencapsulacdo. Entretanto, a utilizacdo destes
polimeros tem conduzido a obtengcdo de perfis de liberacdo muito lentos, pois
dificultam a entrada de agua na matriz, dificultando a dissolugéo e posterior difuséo
do farmaco.

Recentemente, a associacdo de polimeros em sistemas matriciais tem-se
mostrado como uma importante estratégia farmacotécnica na busca da modulagao
do perfil de liberacao de farmacos. A utilizacdo de blendas poliméricas em sistemas

matriciais tem demonstrado ser efetiva para alterar as propriedades fisicas e
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mecéanicas de cada polimero individualmente, levando a alteracbes na
permeabilidade e conduta de degradacédo do sistema, fornecendo assim um meio
para controlar a velocidade com que o farmaco € liberado a partir da matriz. Para tal,
0s poloxameros, copolimeros nao idnicos constituidos de unidades de polioxietileno
e polioxipropileno, fornecem varias possibilidades na modulagdo da velocidade de
liberacdo de farmacos, uma vez que sao disponiveis em uma ampla faixa de pesos
moleculares e diferentes graus de hidrofilia. Assim, esta classe de polimeros foi
estudada, quanto ao seu potencial em alterar a velocidade de liberagdo de farmaco
a partir de matrizes de acetobutirato de celulose (ABC).

Farmacos de uso continuo, destinados a terapia de doencgas crénico
degenerativas sao fortes candidatos a obtencdo de formas farmacéuticas de acéao
prolongada, onde a administragcdo por via oral, mais segura e mais comoda, é
empregada. Os antiinflamatorios n&o-esteroidais (AINEs), uma classe de
substancias utilizadas para aliviar a dor e o desconforto generalizado das condigdes
inflamatdrias como a artrite reumatoide, a osteoartrite e espondilite alquilosante, sao
farmacos que se enquadram perfeitamente nesta categoria (REYNOLDS, 1989).
Entretanto, na escolha do farmaco, as suas caracteristicas farmacocinéticas devem
ser levadas em consideragdo. Substancias ativas que apresentam um tempo de
meia-vida plasmatica muito curto ou muito longo, um extenso metabolismo de
primeira passagem ou uma absorgao pobre pelo trato gastrintestinal sdo geralmente
considerados como inaceitaveis para desenvolvimento de formulagcbes de liberagéo
prolongada (HOLLINGER e RANADE, 1996).

O diclofenaco de sodio € um antiinflamatério ndo esteroidal utilizado no
tratamento da artrite reumatdide crénica e aguda. Uma vez que sua meia-vida
biolégica ocorre 1-2 horas ap6s administragdo oral, a manutengcdo da concentracao
deste farmaco dentro da faixa terapéutica em todo o periodo de 24 horas requer a
administracdo de doses multiplas do medicamento. Além disso, efeitos colaterais
indesejaveis estao relacionados provavelmente as flutuagdes séricas deste farmaco.
Neste sentido, a adesdo do paciente ao tratamento dependeria ndo somente da
simplificagdo do regime de administragdo, mas também da aceitacdo da prépria
medicacdo em termos de tolerabilidade. Diante disso, o desenvolvimento de
preparacgdes de liberacdo prolongada € desejavel, uma vez que o farmaco seria

liberado gradualmente a partir da forma farmacéutica, diminuindo ndo somente o
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numero de doses diarias, mas igualmente as flutuagdes plasmaticas causadas pela
liberagdo imediata de grande quantidade do farmaco.

Este farmaco apresenta os requisitos desejados para a elaboragao de
formas farmacéuticas de liberagao prolongada, e foi empregado neste trabalho para

a encapsulacao em microesferas.
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1.2. OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Desenvolver microesferas contendo diclofenaco de sodio a partir de

blendas de acetobutirato de celulose e Pluronic F68, com o propdsito de modular a

velocidade de liberagdo do diclofenaco de sddio e, portanto, as suas propriedades

biofarmacéuticas.

1.2.2 Objetivos Especificos

a)

Preparar e caracterizar microesferas contendo diclofenaco de sédio de
liberagdo prolongada, empregando-se o acetobutirato de celulose
isoladamente e blendas deste polimero com o Pluronic F68, para a
obtencao da matriz.

Avaliar a influéncia dos parametros de formulagdo, relacéo
farmaco/polimero e a presenca de Pluronic F68, sobre as propriedades
quimicas e fisico-quimicas das particulas;

Avaliar o potencial de utilizagdo de Pluronic F68 para modular a
velocidade de liberagao do diclofenaco de sddio a partir das microesferas.
Comparar os resultados obtidos na avaliagdo das microesferas
preparadas em diferentes condicdes no que se refere a modulagcdo da
liberagao in vitro do diclofenaco de sédio;

Avaliar o perfil farmacocinético do diclofenaco de sodio a partir das
microesferas, comparando-o com o perfil farmacocinético de uma
formulacédo referéncia (Voltaren SR 75) através de ensaios de

bioequivaléncia em caes.
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2. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

2.1. DICLOFENACO DE SODIO

O diclofenaco (acido [2-(2,6-dicloroanilino) fenil] acético) € um AINE
potente, pertencente ao grupo derivado do acido fenilacético, amplamente
empregado, na forma de sal sédico (Figura 1), nas condigbes inflamatdrias, sendo
indicado, sobretudo, para a o tratamento da artrite reumatdide, a osteoartrite e a
espondilite anquilosante (MICROMEDEX, 2003). O diclofenaco de sédio (DFS) exibe
também atividades analgésica, antipirética e anti-dismenorréica (McEVOY, 2000).
Este farmaco ocorre como um pé cristalino levemente higroscopico, praticamente
inodoro, de cor amarelo fraco a bege brilhante. Suas principais propriedades fisico-
quimicas estdo mostradas na Tabela 1.

Cl
X t
N
NaO
Cl

Figura 1. Estrutura quimica do diclofenaco de sodio

Duas caracteristicas importantes sédo relacionadas ao diclofenaco de
soédio. Primeiramente, sua solubilidade depende do pH da solugdo (Tabela 1). Em
solugdes acidas, a solubilidade do diclofenaco de sédio € menor que 1 mg/mL e
aumenta em valores de pH acima de 6,5. Além disso, o diclofenaco de sédio sofre
ciclizacdo intramolecular no meio acido encontrado no suco gastrico, podendo
causar a sua inativagdo. Como consequéncia desta ciclizagao, o sodio é eliminado
levando a diminuigdo de sua solubilidade. Apesar da ciclizagao inativar o farmaco,
esta reagdo parece ser reversivel, ndo necessitando da sua protecado contra a agao
do suco gastrico (PALOMO et al., 1999).
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Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas do diclofenaco de sédio (McEVOY,1990;
PALOMO et al., 1999 )

Solubilidade (mg/mL; 25°C)

agua (pH 7,68) 21,0
agua (pH 5,2) >9
Acetona 6
Acetonitrila <1
Ciclohexano <1
HCI pH 1,1 <1
tampéo fosfato (pH 7,2) 6,0
pKa 4,0
Coeficiente de partigdo (n-octanol/tampao aquoso, pH 7,4) 13,4
PF 283-285°C
Absorcdo UVmsx (nm)
Metanol 283 (¢ 1,05 x 107°)
Tampao fosfato pH 7,2 276 (¢ 1,01 x 10)

Sua acdo farmacoldgica é similar aquela dos outros AINEs. Os AINEs
inibem a atividade da enzima cicloxigenase, resultando no decréscimo da formagao
dos precursores de prostaglandinas e tromboxanos a partir do acido araquidénico
(MICROMEDEX, 2003, McEVOY 2000). Existem pelo menos duas isoenzimas, a
cicloxigenase-1 (COX-1) e cicloxigenase-2 (COX-2) que catalizam a formac&o das
prostagladinas. Embora os exatos mecanismos nao tenham sido claramente
elucidados, os AINEs parecem exercer atividade anti-inflamatéria, analgésica e
antipirética principalmente por meio da inibicdo da isoenzima COX-2. A inibicao da
isoenzima COX-1 é provavelmente responsavel pelos efeitos indesejaveis destes
farmacos sobre a mucosa gastro-intestinal e agregacdo plaquetaria (McEVOY,
2000).

O principal problema associado a terapia com AINEs reside na
capacidade de estes farmacos induzirem injuria da mucosa gastroduodenal, com o
possivel surgimento de ulcera gastrica, sangramento e perfuragdo da mucosa, bem

como
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risco aumentado de sangramento em portadores de ulcera péptica (HAWKEY,
1994). Ainda, sob certas condigdes, a toxicidade renal pode ocorrer, embora menos
frequente (CLIVE e STOFF, 1984). Assim, a inibicdo da biossintese de
prostaglandinas tem um papel relevante na injuria da mucosa gastrica induzida pelos
AINEs, enquanto que a inibicdo da sintese de tromboxano nas plaquetas, com
prejuizos da agregacéao plaquetaria, pode contribuir para o sangramento das ulceras
(HAWKEY, 1994).

As prostaglandinas (PGs) desempenham uma fungdo protetora da
mucosa do estdbmago e do duodeno, pois estimulam a secregdo de muco e
bicarbonato, aumentam a hidrofobicidade na superficie das células epiteliais e
aumentam o fluxo sanglineo da mucosa. As PGs sao, também, protetoras da
microvasculatura e podem aumentar o fluxo de agua da camada serosa para a
mucosa, 0 que possibilita a diluicdo das substancias lesivas. A abolicdo destas
propriedades deixa a mucosa mais vulneravel a injuria.

InuUmeros mecanismos de reparacao, incluindo a divisao da célula epitelial
e possivelmente, angiogénese, sdo dependentes de PGs. Consequentemente,
danos agudos e ulceras desenvolvem-se mais facilmente, e as ulceras cicatrizam
mais lentamente em individuos que utilizam AINEs (HUDSON et al., 1992).

Por outro lado, o risco individual de toxicidade pelos AINEs é baixo,
porém, considerando-se o0 amplo uso destas drogas, 0 numero de casos € grande e
com gravidade consideravel. Os fatores de risco para os pacientes sdo: idade
superior a 65 anos, doengas associadas, historia prévia de ulcera péptica, uso
concorrente de corticosterdide ou anticoagulante, doses altas ou uso multiplo de
AINEs (McNEIL, 1993).

O diclofenaco de sodio é rapidamente e quase completamente
absorvido a partir do trato gastrintestinal, entretanto, este farmaco sofre extenso
metabolismo de primeira passagem no figado, com apenas cerca de 50-60% da
dose alcangcando a circulagdo sistémica na sua forma inalterada. O diclofenaco
também €& absorvido na circulagao sistémica apos administracéo retal, percutanea e
administracdo topica na pele quando incorporado em um gel. O pico de
concentragao plasmatica do diclofenaco geralmente ocorre dentro de 1 hora e de 10-
30 minutos ap6s administragdo oral de comprimidos convencionais e de solugao,

respectivamente. Para comprimidos de liberagcdo retardada, a concentracéo
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plasmatica maxima varia segundo a dose, ocorrendo apos 1,5-3 horas e atingindo
concentragdes de 0,5-1, 1-1,5, 2 e 2,5 uyg/mL apds a administragédo de 25, 50, 75 ou
150 mg de diclofenaco, respectivamente. A administragcdo de uma unica dose de
comprimidos de liberacdo estendida conduz ao aparecimento de um pico de
concentragdo plasmatica média de 417 ng/mL, ocorrendo geralmente dentro de 5-6
horas ap6s administragdo (McEVOY, 2000).

A distribuicdo do diclofenaco de sodio nos fluidos e tecidos do corpo
humano nao esta completamente caracterizada. Apos administragao intravenosa em
ratos, o farmaco € amplamente distribuido, alcangando concentragdes mais altas na
bile, figado, sangue, coracdo, pulmdes e rins e concentragdes mais baixas nas
glandulas adrenais, tiredides e salivares, bem como no pancreas, bago, musculos,
cérebro e espinha dorsal. De modo semelhante aos outros AINEs, o diclofenaco é
distribuido para o liquido sinovial, alcancando um pico de concentragao
correspondente a 60-70% do pico plasmatico apds administracido oral. Entretanto, as
concentragbes deste farmaco e dos seus metabdlitos no fluido sinovial séo
excedidas substancialmente aquelas do plasma apdés 3-6 horas. Em adultos
saudaveis o volume de distribuigéo total aparente médio é 0,12-0,55 L/kg e o volume
de distribuicdo no compartimento central (V.) € aproximadamente 0,04 L/Kg
(McEVOY, 2000).

A concentragdo de diclofenaco no plasma parece diminuir de maneira
trifasica. Apos administracdo intravenosa em adultos saudaveis, o diclofenaco
apresenta tempo de meia-vida plasmatica (t12) de cerca de 3 minutos na fase inicial
de distribuigdo; aproximadamente 16 minutos na fase intermediaria (redistribuicdo) e
por volta de 1-2 horas na fase terminal (eliminagdo). Apds administracdo oral de
comprimidos de diclofenaco de soédio de liberacdo retardada em individuos
saudaveis ou em pacientes com artrite reumatdide, a meia-vida de eliminagdo do
farmaco foi entre 1,2-2 horas. A meia-vida de eliminacdo em pacientes com dano
renal moderado parece ser similar aquela observada em pacientes com funcgao renal
normal, podendo ser prolongada nos casos que apresentam dano renal grave. O
mecanismo exato de eliminagdo do diclofenaco ndo esta completamente elucidado,
mas o farmaco é rapidamente e extensivamente metabolizado no figado. Apds
administragao oral ou intravenosa de diclofenaco em adultos saudaveis, cerca de

50-70% da dose é excretada na urina e aproximadamente 30-35% € excretada nas
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fezes, com apenas uma quantidade minima sendo excretada na sua forma
inalterada (McEVOY,2000).

Algumas das especialidades farmacéuticas do diclofenaco de sédio
disponiveis no Brasil encontram-se listadas na Tabela 2. Entre elas, a forma
farmacéutica mais comumente encontrada no mercado sdo os comprimidos, que
podem ser de liberacdo imediata, entéricos de liberacdo retardada ou de liberacéo
prolongada. Os comprimidos de liberagao imediata ou convencionais sao destinados
a ser ingeridos e liberar a substancia ativa no trato gastrintestinal, para exercer uma
acao sistémica, com prévia absor¢cao do farmaco. Os comprimidos convencionais
sao indicados unicamente para a dor e dismenorréia primaria, podendo também ser
usados para aliviar ataques agudos de gota ou doencgas de deposicao de pirofosfato
(pseudogota), assim como para aliviar dores associadas as condi¢des inflamatérias
ndo reumaticas ou cefaléias vasculares (MICROMEDEX, 2003).

A introducdo de novos materiais, especialmente polimeros, permite
controlar o processo de liberagdo, sendo possivel diminuir as doses diarias e
melhorar o rendimento terapéutico do medicamento. Assim, os comprimidos
entéricos de liberagcdo retardada sado aqueles que apresentam um revestimento
polimérico resistente ao suco gastrico que garante a sua integridade durante a
passagem pelo estbmago, mantendo-se impermeavel e insoluvel em pH acido (VILA
JATO,1997).

Os comprimidos de liberagao prolongada ou estendida podem apresentar-
se de duas formas. No primeiro caso, o processo de liberagao ocorre de forma mais
lenta que as formulagdes convencionais, sendo a substancia ativa liberada durante
um periodo prolongado de tempo. No segundo caso a liberacdo se modula de tal
forma que os niveis plasmaticos terapéuticos se mantém constantes durante um
periodo de tempo. Neste ultimo caso tém-se comprimidos de liberacdo controlada
(VILA JATO, 1997). Estas formas farmacéuticas de liberacdo estendida, ndo séo
usadas na fase inicial do tratamento; a dose de manutengao diaria deve ser
determinada empregando-se formulagcdes de liberagdo imediata ou retardada
(MICROMEDEX, 2003).



27

Tabela 2. Especialidades farmacéuticas do diclofenaco de sodio (DEF, 99/00).

Forma Farmacéutica Dose (mg)

Especialidade farmacéutica

(Laboratoério)

25
50

Comprimidos de liberagéo

imediata

75
100

DICLOFENACO SODICO (Sanval)
ANAFLEX (Gunther)
BENEVRAN (Legrand)
BIOFENAC (Ache)
FENBURIL (De Mayo)
FISIOREN (Ducto)
INFLAMAX (Elofar)
INFLAREN (Cibran)
LUPAREN (Luper)
VOLTAREN (Novartis)
FENBURIL (De Mayo)
ARTREN (Merck)
FENBURIL (De Mayo)
VOLTAFLEX (SME)

Comprimido de 50

desagregacéo instantanea

BIOFENAC DI (Aché)

Comprimido de agéo 50 e 100

prolongada

75

BIOFENAC LP (Aché)

DELTAFLOGIN (Delta)
VOLTAREN SR 75 (Novartis)

Comprimido Retard 100

50

INFLAREN RETARD (Cibran)
ORTOFLAN RETARD (Medley)
VOLTAREN RETARD (Novartis)
VENDREX (IQB)

Comprimido de crono 75

liberacao

BIOFENAC CLR (Aché)
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Tabela 2. Especialidades farmacéuticas do diclofenaco de sodio (DEF, 99/00).

Forma Farmacéutica Dose (mg) Especialidade farmacéutica

(Laboratoério)

Injetavel 75 ANA-FLEX (Gunther)
ARTREN (Merck)
BENEVRAN (Legrand)
FENBURIL (De Mayo)
VOLTAREN (Novartis)

Supositério 50 ANA-FLEX (Gunther)
ARTREN (Merck)
INFLAREN (Cibran)
VOLTAREN (Novartis)

Solugéao 15 FENBURIL (De Mayo)
VOLTAFLEX (SME)
Emulgel VOLTAREN EMULGEL (Novartis)

2.2. PLURONIC F68

Os tensoativos poliméricos nao i6nicos em bloco sdo moléculas obtidas
pela adicdo sequencial de dois ou mais 6xidos de alcenos a um composto organico
hidrossoluvel de baixo peso molecular contendo um ou mais atomos de hidrogénio
ativo. Dentro desta classe de compostos encontram-se os Pluronics (BASF Co.,
2003), substancias comercialmente disponiveis, conhecidas pelo nome genérico de
poloxameros, que sdo co-polimeros em bloco do oxido de etileno (OE) e éxido de
propileno (OP) (Figura 2).

A sintese dos Pluronics € realizada em duas etapas. Primeiramente é
obtida uma porc¢ao hidrofobica de peso molecular desejado pela adi¢do controlada
de oxido de propileno aos dois grupamentos hidroxilas do propilenoglicol. Apds, o
oxido de etileno é adicionado de maneira a encaixar a por¢ao hidrofébica entre os
grupamentos hidrofilicos. Assim, a vantagem destes compostos reside na variagao
de suas propriedades fisico-quimicas proporcionada pela alteracdo da estrutura co-
polimérica, que permite ampla flexibilidade no desenvolvimento de formulagdes,

atendendo muitas necessidades e exigéncias especificas (BASF Co., 2003).
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OE —| OP —| OE

HO(C2H4)a (CsHgO)s (C2H40)aH

Figura 2. Representagdo esquematica dos copolimeros em bloco da série dos
Poloxameros (Pluronics). OE = 6xido de etileno e OP = 6xido de propileno.

Desde que existe um grande numero de tensoativos poliméricos
diferentes, estes compostos foram denotados por um numero indicando as suas
caracteristicas. Para os poloxameros, os dois primeiros digitos, quando multiplicados
por 100, indicam a massa molar aproximada da porcao hidrofébica e o ultimo digito,
quando multiplicado por 10, fornece a percentagem de 6xido de etileno (Tabela 3).
Similarmente, para a marca comercial Pluronic, o primeiro e segundo digitos
representam a massa molar da por¢ao 6xido de propileno e a percentagem em peso
da porgao oxido de etileno, respectivamente. As letras L, P e F indicam a forma
fisica da matéria-prima como sendo liquida, pastosa ou em flocos, respectivamente
(SCHMOLKA, 1977; WADE e WELLER, 1994).

Tabela 3. Denotagdo numeérica dos tensoativos poliméricos da série dos polaxamers
(SCHMOLKA, 1977; BASF Co., 2003).

Massa molar Poloxamer
porgao (Pluronic)
hidrofébica
4000 401 402 403 - - - 407 -
(L121) (L122) (P123) (F127)
3250 331 - 333 334 335 - - 338
(L101) (P103) (P104) (P105) (F108)
2750 - 282 - 284 - - - 288
(L92) (F98)
2250 231 - - 234 235 - 237 238
(L81) (P84) (P85) (F87) (F88)
2050 - 212 - - 215 - 217 -
(L72) (P75) (F77)
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Massa molar Poloxamer
porcao (Pluronic)
hidrofébica
1750 181 182 183 184 185 - - 188
(L61) (L62) (L63) (Le4) (P65) (F68)
1200 - 122 123 124 - - - -
(L42) (L43) (L44)
950 101 - - - 105 - - 108
(L31) (L35) (F38)
% Oxido de 10 20 30 40 50 60 70 80
etileno

Poloxameros sdo usados em uma variedade de formulacdes
farmacéuticas, via oral, parenteral e tépica e, geralmente, ndo sdo materiais toxicos
e irritantes. Poloxameros ndo sdo metabolizados no corpo. Sdo usados como
agentes emulsificantes em emulsdes intravenosas oleosas, e como solubilizantes e
agentes estabilizantes para manter a clareza de elixires e xaropes. Podem ser
usados como agentes molhantes em pomadas, bases de supositorios, géis, e como
revestimento de comprimidos. Para uma mesma série de polimeros em bloco, a
toxicidade diminui a medida que a razao entre as unidades de oxido de etileno e
oxido de propileno e o peso molecular da porcdo hidrofébica aumentam
(SCHMOLKA, 1977).

