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RESUMO

A pneumonia comunitaria (PAC) € apontada pela Organizacéo
Mundial da Saude como uma das maiores causas de
morbimortalidade no mundo, principalmente entre criancas e idosos,
sendo a causa de 2 milhdes de mortes de criancas menores de 5
anos a cada ano. Sistemas microestruturados contendo azitromicina
para inalacdo podem ser considerados uma estratégia promissora
para o tratamento de infeccBes do trato respiratério como a PAC,
visto que concentracdes terapéuticas podem ser alcancadas
diretamente no local de acao, com reducao da distribuicao sistémica
e, consequentemente, dos efeitos colaterais indesejaveis.
Entretanto, pds para inalacdo devem apresentar caracteristicas de
tamanho e densidade adequados para que concentracdes
terapéuticas efetivas alcancem os pulmdes. Neste sentido, o
didmetro aerodindmico médio massico (DAMM) é considerado o
parametro mais confiavel para prever o comportamento das
particulas inaladas. Neste trabalho microparticulas poliméricas
contendo azitromicina foram obtidas através da técnica de dupla
emulsdo/evaporacdo do solvente (A/O/A) a partir da
policaprolactona para a liberacdo pulmonar. Agentes porogénicos
foram testados a fim de produzir pés com densidade aparente
reduzida. Um delineamento estatistico fatorial 2° foi empregado para
avaliacdo de parametros de formulacdo sobre as caracteristicas
finais das particulas. Os fatores estudados foram: volume de fase
organica (5 e 25 mL), pH (6 e 10) e saturacdo da fase aquosa
secundaria com solvente organico (sem e com saturacdo). As
microparticulas obtidas apresentaram-se na forma de um pé branco
e fino, com teor variando entre 3,5 e 23,1 % (m/m), e eficiéncia de
encapsulagdo entre 9,4 e 61,5%. As formula¢gbes preparadas com
menor volume de fase organica apresentaram maiores teores de
azitromicina, sendo que estes valores foram estimados através de
reagdo colorimétrica com a alizarina, desenvolvida neste trabalho. A
saturacdo da fase aquosa teve efeito negativo sobre o teor. O
didmetro geométrico médio das particulas variou entre 4,0 e 15,4
pm, e baixos valores de span foram obtidos. As densidades
aparente e compactada exibiram valores bastante reduzidos, abaixo
de 0,2 g/mL, e o fluxo dos pos foi caracterizado como sendo bom a
excelente, conforme indice de Carr. A MEV evidenciou que
particulas esféricas e de superficie lisa e com auséncia de poros
foram obtidas. Entretanto, as fotomicrografias obtidas apoés



criosecgao das particulas revelou uma estrutura interna “oca”, o que
provocou a reducdo da densidade das mesmas. O DAMM foi
calculado apds determinacdo da densidade esquelética das
particulas por picnometria, evidenciando didmetros aerodindmicos
entre 2,3 a 8,9 um. A simulacdo dos perfis de deposi¢cdo pulmonar
realizado com auxilio do software MPPD (v2.11) mostrou que as
formulagbes MPD 5, 6 e 8 apresentaram as maiores fracGes de
particulas depositadas nas regides mais profundas dos pulmdes. A
andlise térmica das microparticulas indicou a existéncia de
interacdes entre farmaco e polimero e a analise de difracdo de
raios-x mostrou que algumas formulagdes apresentavam farmaco
na sua forma cristalina. O perfil de liberacdo da azitromicina a partir
das microparticulas foi lento para todas as formulagbes, alcancando
um platdé de liberacdo ap6s 12 horas de ensaio. Entretanto, os
valores de eficiéncia de dissolucédo variaram de 34,0 a 63,9% de
acordo com a formulagéo testada. A liberacdo da azitromicina
seguiu 0 modelo cinético de Higuchi, indicando que a libera¢do do
farmaco ocorreu por um mecanismo de difusdo através da matriz
polimérica. O conjunto dos resultados mostrou que o0 sistema
desenvolvido € adequado para administracdo pulmonar da
azitromicina visando o tratamento de PAC.

Palavras-chave:  microparticulas, administracdo  pulmonar,
azitromicina, dupla emulsdo



ABSTRACT

Title:  Development of azithromycin-loaded polymeric
microparticles for pulmonary delivery

Community-acquired pneumonia (CAP) has been considered by
WHO as one of the biggest causes of morbimortality in the world,
especially among children and the elderly, causing the death of 2
million children under 5, every year. Azithromycin-loaded
microparticles for inhalation into the lungs may be considered as an
interesting approach to treat respiratory tract infections such as
CAP, since therapeutic concentrations may be reached directly on
the site of action, reducing the drug systemic distribution, and
consequently, the drug adverse effects. However, inhaled powders
must display suitable characteristics of particle size and bulk density,
in order to achieve effective therapeutic concentrations in the lungs.
In this context, the mass mean aerodynamic diameter (MMAD) is
believed to be the most reliable parameter to predict the behavior of
inhaled particles. In this study, azithromycin-loaded polycaprolactone
microparticles intended for pulmonary delivery were prepared by the
double emulsion/evaporation technique. Porogenic agents were
tested with the aim to obtain powders displaying low bulk densities.
A factorial 2° design was used to evaluate the effect of formulation
parameters on the final properties of the particles. The studied
factors were the volume of the organic phase (5 or 25 mL), pH (6 or
10) and saturation of the secondary aqueous phase with the organic
solvent (with or without). The resulting microparticles appeared as a
fine white powder with azithromycin loading varying from 3.5% to
23.1% (w/w) and encapsulation efficiency varying from 9.4% to
61.5%. Formulations prepared with the lower organic phase volume
displayed higher loading values of drug. The saturation of the
agueous phase had a negative effect on drug loading. The mean
geometric diameter of the particles ranged from 4.0 um to 15.4 pm
and low span values were obtained. Bulk and tapped densities were
lower than 0.2 g/mL and powder flows were classified as good or
excellent, according to the Carr's index. The SEM micrographs
showed spherical particles with smooth surface, without pores. On
the other hand, a hollow inner structure was visualized in the
micrographs taken after cryosection of the particles, which, in turn,
may explain the reduced values of bulk density mentioned above.
The MMAD was calculated after determining the skeletal density of