2.3. ACETOBUTIRATO DE CELULOSE

A celulose € um polimero de origem vegetal constituido por unidades
glicosidicas e amplamente empregada na fabricacdo de formas farmacéuticas
solidas destinadas a administragcdo por via oral, tais como capsulas e comprimidos
(WADE e WELLER, 1994). A presenca de grupamentos hidroxilas primarios e
secundarios das unidades de glicose da molécula tém possibilitado o
desenvolvimento de uma grande variedade de derivados por meio de reagdes que
conduzem a formacao de éteres e ésteres destes polimeros. Os derivados obtidos

apresentam propriedades fisico-quimicas adaptaveis a aplicacbes farmacéuticas
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diversas, entre elas, a utilizagdo na obtencdo de formas farmacéuticas de agao
prolongada (KUMAR e BANKER, 1993). Especialmente os derivados etilcelulose e
acetato, acetobutirato, acetopropionato e ftalato de celulose tém sido empregados
com sucesso na preparacdao de microesferas visando a liberagdo prolongada de
farmacos.

O acetobutirato de celulose (Figura 3) € um polimero insoluvel em agua,
cuja hidrofobicidade aumenta a medida que aumenta o niumero de grupamentos
butirila. E disponivel em varios graus de viscosidade, em funcdo do seu peso

molecular.

An
XOWI?

< RO

R= -H, -COCH3, -COCHQCH3

Figura 3. Estrutura quimica do acetobutirato de celulose

Este polimero tem sido usado em formulagdes de liberacdo sustentada de
vitamina C e cloridrato de difenidramina preparadas pela técnica de compressao
direta, além da utilizagdo como membranas semi-permeaveis em sistemas de
bomba osmoética (EASTMAN, 2000). Adicionalmente, YUAN e WU (2001)
demonstraram a viabilidade do uso do acetobutirato de celulose na formulagao de
comprimidos de liberagao prolongada de teofilina e de cloridrato de difenidramina
obtidos por compressao direta. Os resultados demonstraram que os comprimidos
exibem uma velocidade de liberagdo mais lenta quando o ABC foi empregado na
obtencdo da matriz, sugerindo a influéncia do radical butirila do ABC, mais
hidrofdbico, nos perfis de liberagao dos farmacos.

A aplicacdo de ABC na preparacdao de microesferas pelo método de
emulsificacdo/evaporacao do solvente tem sido intensamente investigada (KUMAR e
BANKER, 1993). Entre os farmacos que tém sido encapsulados nestas
microparticulas poliméricas inclue-se o acido meclofenamico (KHIRD el al., 1995),
disopiramida (RADWAN, et al., 1995), tecfilina (SHUKLA e PRINCE et al., 1989),
cloridrato de propranolol (CHIAO e PRINCE, 1994), cloridrato de metoclopramida
(KHIRD, et al., 1995), zidovudina (KHAWLA et al., 1996), carbamazepina (ARNAUD
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et al., 1996; ZANETTI et al., 2002), entre outros.

2.4. MICROENCAPSULAGCAO

O desenvolvimento de novas formas de liberagdo de farmacos,
amplamente empregados na farmacoterapéutica, tem-se constituido nos ultimos
anos numa estratégia promissora para a melhoria do perfil biofarmacéutico de
medicamentos. A obtencao de perfis plasmaticos mais constantes e de efeitos mais
prolongados tem se revelado como caracteristicas importantes para adesdo do
paciente aos tratamentos, sobretudo, em regimes em que multiplas doses diarias
sdo necessarias, além de ocasionar reducgao de efeitos colaterais.

Microcapsulas e microesferas tém sido desenvolvidas com esse objetivo,
utilizando-se diferentes matrizes poliméricas e uma diversidade de metodologias.
Enquanto as microcapsulas sao formadas pelo revestimento de goticulas,
dispersdes ou pequenas particulas sélidas por uma camada ou “parede” polimérica
(DEASY, 1984), as microesferas sao particulas de formato esférico, em que o
farmaco encontra-se dissolvido ou disperso em uma matriz. As dimensdes das
microparticulas sdo, em regra, cerca de 10 ym, podendo alcangar até 2500 um
(PRISTA et al., 1996).

Varias técnicas sao descritas na literatura para a preparacdo de
microesferas. Sob o termo de coacervacao ou separagao de fases estdo agrupadas
uma série de técnicas de microencapsulagcao baseadas na desolvatacdo do polimero
induzida por algum procedimento que conduza a alteragdo das caracteristicas do
meio. Entre os procedimentos capazes de induzir a precipitacédo do polimero sob a
forma de microesferas destacam-se a mudanga de temperatura, a modificagcado do
pH e a adicdo de um ndo solvente, sal ou de outro polimero incompativel (VILA
JATO, 1997). Em alguns casos, principalmente quando polimeros hidrossoluveis séo
empregados, a formagao das particulas ocorre mediante reticulagdo das cadeias
poliméricas, com utilizacdo de alguns agentes reticulantes tais como formaldeido e o
glutaraldeido.

A aspersao em torre de secagem, também chamada de nebulizagéo ou
spray-drying, € um procedimento de microencapsulagdo que se baseia na

pulverizagdo de uma solugcéo do polimero contendo o farmaco em uma camara de
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secagem. O farmaco é dissolvido ou disperso na solugdo do polimero e a mistura
liquida & dividida sob a forma de finissimas goticulas para dentro da camara de
secagem cujo interior circula ar aquecido. Este por sua vez, é capaz de diminuir a
temperatura de vaporizagdo necessaria para a eliminagdo do solvente, obtendo-se
assim o produto microencapsulado (VILA JATO, 1997).

Para preparacdo de microesferas a técnica de emulsificagdo seguida da
evaporagao do solvente tem sido freqlientemente empregada face a simplicidade
dos procedimentos envolvidos na obtencdo das particulas e as possibilidades de
modulag¢ao das caracteristicas fisicas e fisico-quimicas das mesmas, por meio da
escolha dos componentes da formulagdo e das condicbes de preparagao
(BHARDWAUJ et al., 1995, KHIDR et al., 1998, SILVA E FERREIRA, 1999). Neste
método, o farmaco é dissolvido ou disperso em uma solugdo de um polimero em um
solvente organico volatil. A fase organica € entdo emulsificada em uma fase aquosa,
contendo um estabilizante da disperséo. O solvente é removido a partir dos glébulos
da fase interna pela aplicagao de calor, vacuo ou ainda, pela sua evaporagdao em
temperatura ambiente levando a formacgdo de particulas esféricas contendo o
farmaco no seu interior. As microesferas formadas sao separadas por filtragdo ou
centrifugagéo, lavadas com um solvente apropriado e colocadas em estufa para
completa secagem das particulas (DEASY, 1984, WATTS et al., 1990).

A formacao das microesferas pode ser influenciada por diversos fatores,
destacando-se, entre eles, a natureza dos solventes empregados na preparagao. A
capacidade de dissolugdo do polimero e, preferencialmente, de dissolucdo do
farmaco séo caracteristicas desejaveis do solvente da fase interna. Além dessas
caracteristicas, o solvente deve ser imiscivel na fase continua e apresentar baixo
ponto de ebulicdo. Contrariamente, o farmaco e o polimero devem ser insoluveis na
fase externa de modo a garantir a formagdo das particulas e proporcionar uma
elevada taxa de encapsulagcao (WATTS et al., 1990).

A estrutura final e composigao das microesferas sao resultantes de uma
complexa contribuicdo das caracteristicas fisico-quimicas do polimero, farmaco,
solventes e agentes emulsificantes. Estes ultimos tém como fungéo estabilizar a
dispersdo dos glébulos na forma de emulsdo, prevenindo a agregagédo e a
coalescéncia. Entretanto, esta estabilizagdo € requerida somente por um curto

periodo de tempo, uma vez que apds a evaporagao de parte do solvente ocorre a
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formacdo de glébulos relativamente compactos pela presenga do polimero. Para
emulsbes cuja fase externa é aquosa, estabilizantes poliméricos como o alcool
polivinilico, a metilcelulose e a gelatina tém sido utilizados, estabilizando a emulsao
por meio do aumento da viscosidade da mesma. Por outro lado, quando a fase
externa é oleosa, a obtengcdo de emulsbes pode ser conseguida pela adicdo de
tensoativos de baixo valor de EHL (equilibrio hidrdfilo-lipofilo), como o monooleato
de sorbitano. Finalmente, o didametro médio final das particulas depende, em grande
extensao, da velocidade de agitacdo, do tipo de equipamento empregado e da
concentracao de polimero na fase interna da emulsao (WATTS et al., 1990).

A eficiéncia de encapsulacdo de farmacos € estimada como sendo a
diferenga percentual entre a concentragao de farmaco inicialmente adicionado na
formulacdo e a concentracao retida no interior das particulas, apds determinagao
quantitativa do mesmo nas microesferas. A eficiéncia de encapsulagdo é
influenciada pelo coeficiente de particdo do farmaco entre a fase interna e externa
da emulsdo. Farmacos caracterizados por uma baixa hidrossolubilidade podem ser
encapsulados com sucesso pela formagao de uma emulsdo O/A (6leo em agua).
Entretanto, quando farmacos que apresentam uma elevada hidrossolubilidade séo
empregados, uma baixa taxa de encapsulagédo tem sido observada. Neste sentido, a
encapsulagdo de farmacos hidrofilicos tem sido obtida por meio da formacao de
emulsdes A/O (agua/dleo), onde um solvente polar contendo o farmaco e o polimero
€ emulsificado em uma fase oleosa, como o oleo mineral (SHUKLA, et al., 1989).
Uma segunda alternativa para contornar esta limitagdo da técnica é a formagao de
uma emulsdo multipla A/O/A (agua/dleo/agua) (OGAWA et al., 1988). Neste caso,
um solvente organico contendo o polimero é disperso em uma fase aquosa
contendo o farmaco, formando uma emulsao primaria, do tipo A/O que, por sua vez,
€ emulsificada em uma fase aquosa (WATTS et al., 1990).

Os sistemas de liberacédo controlada podem ser classificados em sistemas
monoliticos ou matriciais, sistemas reservatorios, sistemas ativados por solventes e
sistemas controlados quimicamente. Os principais mecanismos que governam a
liberacdo de um farmaco a partir de um sistema de liberagdo controlada séo a
difusdo e a erosao (VILA-JATO, 1997). Para os sistemas matriciais, a liberacdo do
farmaco pode ser dirigida por um certo nimero de processos. Entre eles, o farmaco

pode se difundir na matriz sélida, a qual mantém a sua integridade estrutural. Apesar
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de o farmaco poder ser liberado a partir de nanoparticulas em minutos ou horas, a
velocidade deste processo € extremamente baixa para sistemas de liberagao
macroscopicos, tais como as microparticulas. Neste ultimo caso o que é mais
frequentemente observado é a penetracdo do solvente na particula, seguida da
dissolucdo do farmaco que posteriormente se difunde em solugdo para o meio
externo. O solvente pode penetrar por percolagdo através dos poros ou produzir a
hidratagcdo da particula. O primeiro caso pode ser também acompanhado de
entumescimento do polimero, resultando em uma camada viscosa por onde o
farmaco se difunde (WASHINGTON, 1990).

Finalmente, o polimero formador da matriz pode se degradar ou se
dissolver, liberando e acumulando o farmaco na fase continua. Na pratica, o perfil de
liberacdo pode ser o resultado da combinagdo destes mecanismos, podendo ser
usado ndo somente como meio de assegurar a qualidade da preparagcdo, mas
principalmente para descrever a estrutura do sistema e a conduta da formulagéo.

Entre os varios parametros de formulacdo que influenciam no perfil de
liberacdo da substancia ativa encapsulada no interior das particulas encontram-se a
natureza quimica do polimero empregado bem como o seu peso molecular
(BHARDWAUJ et al., 1995, ARABI et al., 1996), a relagao substancia ativa/polimero
na fase interna ou dispersa da emulsdo (KHAWLA et al., 1996), as caracteristicas de
solubilidade da substancia ativa (SILVA e FERREIRA, 1999), o tamanho da particula
e a velocidade de agitagao (CHIAO e PRICE, 1994, KHIRD et al., 1998).

2.4.1. Microencapsulagao do Diclofenaco de Sédio

A preparacao de microesferas contendo diclofenaco de sodio tem sido
objeto de estudo por diversos autores, sobretudo na busca da obtengdo de formas
de liberacdo controlada deste farmaco. Entre os polimeros comumente testados
destacam-se os derivados de celulose. Muitos destes estudos referem-se a
reticulagédo de derivados de celulose hidrossoluveis para a obtengdo de sistemas
matriciais. ARICA e colaboradores (1996) prepararam microesferas de
carboximetilcelulose sddica usando, para a formacédo das particulas, o cloreto de
aluminio como agente de reticulacdo. As microesferas foram posteriormente

revestidas com Eudragit® S-100, para obtencdo de formas farmacéuticas de
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liberacao entérica.

A reticulagdo da carboximetilcelulose soédica pelo cloreto de aluminio
também foi testada por HOSNY e colaboradores (1998) na preparagao de esferas
contendo DFS, revestidas com alginato de sédio. Neste estudo, duas variaveis foram
estudadas, a concentragcdo do agente reticulante (20, 40 e 60% p/V) e o tempo para
o revestimento (15, 30 e 60 min). Os autores verificaram que, nas maiores
concentragdes de cloreto de aluminio testadas (40 e 60%), particulas mais esféricas
e uniformes foram produzidas. O tamanho das particulas nao diminuiu
significativamente (P>0,05) com aumento da concentracdo do agente reticulante. O
tempo de revestimento ndo afetou o tamanho das particulas para a mesma
concentracao de cloreto de aluminio. Estudos de dissolugdo demonstraram que a
velocidade de liberagao do diclofenaco aumenta com aumento da concentracéao de
cloreto de aluminio e diminui apds revestimento com alginato.

O efeito combinado de variaveis independentes no tempo de dissolucao
de 80% do farmaco (tgp) a partir de microesferas de alginato de sédio, obtidas por
emulsdo agua/dleo, seguida de reticulagdo com cloreto de calcio, foi avaliado por
GOHEL e AMIN (1998) por meio de um delineamento fatorial 3°. As variaveis
estudadas foram velocidade de agitagdo, concentragdo de cloreto de calcio e
porcentagem de parafina liquida na fase externa da emulsdo. Os resultados da
analise estatistica demonstraram que para o prolongamento da liberacdo do
farmaco, as microesferas devem ser preparadas com uma baixa velocidade de
agitacdo, alta concentracdo de cloreto de calcio, e alta porcentagem de parafina
liquida.

GOHEL e AMIN (1999) também empregaram o delineamento estatistico
fatorial 2%, para a otimizagdo da preparacdo de microesferas de DFS de liberagdo
prolongada. As microesferas foram preparadas a partir do alcool polivinilico (PVA)
pela formagédo de ligagdes quimicas covalentes entre as cadeias poliméricas com
glutaraldeido. A influéncia dos fatores relacdo DFS:PVA e concentragdo de
glutaraldeido sobre o tempo requerido para liberagcdo de 50% de DFS (tsp) em
tampao fosfato foi avaliada neste estudo, sendo o prolongamento da liberagao obtido
quando ambos os fatores apresentavam-se em niveis superiores.

CHAWLA e colaboradores (2000) utilizaram alcool polivinilico (PVA) para

a preparagao de microesferas contendo DFS, pela técnica da emulsdo seguida de



37

reticulacdo. Um estudo estatistico foi usado para avaliar quais das variaveis
estudadas afetavam a preparacado das microesferas e o perfil de liberacdo do DFS.
Os autores concluiram que uma alta concentracdo de PVA, elevada velocidades de
agitacdo e baixa concentragdo de glutaraldeido demonstraram ser fatores
importantes para a obtencdo de particulas esféricas de tamanho reduzido. A
concentracdo de PVA e a quantidade de parafina liquida de alto peso molecular
(utilizada como fase externa na emulsdo) mostraram ser fatores criticos que
influenciam no valor de tsg.

Enquanto a preparagdo de microesferas a partir de polimeros hidrofilicos
pode ser realizada somente mediante a utilizacdo de técnicas que envolvem a
reticulacdo, a técnica de emulsédo/evaporacdo do solvente pode ser faciimente
aplicada quando derivados de celulose hidrofébicos sdo empregados para a
obtencdo da matriz polimérica. JANI e GOHEL (1997) utilizaram esta técnica para a
encapsulagao do diclofenaco de sddio em microesferas de etilcelulose. Neste estudo
os autores avaliaram, por meio de um delineamento fatorial 32 a influéncia das
variaveis independentes, quantidade de diclorometano (DCM) na fase interna da
emulsdo e tipo de estabilizante empregado, sobre o teor de farmaco nas
microesferas e didmetro médio das particulas. O aumento do teor de farmaco nas
microesferas foi verificado com a diminuicdo da quantidade de DCM e aumento da
concentracdo do estabilizante (pectina ou alginato) utilizado nas formulagbées. O
diametro das particulas nao foi afetado pelos fatores estudados.

O poli-acido latico-co-glicolico (PLAGA) foi usado por CHANDASHEKAR e
UDUPA (1996) na preparagdo de microesferas destinadas a administragcao
parenteral, e em sistemas de implante na forma de gel in situ, ambos contendo DFS
e destinados a injecao subcutanea. Estudos farmacocinéticos demonstraram que as
microesferas proporcionaram niveis terapéuticos constantes do farmaco no plasma
por 16 dias apds uma injegao subcutanea. Porém, a utilizagdo do gel in situ produziu
uma concentragao plasmatica significativamente maior, bem como a manutencéao do
efeito inibidor da inflamacgao durante dez dias.

MEDEIROS e LEMOS-SENNA (2001) utilizaram a técnica de
emulsao/evaporagcdo do solvente para obtengcdo de microesferas contendo
diclofenaco de sodio, empregando o acetobutirato de celulose para obtencdo da

matriz polimérica. Apds analise estatistica, os autores verificaram que, para uma
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mesma quantidade de diclofenaco de sodio, quanto maior a concentragdo de
polimero adicionado a formulagdo, maior € o teor de farmaco encontrado nas
particulas. Por outro lado, a alteracdo da relagdo farmaco/polimero de 1:8 para 1:4
conduziu a diminuigao da eficiéncia de encapsulagao. O efeito sobre o diametro das
particulas foi verificado somente com o aumento da relagéo farmaco/polimero.

A quitosana também tem sido utilizada como material polimérico para a
preparacao de microesferas de DFS. ACIKGOZ e colaboradores (1995) empregaram
este polissacarideo para a microencapsulacao do farmaco na busca da obtencao de
perfis de liberagdo prolongados e da redugado da irritacdo do trato gastrintestinal. A
preparacdo das microesferas foi realizada mediante um procedimento de extrusao
capilar que consistiu no gotejamento de uma solugdo de quitosana contendo DFS
em acido acético em uma segunda solugao de tripolifosfato. Apesar do perfil de
liberacdo do DFS ter sido similar ao da preparagao comercial e ter proporcionado
melhorias na atividade antiinflamatoéria, o uso das microesferas de quitosana nao
demonstrou ser menos ulcerogénico quando coelhos foram empregados como
modelos animais nos estudos in vivo.

A preparagdo de microesferas de quitosana contendo DFS por meio de
reticulacdo das cadeias polissacaridicas foi realizada por KUMBAR e colaboradores
(2002). Estes autores avaliaram a influéncia de trés diferentes agentes reticulantes,
glutaraldeido, acido sulfurico e tratamento com calor sobre o teor e o perfil de
liberagcdo do diclofenaco de sédio. O maior teor de DFS foi obtido com o uso de
acido sulfurico. Entretanto, perfis de liberagdo mais lentos foram verificados com o
emprego de glutaraldeido como agente reticulante.

Com o objetivo de obter suspensdes farmacéuticas de liberagao
prolongada, LEWIS e colaboradores (1998a) prepararam microesferas de
diclofenaco de sodio empregando a técnica de dispersao/solidificagdo, a partir de
ceras graxas. Neste estudo, os autores avaliaram a influéncia da composicéo de
uma mistura de dois emulgentes, hidrofilico e hidrofébico, em diferentes proporgoes,
sobre a liberacdo do farmaco. As microesferas demonstraram-se estaveis fisica e
quimicamente em temperatura ambiente, mas quando expostas em temperaturas
acima de 45 °C exibiram perfis de liberagdo do farmaco mais lentos devido a fuséo
da superficie das particulas (LEWIS et al, 1998b).
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2.4.2. Blendas Poliméricas

A associacdo de polimeros em sistemas matriciais tem-se mostrado
recentemente como importante estratégia farmacotécnica na busca da modificagao e
do perfil de liberagcdo de farmacos. Blendas podem ser efetivas para alterar as
propriedades fisicas e mecanicas de cada polimero individualmente. Dependendo
das propriedades termodindmicas e da escolha dos polimeros, diferentes graus de
separacao de fases podem ser observados nas blendas poliméricas, levando a uma
variacdo no seu comportamento de degradacao (Ml et al., 2002). Nos sistemas de
liberacdo, o uso de blendas permite a variagcdo sistematica da permeabilidade de
microparticulas (CHA e PITT, 1988), além de fornecer um meio de modular a
velocidade de biodegradag¢ao da matriz polimérica (CHA e PITT, 1990).

Talvez o exemplo mais classico do emprego promissor de blendas
poliméricas refere-se aos co-polimeros do acido latico e glicélico (PLAGA). Estes
polimeros sdao amplamente conhecidos pela sua propriedade de biodegradabilidade,
0s quais sao hidrolizados na auséncia de enzimas e metabolizados no organismo. A
velocidade de degradagao e, consequentemente, o perfil de liberacdo de farmacos
microencapsulados pode ser regulado alterando a massa molar, a propor¢gédo de
acido latico e glicdlico e o grau de cristalinidade do co-polimero (LE CORRE et al.,
1994, GRANDFILS et al., 1996, HYON, 2000, PILLAl e PANCHAGNULA, 2001).

BURT e colaboradores (1995) também utilizaram estas blendas para a
encapsulagdo do taxol em microesferas destinadas a quimioembolizagdo. Blendas
de AVE (acetato vinil etileno) e PLA (poliacido lactico) tém demonstrado ser
imisciveis ou bicontinuas em uma faixa de 30 a 70% de AVE na mistura. Nos
estudos de degradacado, apés um periodo de laténcia, o PLA foi hidrolizado e
eliminado da matriz polimérica levando a um esqueleto semelhante a uma esponja.
Embora a erosédo do PLA na blenda de PLA:AVE (50:50) tenha ocorrido dentro de 50
dias de ensaio in vitro, 0 mecanismo principal de liberagdo do taxol foi a difusdo
pelos poros da matriz. Durante este periodo 10-13% da quantidade total de taxol foi
liberado a partir das microesferas. Esta quantidade foi suficiente para produzir
regresséo vascular e inibicdo da angiogénese.

Combinagdes de poliésteres alifaticos com diferentes pesos moleculares

tém sido igualmente testados na busca da modulagdo da liberagdo de farmacos a
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partir de microesferas. BAIN e colaboradores (1999) demonstraram que misturas
racémicas de poli-D, L- acido latico de baixo (PM=2000) e moderado (PM=9000)
peso molecular podem ser usados na preparagao de microesferas de rifampicina
apresentando perfis de liberagao previsiveis, pela técnica de aspersao em torre de
secagem (spray-drying). Estas microesferas apresentaram perfis de liberagcao
dependentes da temperatura, sendo aplicaveis a liberacdo de farmacos no sitio
especifico de agao.

YANG e colaboradores (2000) avaliaram o efeito das condicbes de
preparagao sobre a morfologia e os perfis de liberacdo da albumina sérica bovina
(BSA) a partir de microesferas de poliacido lactico (PLA), poli acido latico-co-glicélico
(PLAGA) e blendas de poli acido latico-co-glicolico e polietilenoglicol (PLAGA:PEG,;
65:35), utilizando uma técnica de dupla emulsdo modificada. Os autores
demonstraram que a eficiéncia de encapsulacéo, o efeito de liberagao inicial (efeito
burst), e o perfil de liberagdo da proteina, podem ser modulados variando-se as
condicbes de preparagao, tais como temperatura, velocidade de remogdo do
solvente, proporgao entre a fase oleosa e a fase interna aquosa e concentragcédo do
polimero.

MI e colaboradores (2002) prepararam microesferas utilizando blendas de
quitina e poliacido latico-co-glicolico (PLAGA 50:50) visando a encapsulagéo de
farmacos anti-cancerosos. Os autores sugeriram a ocorréncia de separagcao dos
polimeros em duas fases, estando o PLAGA disperso na forma de particulas numa
matriz continua de quitina. A velocidade de degradagédo da matriz demonstrou ser
dependente de ambas, erosdo da quitina e hidrélise do PLAGA. A velocidade de
liberagao do clorambucil a partir das microesferas de quitina/PLAGA ocorreu em dois
estagios. A liberagao inicial do farmaco aumentou com o aumento do teor de quitina,
devido a hidratagdo e eroséao superficial da particula, e foi seguida de uma liberagéo
prolongada resultante da hidrélise da porgdo PLAGA, mais hidrofébica.

Os polietilenoglicéis sdo polimeros hidrofilicos. A incorporacdo destes
polimeros em matrizes hidrofébicas tem sido realizada com o objetivo de modificar a
velocidade de erosdo bem como a permeabilidade da matriz. Estas alteragdes
conduzem ao aumento da velocidade de liberagcdo do farmaco, podendo ser

modulada pelo ajuste da massa molar e da propor¢ao de polimeros na mistura.
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YEH e colaboradores (1995) desenvolveram microparticulas contendo
ovoalbumina bovina a partir de blendas de poli acido latico-co-glicdlico e
polietilenoglicol 8000 usando uma  técnica de emulsdo A/O/O
(agual/diclorometano/metanol), seguida de extragdo do solvente. Esta técnica foi
desenvolvida com intuito de contornar os problemas relacionados a baixa taxa de
encapsulacdo de peptideos e proteinas e ao efeito de liberagao inicial importante,
frequentemente observado quando a técnica de microencapsulagdao de dupla
emulsdo A/O/A é empregada. Além do aumento da quantidade de proteina nas
microesferas, os autores observaram a reducado do efeito burst e do tempo de
laténcia devido a formacdo de poros e canais induzida pela dissolugdo do
polietilenoglicol na mistura. Os autores sugeriram que o desenvolvimento de poros
pode ser controlado pelo ajuste da quantidade e pela escolha da massa molar do
PEG usado na mistura.

YEH e colaboradores (2000) igualmente empregaram a técnica descrita
acima para preparar microesferas contendo insulina a partir de blendas de poli acido
latico/polietilenoglicol (PLA/PEG) e poli acido glicolico/polietilenoglicol (PLG/PEG).
Neste estudo, os autores buscavam nao somente a manutencdo de perfis de
liberagdo prolongados, mas também a redug¢do da desnaturagédo e agregacéo deste
peptideo causada pela geragdo de um microambiente acido no interior da particula,
que por sua vez é proveniente da degradacdo do polimero. Estes objetivos foram
atingidos com o uso de blendas PLA/PEG para a preparagao das microesferas.

ZANETTI e colaboradores (2002) avaliaram o efeito da adicdo de
polietilenoglicois (PEGs) nas formulagbes de microesferas de acetobutirato de
celulose (ABC) sobre a eficiéncia de encapsulacdo da carbamazepina e morfologia
das particulas, usando a técnica de emulsao O/O (acetona/éleo mineral) seguida da
evaporagdo do solvente. Neste estudo, os autores verificaram o aumento da
porosidade das particulas e concomitante decréscimo do teor de carbamazepina nas
microresferas com o aumento da concentracdo de PEG nas formulagbes. A
influéncia do peso molecular do ABC (30000 e 70000) e da adigao de PEG 1500 as
formulagdes, sobre o diametro médio das particulas e velocidade de liberagdo da
carbamazepina foi posteriormente avaliada num delineamento fatorial do tipo 22
(ZANETTI, 2001). Neste caso, perfis de liberagao apropriados foram obtidos a partir

das microesferas preparadas com ABC de menor peso molecular e com adi¢cao de
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PEG 1500, demonstrando a interacdo entre os dois fatores estudados. A maior
velocidade de liberacdo da carbamazepina foi atribuida a maior porosidade das
particulas, proporcionada pela adicdo de PEG 1500. Estudos de DSC e FTIR
comprovaram a inexisténcia de PEG 1500 nas microesferas produzidas tendo sido
postulado que este polimero foi removido durante a preparacdo das microesferas.

Copolimeros anfifiicos em bloco constituido de unidades de
polietilenoglicol (PEG) e polibutileno tereftalato (PBT) foram empregados por
BEZEMER e colaboradores (2000) na preparacdo de microesferas destinadas a
liberacdo de proteinas. Os autores demonstraram que a liberacédo de lisozima pode
ser modulada pela variagdo do grau de intumescimento da matriz e do didmetro das
particulas. Estas caracteristicas foram alteradas pela composi¢ao do co-polimero e
concentracdo do mesmo nas formulagdes, respectivamente. Neste caso a liberagéo
da proteina foi atribuida a combinacdo de ambos processos de difusdo e
degradagao da matriz polimérica.

Visando igualmente a encapsulagado de proteinas, matrizes poliméricas
tém sido preparadas a partir de blendas de poli-acido latico e co-polimeros do 6xido
de etileno (POE) e 6xido propileno (POP) (PARK et al., 1992). Neste trabalho foi
demonstrado que a quantidade e o grau de hidrofilia do co-polimero POE-POP-POE
foram fatores importantes para o grau de hidratagdo e remogédo do mesmo a partir
da matriz. A utilizacdo de misturas destes polimeros resultou na redugao do efeito
burst inicial e prolongamento da liberagao da proteina por mais de 80 dias.

HUATAN e colaboradores (1995) demonstraram que a liberagdo de uma
proteina modelo, a albumina sérica bovina, foi maior a partir de matrizes preparadas
com misturas ternarias de poli-e-caprolactona (PCL) de alto e baixo peso molecular e
Synperonic L61 do que a partir de matrizes preparadas com misturas de poli-¢-
caprolactona unicamente. A maior taxa de liberagao foi atribuida ao aumento do
conteudo de agua na matriz para difusdo da proteina e a eliminagdo do Synperonic
L61, causando um notavel desvio do modelo de Fick.

YEH e colaboradores (1996) investigaram a capacidade de co-polimeros
em bloco POE-POP-POE (Pluronics) em alterar as caracteristicas de liberagdo e a
quantidade da proteina ovoalbumina liberada a partir de microparticulas de poli-
acido latico-co-glicélico (PLAGA), preparadas pela técnica da dupla emulsdo A/O/O.

Neste estudo, perfis de liberacao lineares da proteina foram obtidos por mais de 25
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dias de ensaio in vitro, nas formulagbes contendo Pluronic F127. Com o uso de
Pluronic L121, mais hidrofébico, o perfil de liberacdo da ovoalbumina demonstrou
um platé apos 10 dias de ensaio. Neste caso, a capacidade de liberagdo da proteina
de microparticulas preparadas a partir de blendas PLAGA/Pluronic 127 (1:2) foi
maior do que a partir de particulas preparadas unicamente com PLAGA. Os autores
atribuiram estes resultados a rapida dissolug¢ao do Pluronic a partir da microparticula
e extracao da proteina, eliminando o periodo de laténcia do perfil de liberacao.

Varias outras misturas de polimeros tém sido igualmente testadas na
busca da modificagdo do perfil de liberagdo de farmacos microencapsulados.
GIUNCHEDI e colaboradores (1996) prepararam microesferas contendo cetoprofeno
a partir de blendas de acetotrimelitato de celulose e etilcelulose por aspersdo em
torre de secagem de uma solugdo organica contendo os dois polimeros. Neste
estudo os autores verificaram a diminui¢cdo da velocidade de liberacdo do farmaco
com o0 aumento da quantidade de etilcelulose nas microesferas.

Finalmente, o desenvolvimento de microesferas injetaveis de liberagcao
prolongada a partir de polianidridos bioerosiveis foi realizado por KIPPER e
colaboradores (2002). Estes autores verificaram que o uso de blendas de poli-[1,6-
bis (p-carboxifenoxi) hexano] e polianidrido sebacico 50:50 conduziu a diminuicdo do
efeito de liberagao inicial (efeito burst), seguido do prolongamento da liberagao da p-
nitroanilina por mais um més. A diferengca no perfil de liberagcdo foi atribuida a
alteracdo na velocidade de erosdao da matriz e caracteristicas de distribuigdo do
farmaco nas microesferas, quando comparado com os resultados obtidos com as

microesferas preparadas com os polimeros isoladamente.
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3.MATERIAIS

3.1. Matérias-primas

Diclofenaco de sédio (Novartis RS)

Indometacina (Sigma — Aldrich Chemical Co.)

Imosec (Janssen-Cilag Farmacéutica Ltda)

Voltaren SR75 (Novartis)

Heparina (Liquemine)

Soro Fisiolégico (NaCl 0,9%)

Acetobutirato de celulose PM 70000 (37% de grupamentos butirila e
13,5% de grupamentos acetila) (Aldrich Chemical Company, Inc, USA);
Pluronic F68 (BASF Corporation, USA)

Monooleato de sorbitano (SPAN 80; Beraca Ind. Com. LTDA);

Vaselina liquida (Importadora Quimica Delaware LTDA);

3.2. Reagentes e Solventes

Acetona (Vetec);

Acido Fosférico 5M (Nuclear);
Acetonitrila (Nuclear);

Acido Acético 0,1M (Nuclear);
Sulfato de sédio anidro (Vetec);
N-hexano (Tedia);

Metanol (Vetec);
Diclorometano (Vetec);

Acido Cloridrico (Nuclear);
Hidréxido de Sdédio (Nuclear);

Fosfato de Sédio tribasico (Nuclear).

3.3. Equipamentos

Potencidometro digital (Analyser 300);
Agitador magnético Fisaton, modelo 702AC;
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Espectrofotdbmetro UV/VIS Perkin EImer, modelo Lambda 10;
Espectrofotometro IV Perkin Elmer, modelo 16 PC FT-IR;

Aparelho de dissolugdo Pharmatest modelo PTWS3, acoplado a
espectrofotdometro HP 8452A, Programa Dissolution Testing Software,
HP, Revision 03.01, 1989-1993, Windowns 3.11;

Balanca Analitica Ohaus Corporation AS200S;

Estufa a vacuo Napco;

Microscopio eletrénico de varredura Philips XL30;

Cromatografo liquido de alta eficiéncia Shimadzu equipado com uma
bomba LC10AS, detector UV SPD-10A, com integrador Chromatopac
C-RG6A;

Voértice Biomixer, modelo Mult-Mixer MVS-1;

Ultrasom Unique, modelo USC 1400;

Centrifuga HT, modelo Centribio;

Centrifuga Sigma, modelo 2K15, rotor numero 12148.
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4. METODOLOGIA

4.1. ESTUDOS PRELIMINARES DAS CONDIGOES DE PREPARAGAO DAS
MICROESFERAS

41.1. Preparagdo das Microesferas com Diferentes Propor¢cées de

Acetobutirato de Celulose e Pluronic F68

A preparacao das microesferas foi realizada pela metodologia de emulséo
e evaporagao do solvente descrita na literatura (WATTS et al., 1990). Assim, 10 mL
de uma solugdo acetbnica de acetobutirato de celulose (ABC, PM 70000) ou
acetobutirato e pluronic F68, contendo diclofenaco de sddio previamente dissolvido
(fase dispersa ou interna) foram emulsionados em 100 mL de vaselina liquida
contendo Span 80 1% (p/V) como estabilizante (fase dispersante ou externa). A
vaselina liquida foi previamente saturada com o solvente da fase interna, a acetona.
A emulsdo formada foi mantida sob agitacdo de 650 rpm em temperatura ambiente
durante 24 h para completa evaporagao do solvente da fase interna. As microesferas
formadas foram filtradas, lavadas trés vezes com cerca de 50 mL de n- hexano e
secas em estufa sob pressao reduzida durante 4 h a temperatura ambiente.

Neste estudo preliminar a concentragao total de polimero (acetobutorato
de celulose ou a mistura de acetobutirato e Pluronic F68) na fase interna e a relagéo
farmaco:polimero foram mantidos em 5% e 1:8, respectivamente. Foram testadas

trés formulagdes com concentragdes de 1: 0, 9: 1, 3:1 e 1:1 (ABC: Pluronic F68).

4.1.2. Determinagao da Eficiéncia de Encapsulacao e do Teor de Diclofenaco

de Sodio nas Microesferas

Cerca de 30 mg de microesferas, exatamente pesadas, foram colocadas
em 25,0 mL de metanol e a mistura foi mantida sob agitagdo magnética por 2 horas.
A mistura foi entao filtrada quantitativamente para um baldo de 50,0 mL e o volume
foi completado com metanol. Esta solugéao foi diluida trés vezes e entdo analisada no

ultravioleta a 284 nm. A concentragdo de DFS foi estimada comparando-se a
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absorcdo obtida com a absorgdo de uma solucdo padrdao do farmaco de
concentragdo conhecida (10 ug/mL). A eficiéncia de encapsulagao do farmaco (%)
foi calculada relacionando-se a quantidade de DFS encontrado nas microesferas
com a quantidade inicialmente adicionada as formulagdes. O teor de farmaco

(mg/100 mg microesferas) foi igualmente estimado.

4.1.3. Avaliacao dos Perfis de Liberacao do Diclofenaco de Sédio a partir das

Microesferas

Microesferas em quantidade correspondente a 25 mg de diclofenaco de
sodio foram exatamente pesadas e transferidas para o interior de capsulas de
gelatina dura e colocadas em 300 mL de meio tampéo fosfato pH 7,5 +/- 0,1. O meio
de liberacdo foi mantido a 37°C sob agitagdo magnética. Aliquotas de 0,5mL do meio
de liberacao foram retiradas no tempo zero e apés 0,5; 1; 2; 3; 4; 8 e 12 horas de
ensaio e analisadas por espectrofotometria de absor¢cédo no ultravioleta a 284 nm. Os
valores de absorcao obtidos foram comparados com a absor¢do de uma solugao
padrdao de DFS de concentragdo conhecida. A partir destes resultados as curvas de

liberacdo expressas em % de farmaco liberado versus tempo (min) foram plotadas.

4.2. AVALIGAO DA INFLUENCIA DE PARAMETROS DE FORMULAGAO SOBRE
AS CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DAS MICROESFERAS E SOBRE A
VELOCIDADE DE LIBERAGAO DO DICLOFENACO DE SODIO

4.2.1. Preparagao das Microesferas

A preparagao das microesferas foi realizada conforme descrito em 4.1.1,

com aumento da proporgao dos componentes em cinco vezes.

4.2.2. Delineamento Estatistico

O plano de experimentacao fatorial do tipo 2x2 foi utilizado para avaliar a

influéncia de dois fatores de formulacéo sobre o didmetro médio das particulas, o
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teor de farmaco e sobre a velocidade de liberacdo do farmaco a partir das
microesferas. Os dois fatores selecionados foram relagdo farmaco/polimero (fator A)
e adicao de Pluronic F68 (fator B). Estes fatores foram avaliados em dois niveis,
superior (+) e inferior (-). Assim, para o fator A, o nivel superior (+) estabelecido foi
1:4 e o nivel inferior (-) foi 1:8; para o fator B o nivel superior (+) foi com adigdo de
Pluronic F68 e o inferior (-) foi sem a adicdo de Pluronic F68. O plano de
experimentacao realizado neste estudo encontra-se demonstrado na Tabela 4 e as
formulacdes testadas podem ser visualizadas na Tabela 5. Os experimentos foram

realizados em triplicata.

Tabela 4. Plano Experimental (Delineamento fatorial 2x2).

Experimento Fator A Fator B
(relagao farmaco/polimero) (Pluronic F68)
1 _ _
a + _
_ +
ab + +

Tabela 5. Formulagdes das microesferas de ABC ou ABC e Pluronic F68 contendo
diclofenaco de s6dio empregadas no delineamento estatistico.
Formulagao Experimento (Fator A; Fator B)

1) | a(*-) | b(/+) |ab(+/+)
Diclofenaco de sédio (g)| 0,625 1,250 0,625 1,250
Fase interna |ABC 70 000 (g) 5,0 5,0 3,75 3,75
Pluronic F68 (g) 0 0 1,25 1,25
Acetona gsp (ml) 100 100 100 100
Fase externa | SPAN 80 (g) 5,0 5,0 5,0 5,0
Vaselina liquida qsp 500 500 500 500
Fator A: Relacao farmaco:polimero 1:8 1:4 1:8 1:4
Fator B: Adi¢ao de Pluronic F68 nao nao sim sim
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4.2.3. Caracterizagao Quimica e Fisico-Quimica das Microesferas

4.2.3.1. Avaliagao da morfologia das particulas

A avaliagcao da morfologia das particulas, bem como das propriedades de
superficie, foi realizada pela observacdo das micrografias obtidas em microscopio
eletrénico da varredura Philips XL 30. As microesferas foram fixadas com fita dupla-
face em suportes de aluminio e recobertas com uma camada de ouro de 350 A de
espessura em um aparelho a vacuo Polaron E 5000. As micrografias foram obtidas
com papel térmico Sony UPP-110HD em aumentos de 15, 80, 120, 500 e 2000

vezes.

4.2.3.2. Determinagao do didmetro médio e da distribuicao granulométrica

O didmetro médio e a distribuicdo granulométrica das microesferas foram
determinados por medicao, pelo diametro de Ferret, das particulas visualizadas nas

micrografias ampliadas obtidas por microscopia eletrénica (VILA JATO, 1997).

4.2.3.3. Determinagao da eficiéncia de encapsulacao e do teor de diclofenaco

de soédio nas microesferas

4.2.3.3.1. Preparacao da curva de calibragao

Cerca de 50 mg de diclofenaco de sédio, exatamente pesados, foram
transferidos para um baldo volumétrico de 50,0 mL e dissolvidos em 20 mL de
diclorometano. O volume final foi completado com metanol. Uma aliquota de 2,5 mL
desta solucdo foi retirado e dissolvido em 10 mL de diclorometano e o volume
completado com metanol para 25,0 mL. A partir desta solugdo foram preparadas
solugdes nas concentragdes de 5; 7,5; 10; 12,5; 15; 17,5 e 20 pyg/mL mantendo-se a
mesma proporc¢ao diclorometano:metanol (1:2,5). Estas solugdes foram analisadas

por espectroscopia de absorcdo no ultravioleta a 284 nm. As solugdes foram
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preparadas em duplicata e a média das absorcdes referentes a cada concentracéo
foi plotada em grafico de concentragcdo versus absorgdo. A equacgado da reta e o

coeficiente de correlacdo foram calculados pela analise da regressao linear.

4.2.3.3.2. Determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo e do teor de DFS nas

microesferas

A determinacao da eficiéncia de encapsulagcdo foi realizada conforme
descrito em 4.1.2, utilizando como solvente uma mistura de diclorometano:metanol

1:1,5 em substituicado ao metanol.

4.2.3.4. Analise das microesferas por espectroscopia de infravermelho com

transformada de Fourier (FTIR)

A composi¢cao das microparticulas produzidas a partir de ABC ou da
mistura de ABC e Pluronic F68 foi analisada por espectroscopia de infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR). A andlise foi realizada num espectrofotdmetro
Shimadzu, modelo FTIR 8300. A regiso de coleta de dados foi 4000 — 400 cm™. Os
espectros foram obtidos no modo de transmissdo em pastilhas de KBr. Misturas
fisicas de ABC: Pluronic F68 nas propor¢des de 1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1 foram
utilizadas para construgao da curva de calibragcdo. Amostras das microesferas foram
trituradas e misturadas a KBr para preparacdo das pastilhas. A composicao das
microparticulas foi estimada pela comparagao da altura dos picos correspondentes a
carbonila (C=0) em 1759, caracteristica do ABC, e CH, em 2870, presente no

polioxietileno, componente do Pluronic F68.

4.2.3.5. Analise das microesferas por calorimetria exploratéria diferencial
(DSC)

A composicado das microesferas foi avaliada por calorimetria exploratoria
diferencial realizada em um equipamento Shimadzu DSC-50 com uma velocidade de
aquecimento de 10 °C/min sob atmosfera dindmica de nitrogénio, 50 mL/min. Cerca

de 4-10 mg de amostras foram utilizadas nos experimentos.
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4.2.4. Avaliagao dos Perfis de Liberagao in vitro do Diclofenaco de Sédio a

partir das Microesferas

Microesferas em quantidade correspondente a 75 mg de diclofenaco de
sodio foram exatamente pesadas e transferidas para o interior de capsulas de
gelatina dura n° 00 incolor e submetidas ao ensaio de dissolugdo num equipamento
Pharmatest de acordo com o método da pa (USP XXIIl). As capsulas foram
colocadas em cubas contendo 750 mL de acido cloridrico 0,1 M nas duas primeiras
horas, seguido da adigdo de 250 mL de tampé&o fosfato pH 6,8 e 14 mL de hidroxido
de sodio 5M nas 10 horas seguintes. O meio de liberagdo foi mantido a 37°C com
agitacdo de 100 rpm. Aliquotas de 3 mL do meio de liberagdo foram retiradas no
tempo zero e a cada 15 minutos com auxilio de uma bomba peristaltica, e
analisadas por espectrofotometria no ultravioleta a 278 nm. O volume retirado era
posteriormente devolvido para o meio. A partir destes resultados as curvas de
liberagcéo expressas em % de farmaco liberado versus tempo (min) foram plotadas.

As areas sob as curvas correspondendo a 12 h de ensaio de dissolugao

foram calculadas empregando-se o método da regra linear trapezoidal.

4.3. AVALIAGAO DO PERFIL FARMACOCINETICO DO DICLOFENACO DE
sODIO

A formulacdo que apresentou o melhor perfil de liberagdo in vitro
(formulacédo ab) foi selecionada para o estudo. O perfil farmacocinético do
diclofenaco de sodio das microsferas (formulagao teste) foi comparado com o perfil
deste principio ativo de uma formulacdo de referéncia (Voltaren SR75, dragea de
liberagdo controlada). O estudo consistiu de um protocolo de duas sessoes,
separadas por um intervalo de pelo menos 14 dias entre os tratamentos. Para tal, 6
caes sadios da raca Beagle, com um ano de idade, pesando entre 10 e 12 kg foram
selecionados ao acaso e mantidos com agua potavel e comida a vontade até o inicio
da experimentagao. Para adequar o modelo experimental ao estudo farmacocinético
de formulacbes de liberagdo controlada (YAMADA, et al; 1995) os animais
receberam, 30 min antes da administracdo da formulagcdo em estudo, um

comprimido de 2 mg de Loperamida (Imosec®), por via oral, seguido de 10 ml de



52

agua potavel. Em cada sessdo experimental os cdes receberam uma das
formulagbes, em estudo cruzado, em dose unica equivalente a 75 mg de
diclofenaco, administrada por via oral, seguida de 20 ml de agua potavel.

As amostras de sangue (2 mL) foram coletadas da veia safena lateral, em
tubos de vidro contendo EDTA imediatamente antes (tempo 0); e as 0,25; 0,50; 0,75;
1,0; 1,5; 2,0; 3,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0; 12,0; 24,0; 48,0 horas apdés administracdo do
diclofenaco. Estas foram centrifugadas a 4000 rpm (ca. 2000g) por 10 minutos e o
plasma removido e estocado a —20°C até ser usado no ensaio.

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da UFSC — CEUA (Certificado de Credenciamento do Protocolo de
Pesquisa N° 185, Anexo 1) com base nos principios éticos adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagao Animal — COBEA.

As concentragdes plasmaticas de diclofenaco foram determinadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) de fase reversa, com detecgéo
ultravioleta, a 280 nm (BAGBROUGH et al., 1992 e MENDES et al., 1994, com

modificagdes).

4.3.1. Condigoes Cromatograficas

A anadlise cromatografica foi realizada com um sistema para CLAE da
marca Shimadzu Co., Japao, constituido de uma bomba (LC—- 10 AS), detector UV
(SPD-10 A) e integrador (Chromatopac C—R6A). As amostras foram injetadas
manualmente através de uma valvula injetora Rheodyne, modelo 7125 (Rheodyne,
Cotati, CA, EUA) numa coluna analitica de fase-reversa, tipo C18 (Supelcosil 250 x
4,6 mm), precedida de guarda-coluna (20x2mm, Alltech).

A fase movel utilizada foi uma mistura de acetonitrila e acido acético
0,1M/ 38:62. O pH foi ajustado para 5,6 com hidréxido de soédio 5M. A fase mdével,
depois de desgaseificada por ultra-som e filtrada a vacuo em membrana de nylon
com 0,45 um de porosidade foi bombeada de modo isocratico, através da coluna
cromatografica, a um fluxo de 1,2 ml/min, em temperatura ambiente. Uma aliquota
de 80 ul da amostra, obtida apds a reconstituicdo do residuo com 200 ul de

acetonitrila pura, foi injetada no cromatégrafo liquido. Os picos foram analisados por
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detecgéo ultravioleta a 280 nm, sendo a sensibilidade do detector ajustada em 0,005
AUFS.

4.3.2. Preparacao dos Padroes

As solucdes estoque dos padrdoes analiticos foram preparadas em
metanol-agua 50% (v/v). Todas as solu¢des foram mantidas a -20°C, até o momento
da utilizagdo, quando foram deixadas a temperatura ambiente (~22°C) para

descongelar e entrar em equilibrio, antes de serem utilizadas.

4.3.3. Preparo das Amostras

O preparo das amostras foi realizado em tubos de 15 ml, contendo 0,5mL
de plasma livre de diclofenaco contaminado com quantidades conhecidas deste
farmaco (curva de calibragdo) ou amostras de plasma do animal, 100 pl da solugéo
10 ug/ml de indometacina (padréo interno) e 200 ul de solugdo a 5% (v/v) de acido
ortofosférico. Apds a homogeneizagado da mistura as amostras foram tratadas com 4
ml de acetonitrila para precipitar as proteinas, na presenca de 1g de Na,SO, anidro,
agitando-se vigorosamente em vortice durante 1 min. Em seguida, os tubos foram
centrifugados a 4 000 rpm por 10 min, e o sobrenadante foi removido e evaporado
em banho-maria a 37°C sob uma corrente suave de N,. O residuo foi reconstituido
com 200 ul de acetonitrila, centrifugado a 14 000 rpm por 10 min e 80 pl foram

injetados no cromatografo liquido.

4.3.4. Curva de Calibragao

As solucgdes padrao utilizadas na construgdo da curva de calibragdo foram
preparadas contaminando-se plasma livre de diclofenaco obtido do sangue de
animais sadios com quantidades conhecidas deste farmaco (utilizando-se as
solugdes estoques dos padrdes previamente preparadas em metanol 50%). As
concentracdes estabelecidas para a curva de calibragao foram: 0,10; 0,25; 0,50; 1,0;
2,0; 4,0 e 8,0 ug/ml. As solugdes da curva de calibragao e as amostras dos animais

foram extraidas e analisadas pelo mesmo procedimento simultaneamente.
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As concentragdes de diclofenaco foram calculadas pela equagao da curva (reta) de
calibragdo obtida por regressdo linear baseada nos métodos dos minimos
quadrados, considerando-se a razao entre a altura do pico do diclofenaco e a altura
do pico do padréao interno (LAU et al., 1987).

4.3.5. Analise Farmacocinética e Estatistica

As curvas individuais de concentragao plasmatica de diclofenaco em
funcdo do tempo foram obtidas para cada animal, em cada fase do estudo. A
concentragdo plasmatica maxima observada (Cnax) € O tempo necessario para
atingi-la (tmax) foram obtidos a partir de cada curva.

A éarea sob cada curva individual de concentragdo do farmaco versus
tempo de 0 a 24h (AUCjo24) foi calculada usando-se o método trapezoidal. A
extrapolacdo da AUCjg.24; ao infinito (AUCo-) foi obtida pela adigéo do valor Cp4 / ke
a AUCjg24 calculada (onde Cos4 corresponde a concentragdo plasmatica 24 horas
apo6s a administragao do farmaco).

A constante de velocidade de eliminagao terminal de primeira ordem (Ke)
foi estimada pelo calculo da regressao linear, pelo método dos minimos quadrados,
utilizando-se as concentragdes que compdem a fase de decaimento terminal. O
tempo de meia-vida de eliminagéo (t;) foi derivado do K¢ onde ty, = Ln 2 / K.

A analise estatistica empregada para avaliar a biodisponibilidade das
formulagbes baseia-se na metodologia sugerida por STEINIJANS et al. (1991).
Assim, a biodisponibilidade das formulag¢des de diclofenaco de sddio foi analisada
através do calculo das razdes individuais da formulagdo Teste / formulagao
Referéncia (Microsferas / Voltaren SR) para AUCo.24;, AUC[0-], Cmax, t:, € Ke € das
diferengas individuais para tmax, juntamente com as médias e os intervalos de
confianga de 90% (I. C. 90%). A inclusao dos valores dos I. C. 90% para as razdes
percentuais dentro do intervalo de bioequivaléncia de 80 - 125% e a inclusao do
valor “zero” dentro do I. C. 90% para as diferengas, foram as condi¢gdes adotadas
para aceitar-se a bioequivaléncia das formulagdes. Para tal, os parametros
farmacocinéticos foram analisados empregando-se testes paramétricos (ANOVA
para dados nao transformados e transformados por logaritmo) e ndo paramétricos

(teste de Wilcoxon de soma dos escores, de acordo com HAUSCHKE et al., 1990),
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com o auxilio do programa de computador “Bioequivalence Program for two-Period

Crossover Studies”, verséo 3.4, de Herman P. Wijnand.

4.3.6. Validagcao do Método

O intra-ensaio, realizado numa unica bateria, foi idealizado para avaliar a
repetibilidade do método analitico. A precisdo expressa pelo coeficiente de variagao
(%), e a exatidao (%) foram calculadas. Para tal, 5 repeticbes de amostras de
plasma contaminadas com 0,3; 3,0 e 6,0 ug/mL de DFS foram processadas e
analisadas como amostras desconhecidas. Para calcular a recuperagéo (%) do
analito pelo processo de extracdo as respostas obtidas com as amostras acima
foram comparadas com aquelas obtidas com a inje¢cdo de 5 repeticbes de solugdes
padrées de concentracbes equivalentes de DFS, preparadas em metanol/agua a
50% (sem extracéo) e injetadas diretamente no cromatografo.

A variabilidade e a linearidade das curvas de calibracido, preparadas em
cada ensaio, em dias sucessivos, foram calculadas para avaliar a variacdo do inter-

ensaio.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ESTUDOS PRELIMINARES DAS CONDIGCOES DE PREPARAGCAO DAS
MICROESFERAS

O diclofenaco de sédio € um antiinflamatério ndo esteroidal utilizado no
tratamento da artrite reumatdide crénica e aguda. Uma vez que sua meia-vida
bioldgica ocorre 1-2 horas apds administragdo oral, a manutengdo da concentragao
deste farmaco dentro da faixa terapéutica em todo o periodo de 24 horas requer a
administracdo de doses multiplas do medicamento. Além disso, efeitos colaterais
indesejaveis estao relacionados provavelmente as flutuagdes séricas deste farmaco.
Neste sentido, a adesdo do paciente ao tratamento dependeria ndo somente da
simplificagdo do regime de administragdo, mas também da aceitacdo da prépria
medicacdo em termos de tolerabilidade. Diante disso, o desenvolvimento de
preparacgdes de liberacdo prolongada € desejavel, uma vez que o farmaco seria
liberado gradualmente a partir da forma farmacéutica, diminuindo ndo somente o
numero de doses diarias, mas igualmente as flutuagdes plasmaticas causadas pela
liberagcdo imediata de grande quantidade do farmaco. O desenvolvimento de novas
formas de liberacdo, amplamente empregadas na farmacoterapéutica, tem-se
constituido nos ultimos anos, uma estratégia promissora para a melhoria do perfil
biofarmacéutico de medicamentos.

Microcapsulas e microesferas tém sido desenvolvidas com esse objetivo,
utilizando-se diferentes matrizes poliméricas (DEASY, 1984) e uma diversidade de
metodologias. Assim, a estratégia empregada neste trabalho consistiu em
encapsular o diclofenaco de sodio em microesferas preparadas a partir do
acetobutirato de celulose. Este polimero € um éster de celulose disponivel
comercialmente em varios graus de viscosidade em fungdo do seu peso molecular,
que tem sido empregado por sua excelente propriedade de formacgao de filmes
hidrofébicos aplicaveis a microencapsulacao de farmacos. Entretanto, a utilizacdo de
polimeros muito hidrofébicos para a microencapsulagao conduz a obtencao de perfis
de liberacado lentos, pois dificultam a entrada de agua na matriz, dificultando a

dissolugao e posterior difusdo do farmaco. Esta caracteristica foi evidenciada por
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ZANETTI (2001), na utilizagdo de acetobutirato de celulose de diferentes pesos
moleculares (PM 30000 e 70000) na preparacao de microesferas de carbamazepina.
Apesar de que a utilizagdo de um polimero de menor peso molecular tenha
conduzido ao ligeiro aumento da velocidade de liberagao, decorrente da sua maior
permeabilidade, ambos polimeros conduziram a obtencao perfis de liberagdo muito
lentos do farmaco, inadequados a administracao pela via oral.

O acetobutirato de celulose 70000 foi igualmente utilizado por MEDEIROS
e LEMOS-SENNA (2001) na preparagcao de microesferas de liberacdo prolongada
de diclofenaco de sédio. Neste estudo foi utilizado um delineamento fatorial 2° para
avaliar a influéncia de dois fatores de formulag¢ao, concentragcdo do polimero na fase
interna (5% e 10%, p/v) e relagéo farmaco:polimero (1:8 e 1:4), sobre a eficiéncia de
encapsulacdo e sobre o diametro médio das particulas. A eficiéncia de
encapsulagdo do DFS aumentou com o aumento da concentragdo de polimero da
fase interna e diminuiu com a alteragao da relagao farmaco:polimero de 1:8 para 1:4.
Por outro lado o didmetro médio das particulas foi alterado unicamente pela
mudanca da relagcao farmaco:polimero na formulagdo. Em estudos preliminares de
dissolucéo estes autores obtiveram a liberagcao de unicamente 30% do farmaco apés
12 horas de ensaio.

Uma das alternativas que tém sido propostas para contornar os
problemas decorrentes da baixa velocidade de liberagdo de farmacos consiste na
associagao de polimeros para a obtencao de sistemas matriciais. Nas microesferas,
a adicdo de um segundo polimero a fomulagao resulta em modificagdes estruturais e
fisico-quimicas da matriz que conduzem a alteragdes nas caracteristicas de
tamanho, eficiéncia de encapsulacao, velocidade de liberacao e, consequentemente,
nas propriedades biofarmacéuticas do medicamento (YEH et al., 1995; YEH et al,,
1996; KHIRD et al., 1998).

Neste trabalho, um polimero da classe dos poloxameros foi escolhido
como adjuvante para modificar o perfil de liberagcdo do diclofenaco de sédio a partir
das microesferas de acetobutirato de celulose. Os poloxameros sdo copolimeros do
polioxietileno e polioxipropileno, usados primariamente em formulagbes
farmacéuticas como emulsificantes ou agentes solubilizantes. O polioxietileno é o
segmento hidrofilico, enquanto o polioxipropileno € o segmento hidrofébico da

molécula. Todos os poloxameros tém composi¢cao quimica similar, diferindo apenas
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na quantidade relativa de oxido de etileno e propileno e na sua massa molar,
podendo ser empregados pela via oral, parenteral e topica, por serem materiais
atoxicos e néo irritantes (WADE e WELLER, 1994). O Poloxamer 188 (Pluronic F68,
BASF Co.), polimero mais hidrofilico desta classe, foi testado na preparacéo das
microesferas, pois este poderia alterar afinidade da particula pela agua, aumentando
a velocidade de liberagao do diclofenaco de saodio.

A preparagao das microesferas foi realizada pela técnica de emulsificacao
de um solvente orgéanico volatil contendo o polimero e o farmaco em um solvente
nao volatil, seguido da evaporacdo do primeiro. O principal critério para a
microencapsulagcdo empregando a técnica de emulsdo/evaporagdo reside na
selecdo dos solventes das fases interna e externa. Idealmente, o solvente da fase
interna deve ser capaz de dissolver o polimero, entretanto, o farmaco pode se
encontrar tanto dissolvido como disperso na forma de cristais. Segundo WATTS
(1990), para a preparagao de microesferas a partir de ésteres de celulose, a acetona
tem sido amplamente empregada como fase interna, sendo esta emulsificada em
vaselina liquida previamente saturada com o mesmo solvente. A saturagéo do
solvente da fase externa impede a rapida difusao da acetona, evitando precipitacoes
do polimero, além de favorecer a encapsulagao do farmaco (KITAJEMA et al., 1973).
Neste caso, a emulsdo formada pode ser classificada como sendo 6leo em 06leo
(O/0) e ¢é estabilizada pela adigao de um tensoativo com baixo valor de EHL. Assim,
o monooleato de sorbitano 1% p/v (SPAN 80, EHL = 4,3) foi empregado como
agente estabilizante. O diclofenaco de sédio manteve-se solubilizado na fase
interna, nas concentracgdes utilizadas.

Em um estudo preliminar, ABC puro e misturas de ABC e Pluronic F68 em
diferentes proporcdes (9:1, 3:1, 1:1) foram testadas, mantendo-se em todos os
casos a mesma concentracdo total de polimero na fase interna da emulsdo e a
mesma relagao farmaco polimero (1:8). Igualmente, o volume de fase interna e fase
externa, velocidade de agitagdo e temperatura foram mantidos constantes em todas
as formulagdes testadas, para que néao influenciassem nas caracteristicas finais das
microesferas. Este estudo foi realizado com intuito de verificar a viabilidade da
adicdo de Pluronic F68 na preparacdo das microesferas, bem como o efeito da

adicdo do mesmo sobre a velocidade de liberagcao do DFS. Assim, aquela
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concentragdo que produzisse o melhor perfil de liberagdo seria escolhida para
realizacao dos estudos de formulagao posteriores.

Com excecéao da formulagao contendo ABC e Pluronic F68 na proporgao
de 1:1, as outras formulagdes testadas conduziram a formacdo de particulas
esféricas de tamanho micrométrico. Quando a mistura ABC:Pluronic F68 (1:1) foi
empregada, ocorreu a precipitacdo de uma massa polimérica, sendo este efeito
relacionado a elevada concentracdo do polimero hidrofilico na preparacéo. Desta
maneira, pode ser concluido que para a obtencdo das particulas esféricas, o
acetobutirato de celulose deve estar presente em maior quantidade. YEH e
colaboradores (1996), utilizando blendas de PLAGA e poloxameros para preparagao
de microesferas contendo ovoalbumina, evidenciaram este mesmo fenémeno, para
concentragdes de PLAGA menores que 25%.

O teor de farmaco nas microesferas foi determinado conforme descrito em
4.2.3.3.2. A eficiéncia de encapsulagcdo (%) foi calculada relacionando-se a
quantidade de DFS encontrado nas microesferas com a quantidade inicialmente
adicionada as formulagdes. Os valores obtidos de eficiéncia de encapsulacao e teor

de DFS podem ser visualizados na Tabela 6.

Tabela 6. Valores de eficiéncia de encapsulacédo (%) e teor de DFS (mg/100 mg)
obtidos no estudo preliminar.

Formulacao Relagao Eficiéncia de Teor de DFS
ABC:Pluronic encapsulacao (%) (mg/100mgq)
1 1: 0 54,78 6,09
2 9:1 72.09 8,00
3 3:1 75,37 8.38
4 1:1 nd nd

nd: ndo determinado

Em comparagédo com a formulagdo contendo unicamente ABC, a adigao
de Pluronic F68 na formulagdo provocou um aumento na eficiéncia de encapsulagao
e no teor de farmaco nas particulas. Provavelmente, a adicao de Pluronic F68 tenha
levado a formagéo de particulas mais hidrofilicas, aumentando assim a afinidade do

diclofenaco de sédio pela matriz polimérica.
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Figura 4. Perfis de liberacdo do DFS a partir das microesferas preparadas com
proporcdo ABC: Pluronic F68: (m) 3:1, (¢) 9: 1, (A) 1: 0 em tampao fosfato pH 7,5.

Os resultados obtidos no estudo preliminar de liberagdo do DFS a partir
das microesferas preparadas com blendas de ABC e Pluronic F68 em diferentes
proporgdes podem ser visualizados na Figura 4. Nestes resultados pode ser
observado que o emprego de Pluronic F68 conduz a liberagdo mais rapida do DFS,
quando comparado com microesferas preparadas somente a partir de ABC. A
diferenga na velocidade de liberagao proporcionada pela utilizacdo de Pluronic F68
nas formulagdes pdde ser nitidamente visualizada com o aumento da quantidade do
mesmo. Neste caso, enquanto as microesferas preparadas apenas com ABC
conduziram a liberagao de 25% do farmaco encapsulado apds 12 horas de ensaio,
as microesferas preparadas com relacdo ABC:Pluronic 9:1 e 3:1 conduziram a
liberacédo de 30% e 70% do farmaco, respectivamente, no mesmo periodo.

Esses resultados fornecem bons indicativos do potencial que a adigao de
Pluronic F68 apresenta em alterar o perfil de liberagao do DFS, contribuindo ainda
para o aumento da quantidade de farmaco encapsulado. O ajuste da concentragao
de Pluronic F68 em matrizes de acetobutirato de celulose permitiria a modulagdo da
velocidade de liberagdo do farmaco. Entretanto, sendo a formulagdo proposta

destinada a administragcao oral, a utilizagcdo da propor¢ado ABC:Pluronic F68 3:1
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pareceu ser mais adequada para a continuidade deste trabalho, e foi adotada nos

estudos de formulagéo.

5.2. AVALIAGAO DA INFLUENCIA DE PARAMETROS DE FORMULAGAO
SOBRE AS CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DAS MICROESFERAS E
SOBRE A VELOCIDADE DE LIBERAGAO IN VITRO DO DICLOFENACO DE
sODIO

5.2.1. Preparacgao das Microesferas

Conforme observado no estudo preliminar, a adicdo de Pluronic F68 as
formulagcbes conduziu ao aumento na velocidade de liberagdo do farmaco.
Entretanto, no intuito de avaliar estatisticamente o efeito que este parametro, assim
como o efeito que a relagdo farmaco:polimero exercem sobre o teor de farmaco das
microesferas e sobre a velocidade de liberagdo do DFS, um delineamento fatorial do
tipo 2x2 foi realizado, totalizando 4 tratamentos. A quantidade inicial de farmaco tem
sido considerada como um fator influente no perfil de liberacéo e por esta razdo este
segundo parametro de formulagdo foi escolhido na analise estatistica (CHIAO e
PRICE, 1994).

Desta maneira, a relagdo farmaco:polimero foi designada como sendo
fator A e a adigao de Pluronic F68 na fase interna da emulsao foi designada como
sendo fator B. Os niveis inferiores e superiores foram 1:8 (-) e 1:4 (+) para o fator A
e sem adi¢do de Pluronic F68 (-) e com adi¢cdo de Pluronic F68 (+) para o fator B,
respectivamente. As microesferas foram preparadas nas condicbes descritas em
4.2.2.1. Visando a obtencdo de quantidade suficiente de microesferas para a
realizacdo de todos os ensaios, a propor¢cao dos componentes foi aumentada 5
vezes em relacao as formulagdes do estudo preliminar. Para minimizar a influéncia
das variagdes climaticas sobre o processo de formacao das particulas e garantir a
completa eliminagcdo do solvente, a temperatura durante a preparagao foi mantida
em 37 °C.
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5.2.2. Caracterizagao Quimica e Fisico-Quimica das Microesferas

5.2.2.1. Avaliagao da morfologia

A morfologia das microesferas pode ser visualizada nas micrografias
obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) demonstradas nas Figuras 5
e 6. A obtencdo de particulas perfeitamente esféricas foi observada em todas as
formulacdes testadas. Entretanto, diferengas foram encontradas nas caracteristicas
de superficie das particulas em funcao da relacdo farmaco:polimero utilizada e pela
presenca de Pluronic F68. Contrariamente a obtencado de particulas de superficie
lisa e compacta observada nas microesferas preparadas sem a adicao de Pluronic
F68 e relagdo farmaco:polimero 1:8 (Figura 5a), a presenga de cristais,
provavelmente de diclofenaco de sodio, foi vizualizada com o aumento da
quantidade de farmaco adicionada a formulag&o (Figura 5b).

O processo de remogao do solvente volatil envolve a difusdo, a partir da
fase interna para a externa, seguida da sua evaporacao na interface liquido-ar. A
velocidade de eliminagdo do solvente ndo € constante durante o procedimento de
evaporagdo. A medida que é eliminado, as goticulas da emulsdo tornam-se mais
viscosas com o aumento da concentragdo de polimero, levando a formacdo do
estado gel e a concomitante reducédo da velocidade de extragdo do solvente (LI et
al., 1995; BAHL et al., 2000). A velocidade com que ocorre a eliminagdo do solvente
afeta significativamente as caracteristicas de superficie das particulas, tais como
rugosidade e a porosidade (RADWAN et al., 1995). Este efeito foi observado por
ZANETTI (2001) na preparacdo de microesferas de ABC de diferentes pesos
moleculares. A utilizacdo de acetobutirato de celulose de menor peso molecular
conduziu a obtencio de solugdes menos viscosas que proporcionaram a mais rapida
eliminagcdo do solvente e, consequentemente, a obtencdo de particulas mais
rugosas.

A maior rugosidade decorrente da diminuicdo da viscosidade da fase
interna da emulsdo também parece ter sido observada nas formulacbes de
microesferas contendo Pluronic F68. A adigcdo deste polimero conduziu a formacéao
de particulas com superficie mais rugosa (Figura 6), quando comparado com a

superficie das microesferas contendo unicamente ABC (Figura 7). Além disso, uma
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pequena porosidade na superficie pode ser visualizada nas microesferas preparadas
com relagdo farmaco:polimero 1:8 (Figura 6a). Nas microesferas preparadas com
uma relagao farmaco:polimero 1:4, a superficie parece ser bastante rugosa, mas a
presenca de poros nao foi observada (Figura 6b).

Ap0s visualizagdo das microesferas seccionadas transversalmente nao foi
observada a presenca de cristais de diclofenaco de sédio no interior das particulas
(Figura 7). Este resultado esta provavelmente relacionado a obtencao de solugbes
de DFS, nas quais foram empregadas como fase interna da emulsdo. Assim, o
farmaco parece estar dissolvido na sua forma molecular, nas matrizes obtidas tanto
na auséncia como na presenga de Pluronic F68 e em ambas quantidades de
farmaco inicialmente adicionadas as formulagoes.

Por outro lado as micrografias das microesferas demonstraram a
obtencdo de matrizes apresentando uma aparente maior porosidade e
homogeneidade quando unicamente o ABC é empregado na preparagéo (Figura 7b).
Para avaliar a miscibilidade dos dois polimeros e o efeito desta caracteristica sobre
a estrutura da matriz, filmes de ABC puro (Figura 81) e a partir de uma mistura de
ABC e Pluronic F68 na proporcdo de 3:1 (Figura 8II) foram preparados e
visualizados por MEV. Na micrografia obtida a partir do corte transversal do filme
preparado na auséncia de Pluronic F68 (Figura 8lb) observa-se uma camada
compacta apresentando poros menores, enquanto que a micrografia obtida a partir
do corte transversal do filme preparado a partir da mistura de ABC e Pluronic F68
pode-se visualizar a presenca de duas camadas distintas de polimeros, uma
superior mais fina e compacta e uma inferior apresentando poros maiores com
provavelmente maior permeabilidade (Figura 8llb). Esta estrutura de bicamada
parece estar reproduzida nas particulas, conforme visualizado na micrografia obtida
a partir da microesfera seccionada transversalmente. Nesta micrografia observa-se a
presenca de uma camada externa compacta, provavelmente de acetobutirato de
celulose, e de um nucleo interno poroso, sugerindo a formagcdo de uma estrutura
mista de microcapsula e microesfera (Figura 7a). A presencga destas duas diferentes
camadas de polimeros sugere a maior liberagdo do DFS a partir das microesferas.
Desta maneira, a porosidade observada nas particulas seccionadas
transversalmente talvez nao seja o unico fator que definira o perfil de liberacdo do

farmaco.
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Figura 5. Micrografias obtidas por MEV das microesferas de acetobutirato de
celulose preparadas sem a adigdo de Pluronic F68: (a) relagdo farmaco: polimero
1:8 e (b) relagdo farmaco: polimero 1:4.
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Figura 6. Micrografias obtidas por MEV das microesferas de acetobutirato de
celulose preparadas sem a adigdo de Pluronic F68: (a) relagao farmaco: polimero
1:8 e (b) relagdo farmaco: polimero 1:4.
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Figura 7. Micrografias obtidas por MEV das microesferas seccionadas, preparadas:
(a) com a adi¢cdo de Pluronic F68 e relagdo farmaco: polimero 1:4. e (b) sem a
adicao de Pluronic F68 e com relacao farmaco polimero 1:8.
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Figura 8. Micrografias obtidas por MEV de filmes preparados com: (I) ABC puro e (ll)
mistura de ABC e Pluronic F68 na proporgdo de 3:1; (a) superficie do filme e (b)
corte transversal.
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5.2.2.2. Determinagao do diametro médio e da distribuigdo granulométrica

Diversas técnicas de analise podem ser empregadas na determinagao do
diametro médio e da distribuigdo granulométrica de microesferas, destacando-se,
entre elas, a tamisacdo, a medicado em contadores eletrénicos do tipo Coulter e a
microscopia otica ou eletrénica. Dada a grande diferenga entre os fundamentos de
cada uma destas técnicas, o critério da selecdo daquela mais apropriada deve
residir nos parametros de intervalo de tamanho de particula na qual € aplicavel e na
quantidade de amostras disponiveis para analise (VILA JATO, 1997). Tendo em
vista a obtencao de particulas de centenas de micrometros e a pequena quantidade
produzida por lote, o didmetro médio e a distribuicdo granulométrica foram
determinados apds medicédo das particulas visualizadas nas micrografias obtidas por
MEV, empregando-se para medida o diametro de Ferret.

Os valores de diametro médio das particulas, obtidos para cada um dos
lotes de microesferas, encontram-se demonstrados na Tabela 7. A distribuicao
granulométrica das mesmas expressa como frequéncia (%) pode ser observada na
Figura 9. Segundo os resultados obtidos, os valores de diametro médio variaram de

467,7 a 1016,5 um, em funcao das condi¢des de preparagdao empregadas.
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Tabela 7. Valores obtidos na determinacdo do diametro médio e distribuigao
granulométrica das particulas.

Formulagao Diametro médio das Mto
(Fator A/Fator B) particulas (um) (n=3)

1(-1) 657,4
900,8 843,7+165,3
972,96

2 (-1+) 6241
695,25 761,5£179,9
965,17

3 (+-) 567,70
693,86 720,5+167,6
899,8

4 (+/+) 1016,5
465,5 722,4+277 .4
685,2

Fator A: (-) relagao farmaco polimero 1:8; (+) relagao farmaco polimero 1:4.
Fator B: (-) sem adi¢ao de Pluronic F68; (+) com adi¢cdo de Pluronic F68.

A obtencdo de particulas a partir de ésteres de celulose, apresentando
algumas centenas de micrémetros esta de acordo com resultados encontrados na
literatura, quando a acetona e a vaselina liquida sdo empregadas como fase interna
e externa, respectivamente. A obtencdo de particulas com esta magnitude de
tamanho tem sido relacionada a resisténcia oferecida pela elevada viscosidade da
vaselina liquida a ruptura da solugéo aceténica em pequenas goticulas na dispersao
(CHIAO e PRICE, 1994; BHARDWAJ et al., 1995, SILVA e FERREIRA, 1999,
ZANETTI, 2001). Adicionalmente, o didmetro médio das particulas depende da
massa molar do polimero. Esteres de celulose apresentando maior massa molar tem
conduzido a obtengdo de solugdes acetdbnicas de maior viscosidade e,
consequentemente, a obtengao de particulas de maior tamanho (ZANETTI, 2001).

Além disso, pode ser verificada na Tabela 7 uma variagao importante no
diametro médio das particulas preparadas nas mesmas condi¢des. Este resultado
fornece indicativos de que outros fatores relacionados a técnica de preparagao
afetam as caracteristicas finais das microesferas. Entre eles, a velocidade de adi¢céo

da fase interna na fase externa para a formacgao da emulsao, dificiimente controlada



70

em escala laboratorial, pode ter contribuido para a obtencdo das variagcdes

observadas.
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Figura 9. Distribuicdo granulométrica das microesferas. (a) Relagdo farmaco:
polimero 1:8 e (b) Relagao farmaco: polimero 1:4. m sem adicdo de Pluronic F68
com adigao de Pluronic F68.
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5.2.2.3. Determinacdao da eficiéncia de encapsulaciao (%) e do teor de

diclofenaco de sé6dio (mg/100mg) nas microesferas

A eficiéncia de encapsulacéo e o teor de DFS nas formulagdes estudadas
foram determinados conforme descrito em 4.2.3.3.2. O uso de uma mistura de
metanol e diclorometano neste doseamento, em detrimento ao metanol puro que foi
utilizado no estudo preliminar, foi preferido para proporcionar a completa dissolugao
das microesferas, evitando o processo de extracdo prévio do farmaco. A
interferéncia dos polimeros no doseamento do diclofenaco de sodio, no comprimento

de onda utilizado, néo foi verificada como pode ser observado na Figura 10.

L. 000
,_,—-"—'\\-
\
ABS kY
- _\~
i =i ool
nn 200 240 280 320 360

Figura 10. Espectro de varredura de uma solugdo de ABC:Pluronic F68 (3:1) em
diclorometano:metanol (1:1).

Para elaboracao da curva de calibragao foram utilizadas solu¢cdes de DFS
em concentragdes de 5 a 20 ug/mL. A curva de calibragdo, bem como a equagéao da
reta obtida pela regressdo linear e o coeficiente de correlagdo podem ser
visualizados na Figura 11. Na faixa de concentragdo testada foi demonstrada a

linearidade da metodologia utilizada.
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Figura 11. Curva de calibracdo do DFS em diclorometano:metanol (1: 2,5).

Quando a técnica de emulsdo/evaporagédo do solvente é empregada,
varios outros fatores tais como volume da fase interna, tipo e concentragdo de
estabilizante (JANI e GOHEL, 1997), velocidade de remocgédo do solvente e
temperatura (YANG et al., 2000), podem interferir na eficiéncia de encapsulacao e
no teor de farmaco das microesferas. Todos estes parametros de formulagdo foram
mantidos constantes para permitir a avaliagdo do efeito da adigdo de Pluronic F68 e
da relagado farmaco:polimero sobre a encapsulagdo do DFS. Os resultados obtidos
podem ser visualizados na Tabela 8. Como pode ser verificado nesta tabela, a
eficiéncia de encapsulagao e o teor de farmaco nas formulagdes variaram entre 40%

e 70% e 4,5 e 13,0 mg/100 mg, respectivamente.
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Tabela 8. Valores de eficiéncia de encapsulagéo (%) e teor de diclofenaco de sddio
(mg/100 mg) nas microesferas.

Formulacao Eficiéncia de Teor de DFS (mg/100mg)
(Fator A/FatorB) encapsulacéao (%)
1 (-/-) 40,60 4,51
46,16 5,13
45,77 5,08
2 (-/+) 46,62 9,32
43,41 8,68
50,61 10,12
3 (+/-) 70,27 7,80
67,61 7,51
67,83 7,53
4 (+/+) 66,72 13,34
65,87 13,17
65,38 13,07

Fator A: (-) relagao farmaco polimero 1:8; (+) relagdo farmaco polimero 1:4.
Fator B: (-) sem adi¢ao de Pluronic F68; (+) com adi¢cao de Pluronic F68.

A andlise da varianca foi realizada para avaliar o efeito dos fatores
estudados sobre o teor de DFS. Os resultados estdo demonstrados na Tabela 9.
Como pode ser observado, o valor de F é significativo para ambos os fatores (A e B)
e para a interagao entre eles (AB), quando comparado com o valor de F tabelado de
4,07, para um nivel de significancia de 5%. Neste caso, portanto, a mudanca da
relacdo farmaco:polimero de 1:8 para 1:4 alterou significativamente o teor de
farmaco encapsulado, aumentando-o. Esta caracteristica foi também

significativamente aumentada pela adi¢do de Pluronic F68 na formulagéo.
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Tabela 9. Analise de varianga realizada no estudo da influéncia dos fatores de
formulagao sobre o teor de farmaco.

Causas de Soma dos GL Média dos Teste F
Variagao Quadrados Quadrados

A 31,95 1 31,95 187,94*
B 75,71 1 75,71 445,35*
AxB 0,92 1 0,92 5,41*
Tratamento 108,58 3 36,19 212,88
Residual 1,36 8 0,17

Total 109,94 11

A = relagao farmaco:polimero na formulagao (1:8 ou 1:4); B = Adigao de Pluronic
F68 (sem ou com adigdo); A x B = interagdo entre os fatores; GL = graus de
liberdade; F = F calculado; Fia, = 4,07 (o = 0,05).

O aumento observado no teor de DFS das microesferas, com o aumento
da quantidade inicial de farmaco e com a adi¢cao de Pluronic F68, pode ser atribuido
ao fendbmeno de particdo do mesmo entre ambas as fases da emulsdo. No segundo
caso, a adicdo de um polimero hidrofilico aumentou a afinidade do DFS pela fase
interna, aumentando a sua concentragdo em favor da mesma. A influéncia da adi¢cao
de um segundo polimero nas formulagdes sobre o teor de farmaco tem sido relatada
na literatura. YEH e colaboradores (1996) obtiveram um aumento significativo na
quantidade de ovoalbumina encapsulada nas microesferas de PLAGA, com o
acréscimo de Pluronic F127 nas formulagdes. Por outro lado, o decréscimo do teor
de carbamazepina, substancia de elevada hidrofobicidade, foi observado nas
formulacdes preparadas a partir de misturas de acetobutirato de celulose e
polietilenoglicol, quando comparado com os valores encontrados para as
microesferas preparadas unicamente com ABC (ZANETTI et al., 2002). Assim, os
resultados observados para o diclofenaco de sddio reforcam a proposicao do efeito
provocado pela adicdo de um segundo polimero sobre as caracteristicas de
encapsulacao de substancias, estando este relacionado com a natureza quimica de

ambos, polimero e farmaco.
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5.2.2.4. Analise das microesferas por espectroscopia de absorcao no

infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A analise por espectroscopia de absorcdo no infra-vermelho com
transformada de Fourier (FTIR) foi realizada com intuito de avaliar a composi¢ao das
microesferas e a quantidade de Pluronic F68 remanescente nas mesmas,
comparando com a quantidade utilizada para preparacdo das particulas. A
realizagao deste experimento auxiliaria na elucidagao dos mecanismos envolvidos
na liberagdo do DFS a partir das microesferas. Assim, para a constru¢do de uma
curva de calibragao, misturas fisicas de diferentes propor¢cées de ABC:Pluronic F68
foram preparadas e analisadas por FTIR. As relagbes entre as intensidades das
bandas caracteristicas do grupamento carbonila do ABC em 1754 cm™' e do
grupamento CH; em 2870 cm, presente em ambos polimeros, foram determinadas
e plotadas contra a propor¢do ABC:Pluronic F68 presente nas misturas. A curva de
calibragao obtida encontra-se demonstrada na Figura 12. Como pode ser observado
nesta figura, os valores obtidos para curva de calibragdo ajustam-se a uma

exponencial de primeira-ordem.
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Figura 12. Relacédo entre a quantidade de ABC e Pluronic F68 versus a relagao
entre as intensidades das bandas CH e C=0 nas misturas fisicas de ABC e Pluronic
F68.

Os espectros de FTIR obtidos para as microesferas na auséncia de
farmaco sao demonstrados na Figura 13. Nesta figura pode ser visualizada a
presenca das bandas referentes aos grupamentos carbonila do acetobutirato de
celulose e do grupamento CH, presente nos dois polimeros. A banda caracteristica
do grupamento carbonila ndo parece ser afetada pela presenca de Pluronic F68,
sugerindo a auséncia de interagao entre os polimeros da mistura (Figura 13B).

O diclofenaco de sodio apresenta uma banda caracteristica do
grupamento carbonila em 1600 cm™. Entretanto, para que o farmaco n&o
influenciasse na determinacdo da quantidade de Pluronic F68, somente as
microesferas brancas foram empregadas na analise. Os valores da relagdo da
intensidade das bandas CH/C=0 obtidos nas microesferas estdo demonstrados na
Tabela 10.
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Figura 13. Espectros de infravermelho com transformada de Fourier de: (A)
Microesferas brancas de ABC; (B) Microesferas de ABC com adi¢cao de Pluronic
F68; (C) ABC puro; (D) DFS puro; (E) Pluronic F68 puro.
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Tabela 10. Valores das intensidades das bandas de CH; e C=0 e da relagao entre
as intensidades de CH e C=0, obtidas nos espectros de FTIR.

Amostras C-H C=0 CH/CO
1 ABC puro 10,74 15,30 0,70
2 MICagc 30,15 9,80 3,08
3 MICagc 53,54 16.88 3,17
4 MICagc-pLU 200,64 78,63 2,55
5 MICagc-pLU 289,79 135,56 2,14

MICagc: Microesferas preparadas unicamente com acetobutirato de celulose; MICagc.-
pLuU: Microesferas preparadas com a mistura acetobutirato de celulose e Pluronic 3:1.

Como demonstrado na Tabela 10, quando a relagao entre as intensidades
das bandas CH e CO obtidas com ABC puro (amostra 1) e com microesferas
brancas de ABC (amostras 2 e 3) sdo comparados, observa-se um aumento
consideravel neste valor. Visto que o unico componente da preparagdo € o
acetobutirato de celulose, este resultado fornece indicativos de que alguma outra
substancia esta presente nas microesferas. O aumento no valor da relagdo CH/CO
esta relacionado ao aumento da proporgao de grupamentos C-H na mistura e nao de
carbonila, o que descartaria a presenga de residuos de acetona nas particulas.
Entretanto ndo pode ser excluida a possibilidade da presenca de residuos de
vaselina liquida, usada como fase externa, ou do n-hexano, empregado na lavagem
das microesferas. Além disso, a formacao de depressdes, provavelmente produzidas
pela presenca de um liquido, conforme observado nas micrografias das microesferas
de ABC seccionadas (Figura 7), poderia estar associada a penetragao de vaselina
no interior das goticulas da fase interna e/ou das particulas.

Quando as microesferas preparadas com a mistura de ABC e Pluronic
F68 foram analisadas, a obtencido de valores menores para a relagdo das
intensidades entre as duas bandas CH e CO pode estar relacionada com um
fendbmeno de repulsdo da vaselina proporcionada pela presenca de um polimero
hidrofilico. Por outro lado, quando a relacao entre as intensidades das bandas CH e
CO obtidas nas microesferas preparadas na presenca de Pluronic F68 séao
comparadas com aquela obtida para o ABC puro, observa-se um aumento neste
valor sugerindo a presenga do mesmo nas particulas. Entretanto, ndo foi possivel

quantificar o teor de Pluronic 68 nas microesferas por FTIR.



79

5.2.2.5. Anadlise das microesferas por calorimetria exploratéria diferencial
(DSC)

A anadlise por calorimetria exploratéria diferencial (DSC) permite
caracterizar o estado fisico do polimero e do farmaco antes e apds a preparagao das
microesferas, identificar as presenca de polimorfos e verificar a possivel interacéo
entre os componentes. Neste estudo, o DSC foi utilizado como técnica alternativa
para verificar a composi¢cao das microesferas, principalmente no que diz respeito a
presenga ou auséncia de Pluronic F68 nas particulas. Os termogramas obtidos por
DSC a partir das microesferas brancas e contendo diclofenaco de sddio, encontram-

se demonstrados nas Figuras 14 e 15, respectivamente.
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Figura 14. Termogramas de DSC obtidos para as amostras: (A) Pluronic F68 puro;
(B) Microesferas de ABC com adi¢ao de Pluronic F68; (C) Microesferas brancas de
ABC; (D) ABC puro.
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Conforme demonstrado na Figura 14D, o ABC puro apresentou ponto de
fusdo em 170 °C. A diminuicdo do ponto de fusdo deste polimero para 157 °C
(Figura 14C) foi observada nas microesferas, podendo esta variagdo estar
relacionada com a mudanca na forma cristalina do ABC em virtude da técnica de
microencapsulagdo empregada.

O Pluronic F68 apresenta, segundo a literatura uma endoterma de fuséo a
52 °C (WADE e WELLER, 1994), que pode ser também verificada no termograma
obtido para este polimero (Figura 14A). Quando as microesferas preparadas com a
adicdo de Pluronic F68 na fase interna da emulsdo foram analisadas, a endoterma
de fusdo deste polimero apareceu deslocada para 40 °C, e o pico correspondente a
fusdo do ABC apareceu deslocado para 147 °C. O aparecimento do pico
correspondente ao Pluronic F68 indica a presenga deste polimero nas particulas,
sendo que os deslocamentos observados, para ambos polimeros, sugerem
influéncia de um componente em relagdo ao outro na mistura, afetando a forma
cristalina dos mesmos. Adicionalmente, a presenga de Pluronic F68 provavelmente
afeta a estabilidade do ABC, conforme observado na Figura 14B, onde a

degradag&o comega a ocorrer em aproximadamente 160 °C.
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Figura 15. Termogramas de DSC obtidos para as amostras: (A) Microesferas de
ABC contendo DFS na proporgéo 1:4; (B) Microesferas de ABC contendo DFS na
proporgcao 1:8; (C) Microesferas de ABC com adi¢ao de Pluronic F68 contendo DFS
na proporcéo 1:8; (D) Microesferas de ABC com adi¢cdo de Pluronic F68 contendo
DFS na proporgao 1:4.

Conforme descrito na literatura (McEVOY, 2000) e confirmado nestas
analises (termograma ndo mostrado) o DFS apresenta ponto de fusdo em 288 °C.
Uma vez que o acetobutirato de celulose sofre fusdo seguida de degradacéo, a
presenca de DFS nas microesferas nao pode ser detectada por esta técnica. Por
outro lado, o acréscimo de DFS as formulagdes (Figura 15) parece afetar ainda mais
a forma cristalina do ABC, primeiramente produzida pela presencga de Pluronic F68,
conforme pode ser observado na Figura 15D. Nesta figura, é possivel observar a
presenca de duas diferentes formas cristalinas do ABC, entretanto, o pico
correspondente a fusdo do Pluronic F68 ndo € visualizado, indicando que este
polimero provavelmente encontra-se na forma amorfa nas microesferas A

amorfizacdo do Pluronic F68 nas microesferas pode estar relacionada a existéncia
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de uma interagéo entre o farmaco e este polimero.

5.2.3. Avaliacao dos perfis de liberagao in vitro do diclofenaco de sédio a partir

das microesferas

A determinacdo da velocidade de dissolucdo de farmacos apresenta
varias aplicagdes. Os resultados obtidos podem ser empregados com objetivo de:
controlar a qualidade do produto manufaturado assegurando a constancia do perfil
de liberagéo; elucidar a estrutura do sistema bem como os mecanismos envolvidos
na liberagao; ou ainda predizer a conduta deste sistema in vivo.

A liberacdo de um farmaco a partir de uma microesfera consiste na
combinagao de varias etapas de transferéncia do mesmo entre os diferentes sitios
da particula. O farmaco se desloca através da microesfera por meio de um
fendbmeno de difusdo pelos poros ou por entre as cadeias poliméricas alcangando a
superficie até atravessar a camada interfacial em direcdo a fase continua. Se
disperso na matriz polimérica na forma de cristais, necessita ser previamente
dissolvido, sendo a capacidade de hidratacdo da particula importante nestas
situacdes. Consequentemente, a velocidade determinada experimentalmente € o
resultado do conjunto destes processos, embora apenas um seja considerado o
limitante, dominando a cinética de liberagdo. O mecanismo de liberagdo do farmaco
torna-se mais complexo quando a degradacao da microesfera ocorre concomitante
com o fenémeno de difusdo (WASHINGTON, 1996).

O teste de dissolucdo das formulacbes desenvolvidas foi realizado
conforme descrito em 4.2.2.5. Nestes ensaios, foi utilizado como meio de dissolugao,
uma solugao de acido cloridrico 0,1M para as primeiras 2h de ensaio, seguida da
adicdo de uma solucédo tampao fosfato pH 6,8 e de hidréxido de soédio 5M para as
10h seguintes, conforme descrito pela USP XXIIl. A escolha deste meio de
dissolugdo com alteracdo de pH durante o ensaio foi realizada tendo em vista a
variagdo do pH dos fluidos ao longo do trato gastrintestinal, uma vez que as
microesferas sdo destinadas a administracdo oral. Nestas condicbes, o efeito da
adicdo do Pluronic F68 e da relagcdao farmaco:polimero sobre a velocidade de
liberacao do diclofenaco de sddio foram avaliados. Os resultados obtidos no teste de

dissolugdo, expressos em percentagem de farmaco liberado versus tempo (minutos),



83

s&o demonstrados na Figura 16.

Nos perfis de dissolugcio obtidos pode ser observada a baixa liberagao do
DFS nas primeiras duas horas de ensaio. Em meio acido cerca de 5 a 30% do DFS
contido nas particulas é liberado em funcdo da formulagao testada, sendo que as
microesferas preparadas na presenca de Pluronic F68 aparentemente conduziram a
uma maior liberacdo do farmaco. Esta caracteristica tem sido associada a baixa
solubilidade do DFS em meio acido (< 1 mg/mL). Em estudos anteriores, a liberagao
deste farmaco a partir de microesferas de alginato demonstrou ser desprezivel em
acido cloridrico 0,1M (HOSNY et al., 1997, 1998). Assim sendo, a maior quantidade
de farmaco liberada, conforme observado na Figura 16, pode estar relacionada ao
efeito solubilizante proporcionado pela presenga de Pluronic F68 na preparacao.
Finalmente, o aumento do pH do meio de dissolugdo conduziu ao aumento da
velocidade de liberagdao, uma vez que o DFS é altamente soluvel em pH alcalino.

Uma analise da varianga foi realizada para avaliar a influéncia da relagao
farmaco:polimero e da adicao de Pluronic F68 na liberagao do DFS a partir das
microesferas, usando como variavel dependente a area sob a curva obtida nos perfis
de dissolucdo do farmaco em tampao fosfato pH 6,8. Os valores de area sob a
curva, estimados pelo método trapezoidal, e os valores de F, obtidos na analise da

varianga, estdo demonstrados nas Tabelas 11 e 12, respectivamente.
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Figura 16. Perfis de dissolugcdo do diclofenaco de sodio a partir das microesferas
preparadas com (a) relagdo farmaco polimero 1:4 e (b) relagdo farmaco:polimero
1:8. (m) sem adi¢ao de Pluronic F68 e (o) com adicdo de Pluronic F68.
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Tabela 11. Valores de area sob a curva (AUC) das formulagbes, estimados pelo
meétodo trapezoidal.

Formulagao 1(-1) 2 (/+) 3 (+-) 4 (+1+)
AUC 8191,084  11384,75 41128,66  40572,09
832598  16560,57 41570,87  46627,39
8235,944  11020,56  28877,6 4714448

Tabela 12. Analise de varianga realizada no estudo da influéncia dos fatores de
formulacao sobre a AUC.

Causas de Soma dos GL Média dos Teste F
Variacao Quadrados Quadrados

A 0,113959 1 0,1139569 6,0888724*
B 2,7664704 1 2,7664704 147,81628*
AxB 0,0060948 1 0,0060948 0,3256534
Tratamento 2,8865264 3 0,99621754 51,410342
Residual 0,149725 8 0,0187156

Total 0,0362514 11

A = relacdo farmaco:polimero na formulagdo (1:8 ou 1:4); B = Adigdo de Pluronic
F68 (sem ou com adigdo); A x B = interagdo entre os fatores; GL = graus de
liberdade; F = F calculado; Fiap = 4,07 (o = 0,05).

Como pode ser observado, o valor de F calculado é significativo para
ambos os fatores (A e B), mas nao € significante para a interacédo entre eles (AB),
quando comparado com o valor de F tabelado de 4,07, para um nivel de
significancia de 5%. Neste caso, tanto a mudanga da relagdo farmaco:polimero de
1:8 para 1:4 como a adigdo de Pluronic F68 aumentaram significativamente a
liberagcdo do DFS. O efeito do teor de farmaco nas microesferas sobre a velocidade
de liberacao tem sido descrito em termos de quantidade de polimero que age como
barreira a difusdo. O aumento da quantidade de farmaco sem alterar a quantidade
de polimero levaria a mais rapida liberacdo devido a diminuicdo do caminho a ser
percorrido pelo mesmo no interior das particulas (CHIAO e PRICE, 1994, KHIRD et
al., 1995). Entretanto, o efeito preponderante da adigdo de Pluronic F68 sobre a
velocidade de liberacdo do farmaco pode ser nitidamente observado na Tabela 12.
Este fato provavelmente esta relacionado com formacao de poros deixados pela

eluicdo do Pluronic F68 durante o ensaio de dissolugao, facilitando a difusdo do
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farmaco. Estes poros podem ser nitidamente visualizados nas micrografias de
microesferas apds o ensaio de dissolu¢ao (Figura 17). Além disso, ndo deve ser
descartado o aumento do conteudo de agua nas particulas, proporcionado pela
maior hidrofilia do Pluronic F68. Ambos efeitos, aumento da porosidade e do
conteudo de agua, tém sido considerados responsaveis pelo aumento da velocidade
de liberacdo de farmacos a partir de matrizes de poliésteres alifaticos, onde o
Pluronic F68 foi adicionado como segundo polimero (HUATAN et al., 1995, YEH et
al., 1996). Além disso, a relativa imiscibilidade dos polimeros visualizada nas
micrografias obtidas por MEV (Figura 8llb), onde duas camadas poliméricas distintas
foram observadas, pode ter contribuido de modo significativo para a maior

velocidade de liberagdo do DFS a partir das microesferas.

wgn  Oul W ————| hOpm
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Figura 17. Micrografias obtidas por MEV das microesféras apdés o ensaio de
dissolugdo: (a) microesferas preparadas sem a adicdo de Pluronic F68 (b)
microesferas preparadas com a adigao de Pluronic F68.
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A liberagdo do farmaco a partir de sistemas de liberacao modificada tem
sido matematicamente descrita por varios modelos cinéticos (COSTA, 2002). O
modelo mais simples assume que o farmaco € liberado a partir de uma matriz
homogénea com um coeficiente de difusdo constante. De modo geral, é possivel

resumir o modelo de Higuchi a expressao:
F= Ky t'"?

onde F ¢é a fracdo de farmaco liberada no tempo t; e Ky é a constante de liberagao
de Higuchi. Assim, este modelo descreve a liberacdo de um farmaco como um
processo de difusdo baseado na Lei de Fick, dependente da raiz quadrada do
tempo. Esta relagdo, primeiramente proposta por HIGUCHI (1963), pode ser
aplicada para varias formas farmacéuticas.

Entretanto, o modelo que tem sido mais aplicado a liberagao de farmacos
a partir de microesferas € o modelo de Baker-Lonsdale. Este modelo foi
desenvolvido a partir do modelo de Higuchi, e descreve a liberagao controlada de
farmacos a partir de uma matriz esférica heterogénea. O modelo de Banker-

Lonsdale é descrito como sendo:
3/2 [1-(1-F)?*]-F= Kg. t

onde F é a fragdo de farmaco liberado no tempo t; e Kg.| € a constante de Banker-
Lonsdale. Deste modo, um gréfico relacionando a parte esquerda da equacédo e o
tempo sera linear se as condi¢des estabelecidas forem cumpridas, e a constante de
liberacéo k correspondendo a inclinagao da reta.

Finalmente, o modelo proposto por KATZHENDLER e colaboradores
(1997) assume que a liberacdo néo é influenciada pela difusdo interna e externa a
matriz, mas que o passo limitante € a erosao da rede polimérica. O modelo
matematico para matrizes planas, esféricas e cilindricas apresentando erosao

heterogénea € dada pela equacgao:
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onde: M{/M,, corresponde a fragcdo de farmaco liberada durante o tempo t, k, é a
constante de erosao, C, € a concentracio inicial de farmaco na matriz e a, € o raio

inicial das microesferas. O valor de n é 2 para sistemas esféricos.

Tabela 13. Dados de regressao obtidos apds aplicagdo dos modelos de Higuchi,
Baker-Lonsdale e Katzhendler nos perfis de liberacdo do DFS a partir das
microesferas.

Formulagao
(Fator A/Fator B)
Modelo 1 (-I-) 2 (+/-) 3 (-/+) 4 (+/+)
Higuchi (1963) |Y=0,0015x+0 | Y=0,076x+0,| Y=0,0371x- |Y=0,031x+0,1
F=Kyt"? ,0964 0555 0,0933 107

R?=0,9947 | R?=0,9960 | R?=0,9751 R?=0,957

BakerLonsdale Y=2*10" Y=2*107x+ Y=0,0004x+0| Y=0,0004x-

(1974) ®x+0,0021 0,0018 ,0406 0,0141
3/2 [1-(1-F)?7)- R?=0,9853 | R?=0,9947 | R?=0,9991 R?=0,9927
F=Kg..t
Katzhendler Y=- Y=-1*10" Y=- Y=-2*10"
(1997) 7969x+2*10° | ®x+2*107 |278006x+773| x+1*107
M, :1{1_ Kt } R*=0,9641 | R*=0,8935 8 R*=0,7887
M, C.a, R?=0,9824

Fator A: (-) relagao farmaco polimero 1:8; (+) relagdo farmaco polimero 1:4.
Fator B: (-) sem adi¢ao de Pluronic F68; (+) com adi¢gao de Pluronic F68

Os coeficientes de correlacdo obtidos apds a linearizacdo dos perfis de
dissolucdo das formulacbes testadas, pelos trés modelos matematicos descritos
acima, sdo demonstrados na Tabela 13. Estas linearizagdes foram unicamente
obtidas a partir dos dados de liberagdo do DFS em tampéo fosfato pH 6,8, uma vez
que para a aplicagdo destes modelos matematicos devem ser obedecidas as
condigdes sink, onde a solubilidade do farmaco no meio ndo € um fator limitante
para a dissolucdo. Conforme observado na Tabela 13, os valores de coeficiente de

correlagdo obtidos com os modelos de Higuchi e Baker-Lonsdale indicam que o
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fendbmeno de difusao é responsavel pela liberacdo do DFS a partir das microesferas
em tampao fosfato pH 6,8, tanto para aquelas preparadas na auséncia como na
presenca de Pluronic F68. Este resultado € claramente demonstrado apds avaliagéao
dos dados de correlacao obtidos pela aplicacdo do modelo de KATZHENDLER et al.
(1997). Os baixos valores de coeficiente de correlacdo obtidos descartam o
fendbmeno de erosdao como sendo um processo limitante. Entretanto, é possivel
considerar que a eluigdo do Pluronic F68 tenha ocorrido em meio acido, nas
primeiras duas horas de ensaio. Neste caso, o Pluronic F68, polimero hidrossoluvel,
seria eliminado das microesferas deixando poros na matriz que facilitaria a difusao
do DFS. Este fendbmeno auxiliaria na elucidagao da maior velocidade de dissolugao
do DFS a partir das microesferas preparadas a partir da mistura de acetobutirato de
celulose e Pluronic F68.

O conjunto de resultados indica que a maior velocidade de dissolugao do
DFS ocorre quando as microesferas sdo preparadas com relagao farmaco:polimero
1:4 e com adicdo de Pluronic F68 (Formulacdo 4). Nenhuma das formulacdes
apresentou um perfil de dissolugdo proximo daquele obtido a partir do VOLTAREN
SR75, forma farmacéutica de liberagdo prolongada do DFS comercialmente
disponivel. Este forma farmacéutica apresentou uma liberacdo préxima a 50% no

final do ensaio de dissolugéo (Figura 18).
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Figura 18. Perfis de dissolugéo do diclofenaco de sodio a partir de: (o) microesferas
preparadas com relacdo farmaco:polimero 1:4 e adicdo de Pluronic F68; (A)
Voltaren SR 75.

5.3. AVALIACAO DO PERFIL FARMACOCINETICO DO DICLOFENACO DE
sSODIO

A administragdo de um farmaco contido numa forma farmacéutica tem por
finalidade obter um efeito farmacoterapéutico. A resposta bioldgica, apdés a
administracdo do medicamento, é consequéncia de uma interagao entre o farmaco e
os receptores celulares ou sistemas enzimaticos. A magnitude com que ocorre esta
resposta esta relacionada com a concentragdo do farmaco que alcanga o sitio de
acao que depende, por sua vez, da extensdo com que ocorre a sua absorgao,

distribuicado e eliminagéo no organismo (ANSEL et al., 1995).
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As etapas desde a administracdo do farmaco até a obtencdo do efeito
farmacolégico podem ser divididas em trés fases: a fase biofarmacéutica
(disponibilizacdo da substancia ativa ao organismo); fase farmacocinética (absorgao,
distribuicdo, metabolizacdo e eliminagcdo do farmaco); e a fase farmacodinamica
(resposta resultante da interagdo do principio ativo com o receptor) (LE BLANC et al,
1997).

A farmacocinética, segundo Wagner (1975), é o estudo das velocidades
de troca das concentragdes de farmacos e seus metabdlitos nos fluidos bioldgicos,
tecidos e excretas, representados pela construcdo de modelos adequados para a
interpretacéo de tais resultados.

No ramo da farmacocinética, a biodisponibilidade €& definida como a
quantidade relativa de substancia ativa, absorvida a partir de uma forma
farmacéutica, que atinge a circulacéo sistémica (LE BLANC et al., 1997). E avaliada
por meio de parametros farmacocinéticos capazes de estimar a velocidade e a
extensdo (quantidade) de uma forma farmacéutica que, sendo absorvida a partir de
uma via de administragdo, se torna disponivel no organismo (SHARGEL e YU,
1993).

Numerosos pesquisadores tém demonstrado que a biodisponibilidade de
farmacos contidos em formulagcbes farmacéuticas pode ser muito variada. Tal
variabilidade, geralmente resultante de problema na absor¢éo do farmaco, pode ter
implicagdes terapéuticas relevantes para o paciente, diante da possibilidade de
reduzir o efeito terapéutico ou produzir efeitos téxicos (CARCAMO, 1982). Por isso a
importancia dos estudos de biodisponibilidade, para determinar-se o padrdo de
absorg¢ao do farmaco a partir da formulagao farmacéutica.

No desenvolvimento de formas farmacéuticas de liberagdo prolongada,
em especial, os estudos de biodisponibilidade sdo importantes para determinar a
velocidade com que o farmaco esta sendo liberado da mesma, e se a quantidade
que esta sendo disponibilizada ao organismo é suficiente para produzir o efeito
terapéutico desejado. Neste sentido, os fatores que podem interferir na absorgao do
farmaco podem estar relacionados principalmente a deficiéncia na liberacdo da
substancia ativa, causada por problemas na formulacdo devido a aplicagao

inadequada da tecnologia de obtencédo da forma farmacéutica (CARCAMO, 1982).
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O FDA estabelece que a biodisponibilidade in vivo de uma dada
formulacdo farmacéutica pode ser determinada pela medida dos niveis plasmaticos
da molécula do farmaco, componente ativo ou metabdlitos ativos em fungcédo do
tempo, ou através da quantificacao de algum efeito farmacolégico agudo (Food and
Drug Administration, 1993).

A biodisponibilidade de um novo produto farmacéutico (formulacgao teste)
pode ainda ser comparada com a biodisponibilidade de um produto padrao
(formulacao referéncia), cuja seguranga e eficacia clinica tenham sido amplamente
evidenciadas. Neste aspecto, para determinar a biodisponibilidade e estabelecer a
bioequivaléncia de produtos farmacéuticos que sejam administrados em esquema de
dose unica, os parametros farmacocinéticos seguintes sdo recomendados. Em
ordem de importancia temos:

- Area sob a curva de concentragéo do farmaco versus tempo (AUC);

- Concentragdo maxima atingida no plasma (Cmax);

- Tempo necessario para atingir a concentragdo sanguinea maxima (tmax);
- Meia-vida de eliminacao terminal do farmaco (t1,2);

- Constante de eliminagao terminal (Ke).

A analise estatistica comparativa entre as formulagbes (teste x
referéncia), em relagdo aos trés parametros farmacocinéticos padroes (AUC, Cnax ©
tmax), € requisito fundamental, e quase sempre suficiente, para que se possa concluir
sobre a biodisponibilidade relativa e bioequivaléncia de produtos farmacéuticos,
avaliadas quanto a velocidade e a extensao da absorgdo do farmaco em estudo
(HAUSCHKE et al., 1990; STEINIJANS et al., 1991; SALMONSON, 1996). Neste
aspecto, a area sob a curva de concentragao do farmaco versus tempo (AUC) é um
parametro adequado para a medida da extensdo da absorcdo, enquanto que no
caso de formulagdes de liberagdo imediata, a concentragdo maxima atingida no
plasma (Cnax) €/0u 0 tempo em que esta ocorre (tmax) pode caracterizar a velocidade
de absorcéo (STEINIJANS, et al., 1991).

De acordo com as recomendacgdes internacionais, aceitas por amplo
consenso, um produto farmacéutico teste € bioequivalente a outro, tido como
referéncia, quando a razdo entre as médias destes parametros (teste/ referéncia)
ndo exceder o limite de + 20%, considerando-se um intervalo de confianga (IC) de

90%, com os dados baseados na distribuicdo de t de Student. O limite de + 20%,
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compreende o intervalo de confianga da média das razdes individuais entre 0,80-
1,25, para cada parametro, ou seja, entre 80-125%, quando as médias dos
parametros farmacocinéticos sdo expressas pelas razdes percentuais (SCHALL et
al., 1994). Assim, para a avaliagdo de bioequivaléncia, sdo recomendados métodos
estatisticos que se baseiam no calculo das razdes individuais teste/referéncia, para
os parametros Cnax € AUC, e das diferengas individuais para tmax, juntamente com
as médias aritméticas (dados ndo transformados) ou médias geométricas (dados
log-transformados) e os respectivos intervalos de confiangca de 90%. Com base
nesta analise, a inclusdo do IC 90% das médias das razées individuais relativas (%)
dentro do intervalo 80-125%, para o Chax € a AUC, e a inclusao do valor “zero”
dentro do IC 90% para as diferengas de tmax, S80 as condigdes requeridas para que
se possa concluir pela bioequivaléncia de produtos farmacéuticos. Finalmente, para
a anadlise estatistica, o emprego de testes paramétricos (ANOVA para dados né&o
transformados e transformados por logaritmo) e ndo-paramétrico (teste de Wilcoxon
de soma dos escores, de acordo com HAUSCHKE et al, 1990), tém sido os mais
recomendados.

Os estudos de bioequivaléncia realizados com voluntarios sadios sao os
preferidos. Entretanto, o estudo com humanos, em geral s&o dispendiosos demais
para que sejam empregados em larga escala. Nestas circunstancias, a escolha de
um modelo animal pode oferecer inumeras facilidades, como disponibilidade e
custos mais baixos. A despeito das controvérsias que existem sobre o uso de
modelos animais de biodisponibilidade sua utilidade ja foi comprovada. Neste
aspecto a escolha da espécie € naturalmente essencial, dado que importa escolher
um animal cujas caracteristicas fisiologicas e de metabolismo sejam o mais
assemelhado possivel aquelas do homem. O cdo e o coelho sdao os animais
utilizados com maior freqiéncia (LEBLANC, et al., 1997). Por maior disponibilidade e
viabilidade econdmica, o cao foi 0 modelo animal escolhido para realizacdo deste
trabalho. Além disso, HOSNY e colaboradores (1997 e 1998) utilizaram caes da raca
Beagle para realizacdo de estudos farmacocinéticos de formulagdes de liberagao
prolongada contendo diclofenaco.

Embora os cédes da ragca Beagle sejam constantemente usados como
modelo animal para avaliar a biodisponibilidade de farmacos, nem sempre se

observa boa correlagio com a biodisponibilidade em humanos. Algumas
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discrepancias entre cdes e humanos quanto a biodisponibilidade de farmacos
administrados por via oral, tém sido atribuidas a diferengas na fisiologia do trato
gastrintestinal entre as duas espécies, em particular, diferengas no volume de
secrecao de acido gastrico e na motilidade do trato digestivo. Neste sentido, a
velocidade de esvaziamento gastrico e do transito gastrintestinal tem se mostrado
um fator determinante na avaliacdo da biodisponibilidade de formulagbes de
liberacao prolongada. YAMADA e colaboradores (1995) demonstraram que os caes
apresentam uma velocidade de transito gastrintestinal maior que a dos humanos,
isto é, esvaziam o trato digestivo mais rapidamente. Assim sendo, para a validagao
do modelo tem sido proposto uma modificagdo da fisiologia do trato digestivo do céo.
Entre as varias proposi¢des, o aumento do tempo de esvaziamento gastrico e a
reducdo do peristaltismo pela administracdo de Loperamida tém se mostrado
bastante apropriados. Por esta razao, pré-tratamos os cdes com um comprimido de
2 mg de cloridrato de loperamida, por via oral, 30 min antes da administragdo do

diclofenaco.

5.3.1. Determinagao Cromatografica de DFS em Plasma de Cao. Padronizagao e

Validacao do Método.

O método de HPLC com deteccdo ultravioleta que padronizamos e
validamos para a determinacdo de diclofenaco tem como base alguns métodos
descritos na literatura por SANTOS e colaboradores (1992), e GIAGOUDAKIS e
MARKANTONIS (1998). Entretanto, o processo de extragcdo foi particularmente
desenvolvido para este método.

Os métodos de detecgao por absorvancia no ultravioleta (UV) geralmente
sao bastante simples e praticos, sendo a sensibilidade da técnica pouco influenciada
por mudancgas nas condi¢des ambientais de temperatura e de umidade. Por estas
razdes, o uso destes meétodos apresenta vantagens sobre outros, quando um
controle rigido destas variaveis ndo pode ser adotado (GUIMARAES & COLLINS,
1993).

O método que desenvolvemos e padronizamos para a analise de DFS, a
semelhanga de algumas metodologias citadas anteriormente, combina o uso de

reagentes de facil aquisicdo, fase movel de composi¢cdo simples e extragao
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relativamente facil. Ainda, os reagentes e solventes utilizados apresentam as
vantagens de terem baixo custo, facil acesso, estabilidade a temperatura ambiente,
baixa volatilidade, alto grau de pureza, baixa absor¢cdo de luz ultravioleta e baixa
toxicidade.

O DFS e a IND presentes nas solugdes padrao mantidas sob refrigeragéao
mantiveram-se estaveis durante todo o periodo do ensaio, como comprovada pela
injecdo no cromatografo de aliquotas destas solugdes em cada corrida e analise
comparativa das areas dos picos de cada sesséo.

No tratamento das amostras foram testados varios solventes incluindo
acetato de etila, acetonitrila e diclorometano em plasma acidificado com &acido
acético ou acido fosforico. A precipitacdo de proteinas com acetonitrila e a
acidificagdo com acido fosforico apresentou o melhor resultado para a analise do
DFS. Além disso, a adigao de sulfato de sddio anidro para saturar a fase aquosa
diminuiu a interferéncia de picos de compostos enddgenos do plasma.

A analise por HPLC em fase reversa e detecgdo por UV permitiu a
separagao adequada do DFS e da indometacina (P.l.) em amostras de plasma de
cao. A Figura 19 apresenta exemplos de cromatogramas obtidos nestas condi¢des,
para: (a) uma amostra de plasma branco; (b) plasma branco contaminado com DFS
na concentracdo de 2,0 ug/mL; e (c) plasma obtido de cdo 30 min apds a
administracao oral de 75 mg de DFS na forma de microesferas. Nestas condi¢des,
uma corrida cromatografica se completava em 15 min com tempos de retengédo de
11 e 13,5 min para o diclofenaco e indometacina (P.l.), respectivamente.

As curvas de calibragdo calculadas por regressao linear apresentaram
boa linearidade na faixa de concentragdes de DFS adicionadas ao plasma de céo
(100, 250, 500, 1000, 2000, 4000 e 8000 ng/mL), sendo os coeficientes de
regressao linear (r) iguais ou maiores que 0,958. A Figura 20 mostra a curva de
calibracido média para o DFS nas condi¢gbes acima mencionadas.

Os limites de deteccdo (LOD) e de quantificagdo (LOQ, com CV < 20%)
foram de 0,05 e 0,1 pug/mL, respectivamente. Assim, a sensibilidade do método
mostrou-se adequada e suficiente para o objetivo pretendido, pois €& possivel

quantificar concentragdes superiores a 0,1 ug/mL para este farmaco.
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Figura 19. Exemplos de cromatogramas obtidos por HPLC. (a) amostra de plasma
branco; (b) plasma branco contaminado com DFS na concentragao de 2 ug/mL; (c)
plasma obtido de cdo 30 min apds administragcdo oral de 75mg de DFS na forma de
microesferas.
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Figura 20. Curva de calibragdo média obtida em plasma de cédo para o DFS na
analise por HPLC. Cada ponto representa a média = D.P.

A variabilidade do método, avaliada através do calculo da precisdo no
interensaio e no intra-ensaio, juntamente com os valores de recuperagcdo e da
exatiddo no intra-ensaio, sdo mostrados nas Tabelas 14 e 15. Os valores de
coeficiente de variagao (C.V.%) obtidos no interensaio foram de : 14,2; 15,3; 9,3; 6,2;
5,5; 3,2 e 1,0%, para as concentragdes plasmaticas de 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0;
8,0 ug/mL de DFS (Tabela 14). Nota-se que os coeficientes de variabilidade mais
altos sdo observados com as menores concentragdes, enquanto que estes valores
decrescem a medida que as concentracbes aumentam.

A variagado no intra-ensaio, determinada pela analise de cinco amostras
de plasma de cada concentragdo (0,3; 3,0 e 6,0 ug/mL) dentro de uma mesma
corrida, originou os seguintes valores de coeficiente de variagao: 12,0; 2,7 e 6,1%
para o DFS (Tabela 15). Para estas mesmas amostras, a exatiddo do intra-ensaio,

expressa em porcentagem (%) foi de 139,2 + 16,8; 93,5 + 2,5 € 89,2 + 5,5 % (média
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+ DP), respectivamente. Ainda neste ensaio, o procedimento de extracdo com
acetonitrila assegurou uma recuperacéo (% de farmaco extraido) de 74,4 + 11,8;
57,8 + 2,0 e 55,5 + 2,3% (média + D. P.), respectivamente para as concentragdes de
DFS acima citadas. O coeficiente de variacao (C. V. %) e a recuperacgao do padrao
interno (IND, 2 ug/mL) foi de 2,92% e 51,7 £ 1,5% (média + D. P.), respectivamente
(Tabela 15).

Todos os valores dos coeficientes de variagao encontrados nos 2 ensaios
de validagdo do método séo inferiores ao limite de 15%, considerado aceitavel para
a validagdo de métodos analiticos por inUmeras agéncias reguladoras (como
recomendado em SHAH et al., 1992).

A recuperagédo analitica pela extragdo com acetonitrila, tanto do DFS
quanto do padrao interno (IND) foi superior a 50%. Estes valores estdo dentro do
limite aceitavel, especialmente por se tratar de extracdo de farmaco em material
biolégico (plasma). Embora seja desejavel obter-se valores de recuperagcédo tao
préximo quanto possivel de 100%, isto ndo é necessario para fornecer boa precisao
e exatidao se uma deteccado adequada pode ser atingida (KARNES et al., 1991).

Os compostos analisados mantiveram-se estaveis em solugbes de
metanol/agua 50% e em plasma mantidos sob refrigeracao entre 4 e 8°C, por um
periodo superior a um més. Quanto a indometacina, cuidados foram tomados para
evitar-se a exposicdo a luz intensa ou a temperaturas superiores a 45°C, pois pode

decompor-se.
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Tabela 14. Calculo do coeficiente de variagao do interensaio para o diclofenaco de
sédio (DFS) e indometacina (IND) obtido em plasma de cdo na analise por HPLC.

Concentragcao Concentragao obtida (ug/ml)
adicionada

Média+D.P.(n) C. V. (%)
DFS
0,1 0,14 + 0,02 (9) 14,2
0,25 0,30 + 0,05 (8) 15,3
0,5 0,53 £ 0,05 (9) 9,3
1,0 1,03 £ 0,06 (9) 6,2
2,0 2,02+£0,11(9) 3,9
4,0 4,02+0,13 (9) 3,2
8,0 8,0 £ 0,08 (4) 1,0

D. P. = Desvio Padrao, n = numero de amostras, C. V. = Coeficiente de Variagao, C.
V. (%) =D. P./Média x 100.
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Tabela 15. Calculo do coeficiente de variacdo do intra-ensaio e da porcentagem de
recuperacado para o diclofenaco de sodio (DFS) e indometacina (IND) obtido em
plasma de cio na analise por HPLC.

Recuperagéao Precisao
Concentracao :
. Conc. Obtida Exatiddo (%)
adicionada
Média+D.P. (ug/ml,n=5) C.V. Média = D. P.
(ug/ml) . :
Média = D. P. (%)
DFS
0,3 744 +11,8 0,42 + 0,05 12,0 139,2 + 16,8
3,0 57,8+2,0 2,8 +0,08 2,7 93,5+2,5
6,0 55,6+2,3 5,4 +0,33 6,1 89,2+5,5
Média = D. P. 62,56 + 10,9 107,3 + 25,3
INDO (P. )
2,0 51,7+1,5 29

(a) = Indometacina (P. |.), padrao interno; D. P. = Desvio Padrao; C. V. = Coeficiente
de Variagao; n = numero de amostras.
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5.3.2 Aplicagcao do Método na Avaliacao da Biodisponibilidade do DFS em

Caes.

O ensaio de biodisponibilidade foi realizado conforme descrito em 4.3. A
adiministracdo oral de 75 mg de DFS na forma de microesferas foi bem tolerada
pelos caes, ndo sendo observados efeitos adversos apds o tratamento. Porém, apos
a administracao oral da formulacao referéncia (Voltaren SR 75), dois caes vomitaram
durante o ensaio, e apresentaram diarréia e sangue nas fezes. A auséncia de efeitos
adversos com a administracdo das microesferas pode estar associado a menor
biodisponibilidade encontrada para estas formulagdes quando comparada a
biodisponibilidade do Voltaren SR. Por outro lado, a injuria do trato gastrintestinal
com o aparecimento de nausea, vomitos, diarréia, sangramento e ulcera esta entre
os efeitos colaterais mais frequentes dos antiinflamatérias nao-esteroidais em
diferentes espécies animais (HAWKEY, 1994).

Os principais parametros farmacocinéticos derivados das curvas de
concentracdo sérica de DFS versus tempo e analisados na comparagdo das
biodisponibilidades das microesferas (teste) e do Voltaren (referéncia) sao
apresentados na Tabela 16. Como pode ser observado nesta tabela, as médias
geométricas e os respectivos intervalos de confianga de 90% das razdes da AUCjg.24
foram de 20,4 ug/mL.h (17,0 — 24,6) para as microesferas, e de 33,5 ug/mL.h (26,0 —
43,1) para o Voltaren. Os valores de AUC..,; foram de 22,3 pyg/mL.h (18,7-26,6) e
35,5 ug/mL.h (27,9 — 45,3), respectivamente para as microesferas e para o Voltaren.

A andlise estatistica paramétrica revelou que a média geométrica das
razdes individuais Teste/Referéncia (Microesfera/Voltaren) foi de 61,0% (I.C. 90% =
50,6 — 73,5) para AUCp-24) € 62,8% (I.C. 90%= 53,2-74,2) para a AUCjo..; (Tabela
17). Como observado, estes valores ndo estao incluidos no intervalo de 80 - 125%,
proposto por inUmeras agéncias de regulamentacado (ANVISA, FDA - Food and Drug
Administration, 1993). Estes resultados revelam que a formulagcdo na forma de
microesferas apresenta as AUCs com aproximadamente 65% dos valores das AUCs
do Voltaren (Formulacdo referéncia), denotando uma menor biodisponibilidade da
formulacéao teste, ndo sendo portanto bioequivalente a formulagao referéncia quanto

a extensao da absorcao do DFS.



102

HOSNY e colaboradores (1997) trabalhando no desenvolvimento de
microesferas de alginato de sédio e de carboximetilcelulose sodica contendo 100 mg
de DFS e obtiveram AUC|o24 de 48,99 *+ 11,07 pg/mL.h e 39,82 + 26,61 pg/mL.h,
respectivamente. Ja a AUCp-24) do Voltaren Retard 100, utilizado como referéncia, foi
de 83,02 £ 18,31 pg/mL.h. Os resultados descritos por estes autores apontam na
mesma dire¢do dos resultados por nds obtidos, ou seja, para uma diminuigdo da
biodisponibilidade da formulacdo de microesferas em relagdo ao comprimido, tido
como referéncia. Neste sentido, a reducdo na biodisponibilidade da microesfera
pode estar relacionada ao processo de liberagao in vivo da substancia ativa a partir
destas particulas, embora os resultados obtidos nos estudos in vitro apontam em
direcao oposta.

Entretanto, resultados na direcdo oposta, isto €, com aumento da
biodisponibilidade do farmaco da formulacéo teste em relacdo a referéncia, também
podem ser encontrados. HOSNY e colaboradores (1998) avaliaram a
biodisponibilidade do DFS em caes da raca Beagle, a partir de microesferas de
Eudragit L100. Obtiveram uma biodisponibilidade de 197,54% relativa ao Voltaren
(comprimido revestido contendo 50 mg de DFS, utilizado como referéncia).

A média geométrica das razées de Cnax para as microesferas foi de 3,04
(IC 90%= 2,11 - 4,37) e para o Voltaren foi de 5,59 (IC 90%= 3,49 - 8,95), e equivale
a 54,4% (1.C.90%= 35,8-82,4) da média da referéncia (Analise paramétrica). Neste
sentido, o parametro Cnax teve um comportamento semelhante a AUC, isto é,
apresentou redugao da biodisponibilidade da formulacdo de microesferas (teste) em
relacdo ao comprimido de Voltaren (referéncia).

Por outro lado, a mediana de tn.x foi de 3,0 horas para ambas as
formulacdes (faixa de valores de 0,5 - 6,0 para microesferas e 3,0 - 6,0 para
Voltaren) (Tabela 16). Neste caso, O intervalo de confianga da média aritmética das
diferengas individuais de tmnax (Microsferas — Voltaren) inclui o valor “zero”. Embora
nao se possa concluir sobre a bioequivaléncia de formulagao farmacéutica com base
unicamente no valor de tyax, 0 fato deste parametro nao diferir entre as formulagcées
pode sugerir, em parte, que as microesferas apresentam caracteristicas de liberagao
prolongada. De fato, formulagbes de liberagcdo imediata apresentam tmax proximo a 1
hora (McEVOY, 2000).
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Em estudos de biodisponibilidade/bioequivaléncia os trés parametros
essenciais, AUC, Cnax € tmax, precisam ser bioequivalentes, ou seja, ter
biodisponibilidade semelhante para concluir-se sobre a bioequivaléncia de
formulacbes farmacéuticas. AUC e Cnax, parametros que avaliam a intensidade
(extensao) da absorgéo, apresentou uma menor biodisponibilidade do diclofenaco de
sodio a partir das microesferas do que a partir do Voltaren.

Quanto a velocidade de absorcdao do farmaco, representada pelo
parametro tnax, este foi similar para ambas as formulagbes (teste x referéncia),
permitindo-nos concluir pela bioequivaléncia deste parametro. Entretanto, este dado
€ considerado insuficiente para concluir-se sobre a bioequivaléncia de formulacdes
farmacéuticas.

A extensdo da absorg¢ao do diclofenaco de sédio foi menor a partir das
microesferas do que a partir do Voltaren, como determinado pela AUC e Cmax. A
obtencdo de concentragcdes mais elevadas de DFS apds a administracdo de
Voltaren pode explicar o aparecimento de efeitos colaterais nos caes tratados com
esta ultima formulagao, efeitos que ndo foram observados com a formulagdo em
microsferas.

Os parametros relacionados a eliminagdo do DFS nestes ensaios (Ke e
t12), como observado, apresentam as médias geométricas das razdes individuais
teste/referéncia incluidas no intervalo de bioequivaléncia de 80 - 125%. Entretanto,
os valores dos intervalos de confianga de 90% destes pardmetros excedem os
limites inferiores e superiores do intervalo acima indicado (80—-125%) (Tabela 17).
Estes resultados sugerem a necessidade de aumento do numero de animais para
reduzir a variabilidade e podermos concluir sobre a bioequivaléncia destes
parametros farmacocinéticos.

A Figura 21 ilustra as curvas das médias das concentragbes plasmaticas
em fungdo do tempo para o DFS, a partir das microesferas e do Voltaren, nas
condigdes ja descritas. Como pode ser observado, o perfil das curvas obtido a partir
das duas formulagcbes apresentam padrbes diferentes. Com relacdo a curva do
Voltaren, observam-se concentracdes mais elevadas de DFS entre 2 e 8 horas apds
sua administracdo, enquanto o perfil da curva de DFS a partir das microesferas

parece apresentar um duplo pico de liberacao.
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Tabela 16. Parametros farmacocinéticos obtidos em estudo de biodisponibilidade
realizado com 6 caes da raca Beagle, apos a administracdo oral de 75 mg de
diclofenaco de so6dio em capsulas de microesferas (formulagcdo teste) ou

comprimidos de Voltaren SR75 ® (formulagéo referéncia).

Parametros

Teste

Microesferas

Referéncia
Voltaren SR75%

AUC g 4 (g h mIF1)
Média geométrica

I. C. 90%

AUC_., (ug h mIF1)
Média geométrica

I. C. 90%

Cmax (ug/ml)
Meédia geométrica

I. C. 90%

Ke (h-1)

Média geométrica

I. C.90%

t, (h)

Média geométrica

I. C. 90%

tmax (h)

Mediana

Faixa de valores

20,4
17,0 - 24,6

22,3
18,7 — 26,6

3,04
2,11 -4,37

0,177
0,135 - 0,231

3,923
2,997 - 5,134

3,0
0,5-6,0

33,5
26,0 -431

35,5
27,9-453

5,59
3,49 — 8,95

0,187
0,126 - 0,277

3,708
2,501 - 5,498

3,0
3,0-6,0

IC. - Intervalo de Confianca.
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Tabela 17. Analise estatistica das razoes individuais da AUC[0-48], AUC[0-x],
Cmax, Ke e tis, e das diferengas individuais de tmax entre as duas formulagdes de
diclofenaco de sodio (microesferas e Voltaren SR75%), em estudo de

biodisponibilidade/bioequivaléncia.

Microesferas/ Analise paramétrica
Voltaren

Média geom. l. C. 90%
AUC,
% Razéao 61,0 50,6 — 73,5
AUC o
% Razéo 62,8 53,2-74,2
Cmax
% Razéao 54,4 35,8-82,4
Ke
% Razao 94,7 55,6 — 161,3
t1,
%Razéo 105,8 62,1 —-180,2
tmax )
Diferenga (h) -0,75* -2,2-05

Microesferas = Formulagao teste, Voltaren = comprimidos (Formulagao referéncia);

I. C. - intervalo de confianca.

( *) Analise Nao-parametrica: ( **) Ponto estimado
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Figura 21. Curvas das concentragcbes plasmaticas de DFS em fungdo do tempo
(Média + EP.), obtidas em caes da raga Beagle apos a administragdo oral de 75 mg
de diclofenaco de sédio na forma de (e) microesferas ou (A ) Voltaren. Analise por

HPLC.
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CONCLUSOES

A preparacdo de microesferas de acetobutirato de celulose contendo
diclofenaco de soédio, pela técnica de emulsificagao/ evaporagdo do
solvente, mostrou-se viavel empregando-se a acetona e a vaselina liquida
como solventes das fases interna e externa, respectivamente.

A preparacdo de microesferas a partir de blendas de acetobutirato de
celulose e Pluronic F68 foi viavel nas proporcées de 9:1 e 3:1. As
particulas ndo foram formadas quando a proporg¢ao dos polimeros foi 1:1.
A técnica empregada conduziu a obtengédo de particulas esféricas, tanto
para as microesferas preparadas somente com ABC, quanto aquelas
preparadas com blendas de ABC e Pluronic F68;

Particulas preparadas unicamente com ABC demonstraram-se de
superficie lisa e compacta, enquanto blendas de ABC e Pluronic F68
deram origem a microesferas com superficie mais rugosa;

Na visualizagdo das micrografias das microparticulas seccionadas
transversalmente nao foi observada a presenca de cristais de DFS no
interior das particulas, sugerindo que 0 mesmo encontra-se dissolvido na
matriz polimérica;

A utilizagdo de blendas de ABC e Pluronic F68 conduziu a formagao de
microparticulas apresentando uma estrutura de bicamada, sugerindo a
formacdao de uma estrutura mista de microcapsula e microesfera. Esta
estrutura esta provavelmente relacionada a relativa imiscibilidade entre os
dois polimeros, igualmente visualizada nos filmes preparados com os
mesmos.

O diametro médio das particulas ndo pareceu ser afetado pelas condi¢des
empregadas nas formulagdes de microesferas.

A eficiéncia de encapsulagao e o teor de DFS nas microesferas variaram
entre 40-70% e 4,5-13,0mg/100mg, respectivamente. A analise de
varianga demonstrou que ambos parametros avaliados exerceram
influéncia significativa no teor de farmaco encapsulado.

Resultados obtidos nas analises de FTIR fornecem indicativos da

presenca de alguma outra substancia na estrutura matricial das
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microesferas, podendo ser tanto residuos de n-hexano ou a vaselina
liquida empregada como fase externa.

Nas microesferas preparadas na auséncia de DFS, os resultados obtidos
na analise por DSC indicaram a presenca de Pluronic F68 nas particulas;
Tanto a presencga de Pluronic F68 como de DFS pareceu afetar a forma
cristalina do acetobutirato de celulose nas microesferas. Entretanto, a
auséncia do pico de fusdo do Pluronic F68 forneceu indicativos de que
este polimero encontra-se na forma amorfa nas particulas.

A adicdo de Pluronic F68 nas formulagbes conduziu ao aumento
significativo na liberagdo do farmaco, sendo o fator preponderante sobre a
velocidade de liberacdo. O fator relagdo farmaco:polimero também
influenciou significativamente a liberacdo do DFS A interacdo entre os
fatores ndo foi observada;

Os valores de coeficiente de correlagdo obtidos com os modelos de
Higuchi e Baker-Lonsdale indicam que o fendmeno de difusdo é
responsavel pela liberacdo do DFS a partir das microesferas em tampao
fosfato pH 6,8, tanto para aquelas preparadas na auséncia como na
presenca de Pluronic F68;

O aumento da velocidade de liberagdo do DFS proporcionado pela
presenca de Pluronic F68 nas particulas pareceu estar relacionado com a
formagdo de poros deixados pela eluicdo do Pluronic F68 durante o
ensaio de dissolugdo, bem como a estrutura em bicamada das
microparticulas, favorecendo a mais rapida difusdo do farmaco.
Entretanto, o aumento do conteudo de agua nas particulas, proporcionado
pela maior hidrofilia do Pluronic F68 também pode ter contribuido de
modo significativo para a maior velocidade de liberagdo do DFS a partir
das microesferas;

A maior velocidade de dissolucdo do DFS foi obtida a partir de
microesferas preparadas com relagao farmaco:polimero 1:4 e adigao de
Pluronic F68. Nenhuma das formulacbes apresentou um perfil de
dissolucédo préximo daquele obtido a partir do VOLTAREN SR75, forma

farmacéutica de liberacao prolongada do DFS comercialmente disponivel.



109

O método de HPLC descrito neste trabalho para a determinacdo de DFS
em plasma de cao é simples, rapido, econdmico, suficientemente sensivel
e reprodutivel.

No estudo de bioequivaléncia a formulacdo de microesfera (teste)
apresentou biodisponibilidade de aproximadamente 61% daquela do
Voltaren SR75 (referéncia) para AUC, e Cpnax ndo sendo portanto
bioequivalente em relacdo a extensdo da absorgdo. Entretanto como o
valor de tmax da formulacdo de microesfera nao deferiu daquele do
Voltaren SR75 conclui-se que ambas sao bioequivalentes em relacédo a

velocidade de absorcéo.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
Proé-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduacio
Comissio de Etica no . Uso de Animais
“Fone: (048) 331-9206 Fax::(048).331-9599
e-mail: dap@reitoria.ufsc.br

Oficio n° 117/CEUA/DAP/PRPG _
Floriandpolis, 09 de dezembro de 2002.

Senhor Professor,

Em relagio ao Protocolo de pesquisa cadastrado sob os n°s 185 e
23080.019170/2002-91, intitulado “Estudo de biodisponibilidade de formulagdes
farmac@uticas de captopril, carbamazepina e diclofenaco de sédio em cies”, em reunifio do
06/12 /2002 a CEUA, deliberou o seguinte:

- APROVADO por 2 (dois) anos, a partir dessa data, para utilizacfio. de 12
caes beagle, durante o periodo..

O pedido de revalidagio do presente credenciamento, caso seja do interesse de
V.Sa, deveréd vir acompanhado de relatério detalhado relacionando o uso de animais no Projeto
desenvolvidp 2 resultados objetivos (por exemplo, anexando cdpias dos resultados obtidos tais
.como trabalhos. e'm revistas indexadas ou nio, teses.ou. dissertagdes, resumos em Congressos,
capitulos de livros, processos e patentes, etc.) e/ou beneficios resultantes da pesquisa para seres
humanos e/ou. para animais, sejam estes beneficios de natureza académica, aplicada, industrial,

etc.

Atenciosamente,

Hresidbnte-CEUA/PRPGAUFSC
of. Dr. Jamil Assr
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1. Titulo do Projeto de Pesquisa:

Estudo de biodisponibilidade de formulagbes farmacéuticas de captopril, carbamazepina e
diclofenaco de sédio em caes.

COORDENADOR RESPONSAVEL

N

Nome/Departamento/Centro
Prof. Anicleto Poli/ FMC /CCB

3. ldentidade/Passaporte 4. CPF
1/IR-276.542 095.010.619-49

5. Cargo
Professor

6. Maior Titulagéo
Doutorado

7. Endereco Profissional

Depto. de Farmacologia — CCB/UFSC — Rua Ferreira Lima, 82 - Florianépolis — SC -
CEP 88Q15-420

8. Fone 9. FAX
331-9764, 331-9491 222-4164

10. email: poli@farmaco.ufsc.br

Termo de Compromisso
Declaro que conhego e que cumprirei os requisitos da legislagdo em vigor e aceito a

responsabilidade pela condugdo técnico-cientifica do protocolo em o ,,7
Data Fpolis, SC, 23/07/2002 Assinatura - :
/ & S"
CEUA
Data de Entrada Protocolo

Aprovado () Nao-Aprovado () |Com Pendéncia ( ) *
i| Data Data Qual/Prazo

i| Relatorio Final previsto para
Data

Presidente da CEUA
Assinatura e Data

Documentos a serem encaminhados juntamente com o Protocolo:
A - Folha de Rosto;

B - Projeto de Pesquisa detalhado (em Portugués);

C - CV do Pesquisador Responsavel (modelo Lattes CNPq);

D - Artigos publicados que o Coordenador do Protocolo julgar relevantes para auxiliar a
andlise pela CEUA (Até 4 artigos);
* Até 60 dias para resolugdo



122

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
Pré-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacio
~Comissio de Etica no Uso-de Animais
Fone: (048) 3319206 - Fax: (048) 331-9599
e-mail: prpg(@reitoria ufsc.br

' CERTIFICADO DE CREDENCIAMENTO

Certificamos que o Protocolo de Pesquisa/Ensino cadastrado sob os nimeros
185/CEUA e 23080.019170/2002-91, intitulado “Estudo de biodisponibilidade de
formulag¢des farmactuticas de captropil, carbamazepina e diclofenaco de sédio em cies”,
sob a r.esponsabilidade do(a) Prof(a). Dr(a) Anicleto Poli, do Departamento de Farmacologia,
do Centro de Ciéncias Biolégicas; esta de acordo.com os. Principios Eticos na Experimentagio
Animal adotados pelo Colégio- Brasileiro de- Experimentagdo Animal (COBEA), tendo sido
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animal (CEUA)/UFSC, em 06 de dezembro de
2002.

Este certificado expira em 06/12/2004.

Florian6polis, 09 de dezembro de 2002.

A\ L 7
Q Presidente da CEU‘/A Professor responsavel
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ANEXO 2 - CURVAS DE CONCENTRAGCAO PLASMATICA INDIVIDUAL E
PRINCIPAIS PARAMETROS FARMACOCINETICOS OBTIDOS NOS ESTUDOS DE
BIODISPONIBILIDADE DE CAES DA RACA BEAGLE APOS ADMINISTRAGCAO DE
DFS NA FORMA DE MICROESFERAS E VOLTAREN SR75.



124

6
A
-
B4 4
2|
o E [ ]
[ ]
q .,\
£ 11/ s
c 9.
o2&
O Ao
S| T 4y
Q o A P
O 174 ° 2
/ A
[
0+ ( J
T T T T T T T T
0 4 8 12 16 20 24

Tempo (horas)

Figura 1. Curvas das concentragbes plasmaticas de DFS em fungdo do tempo
obtidas em cdo ( n° 62) da raga Beagle apds a administragdo oral de 75 mg de
diclofenaco de sddio na forma de (o) microesferas e (A) Voltaren SR 75. Analise por
HPLC.

Tabela 1. Principais pardmetros farmacocinéticos obtidos no estudo de
biodisponibilidade realizado no cdo n° 62 apds administragdo de DFS na forma de

microesferas e Voltaren SR75.

Cao 62 DFS
Microesferas Voltaren
AUC g 4 (ug h mi-1) 28,32 40,94
AUC o (119 h mi-1) 29,30 43,71
Cimax (Ug/mL) 3,01 5,48
t.a.x (h) 6,0 6,0
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Figura 2. Curvas das concentragcbes plasmaticas de DFS em fungdo do tempo

obtidas em cdo ( n° 45) da raga Beagle apds a administragdo oral de 75 mg de

diclofenaco de sodio na forma de (e) microesferas ou (A) Voltaren. Analise por

HPLC.

Tabela 2. Principais parametros farmacocinéticos obtidos no estudo de

biodisponibilidade realizado no cdo n° 45 apds administragdo de DFS na forma de

microesferas e Voltaren SR75.

Cao 45 DFS
Microesferas Voltaren
AUC g, (ug h mi-1) 17,87 38,10
AUC g, (g h mi-1) 19,84 38,10
Cmax (Lg/mL) 2,51 11,52

tax (h) 3,0 3.0
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Figura 3. Curvas das concentragbes plasmaticas de DFS em fungdo do tempo

obtidas em cdo ( n° 66) da raga Beagle apds a administracdo oral de 75 mg de

diclofenaco de sodio na forma de (e) microesferas e (A) Voltaren. Analise por

HPLC.

Tabela 3. Principais parametros farmacocinéticos obtidos no estudo de

biodisponibilidade realizado no cdo n° 66 apdés administragdo de DFS na forma de

microesferas e Voltaren SR75.

Cao 66 DFS
Microesferas Voltaren
AUC g 4 (ug h mi-1) 15,42 24,40
AUC o (ug h mi-1) 16,47 26,08
Cmax (Lg/mL) 2,41 3,01
trax (h) 4,0 3,0
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Figura 4. Curvas das concentragcbes plasmaticas de DFS em fungdo do tempo
obtidas em cdo ( n° 50) da raca Beagle apds a administragdo oral de 75 mg de
diclofenaco de sodio na forma de (e) microesferas e (A) Voltaren. Analise por
HPLC.

Tabela 4. Principais pardmetros farmacocinéticos obtidos no estudo de
biodisponibilidade realizado no cdo n° 50 apds administracdo de DFS na forma de

microesferas e Voltaren SR75.

Cao 50 DFS
Microesferas Voltaren
AUC ;o4 (19 h mi-1) 17,58 25,64
AUCoj (ug h mI-1) 19,84 29,01
Cmax (Lg/mL) 2,26 2,87
tmax (h) 0,50 3,0
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Figura 5. Curvas das concentragcbes plasmaticas de DFS em fungdo do tempo

obtidas em cdo ( n° 92) da raca Beagle apds a administragdo oral de 75 mg de

diclofenaco de sodio na forma de (e) microesferas e (A) Voltaren. Analise por

HPLC.

Tabela 5. Principais pardmetros farmacocinéticos obtidos no estudo de

biodisponibilidade realizado no cdo n° 92 apds administragdo de DFS na forma de

microesferas e Voltaren SR75.

Cao 92 DFS
Microesferas Voltaren
AUC g 45, (ug h mi-1) 23,08 30,43
AUCo; (ug h mi-1) 25,45 31,50
Cinax (Ug/mL) 2,61 5,84
trax (h) 3,0 4,0
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Figura 6. Curvas das concentragcbes plasmaticas de DFS em fungdo do tempo
obtidas em cdo ( n° P) da raga Beagle apds a administragdo oral de 75 mg de
diclofenaco de sodio na forma de (e) microesferas e (A) Voltaren. Andlise por
HPLC.

Tabela 6. Principais pardmetros farmacocinéticos obtidos no estudo de
biodisponibilidade realizado no cdo n° P apds administragcdo de DFS na forma de

microesferas e Voltaren SR75.

CaoP DFS
Microesferas Voltaren
AUC ., (1g h mi-1) 22,88 51,25
AUC o, (19 h mi-1) 25,57 54,71
Cmax (Lg/mL) 7,34 9,56
tmax (M) 0,75 3,0