the particles by pycnometry, and aerodynamic diameters varying
from 2.3 um to 8.9 um were obtained. Pulmonary deposition profiles
were simulated using the MPPD (v2.11) software. The results
indicated the highest deposition of particles in the deeper lung
regions occurred for formulations MPD 5, 6, and 8. The thermal
analysis of the microparticles indicated the existence of drug-
polymer interactions and the powder x-ray diffraction analysis
evidenced the presence of the drug in its crystalline form in some
formulations. The drug release profiles revealed slow release rates
for all formulations tested, reaching a drug release plateau after 12
hours of assay. However, the dissolution efficiency values ranged
from 34.0% to 63.9%. The azithromycin releasing from
microparticles followed the Higuchi’s kinetic model, indicating that
the release occurred by a diffusion mechanism of the drug through
the polymeric matrix. The results taken together indicated that the
azithromycin-loaded microparticles developed in this study may be
useful for treating the PAC by pulmonary route.

Key-words: microparticles, pulmonary drug delivery, azithromycin,
double emulsion/evaporation method.
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1.1 INTRODUCAO

A pneumonia comunitaria € apontada pela Organizacao
Mundial da Saude como uma das maiores causas de
morbimortalidade no mundo, principalmente entre criancas e idosos,
sendo a causa de 2 milhdes de mortes de criancas menores de 5
anos a cada ano, mais do que a AIDS, tuberculose e sarampo
combinados, sendo que em 7-13% dos casos € necessaria a
hospitalizacdo (WHO, 2006; WANG et al., 2011). Estima-se que nos
Estados Unidos o0s custos associados ao manejamento da
pneumonia comunitaria ultrapassem 10 bilhdes de délares por ano
(JONES et al., 2010). A incidéncia da doenca é maior nos paises
em desenvolvimento, onde esta estd ligada a fatores como ma
nutricdo, baixo peso ao nascer, poluicdo, falta de amamentacao,
falta de vacinacéo, entre outros fatores de risco (FELMINGHAM et
al., 2004; RUDAN et al., 2006; MANTESE et al., 2009). No Brasil as
doencas do trato respiratério sdo a principal causa de internacao
hospitalar no Sistema Unico de Sautde (SUS), excluidas as questdes
relacionadas a gestacgéo, totalizando 1.286.220 internagdes por ano.
Dados relativos ao ano de 2013 mostram que foram registradas
49.441 mortes no pais causadas pela pneumonia (BRASIL, 2014).

Um farmaco bastante utilizado na terapia desta enfermidade é
a azitromicina, um antibiético pertencente a classe dos macrolideos
gue exibe atividade in vitro e in vivo contra varios patégenos
comuns a via respiratéria, incluindo Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Mycoplasma pneumoniae e Moraxella
catarrhallis (TOGAMI et al., 2011; WANG et al., 2011). O uso deste
farmaco é aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) no
tratamento de pneumonias comunitérias e exacerbac¢des de doenca
pulmonar obstrutiva crénica (DPOC). Geralmente, o tratamento oral
da pneumonia é feito ao longo de 5 dias, enquanto que o tratamento
e profilaxia de infeccbes pulmonares associadas a doengas
crdnicas, como DPOC, bronquites, asma, doencas micobacterianas
nao-tuberculosas e fibrose cistica, pode ser feito continuamente. A
azitromicina frequentemente produz efeitos adversos
gastrointestinais e seu uso continuo pode levar a perda auditiva
reversivel. Nestes casos, sugere-se que altos niveis plasmaticos de
farmaco estejam envolvidos, necessitando reduzir a dose ou
descontinuar o tratamento, principalmente entre pacientes idosos. A
terapia por inalacdo, que libera o farmaco diretamente no pulmao,
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pode ser utilizada para reduzir a dose, diminuir os efeitos adversos
e maximizar a agao terapéutica deste farmaco (HICKEY et al., 2006;
BARANDA et al., 2011).

Sistemas microestruturados poliméricos contendo azitromicina
podem ser utilizados como estratégia no tratamento de infeccfes do
trato respiratorio, ja que concentracdes terapéuticas podem ser
alcancadas diretamente no sitio de infeccdo (HICKEY et al., 2006;
YANG et al., 2009). A administracdo pulmonar das microparticulas
pode ser feita através de um inalador de p6 seco (DPI, do inglés dry
powder inhaler). Quando este dispositivo é acionado pela respiracao
do paciente, ocorre a formacédo de um aerossol, constituindo uma
névoa de particulas que sao carregadas pelo ar inspirado. Para isto,
as microparticulas devem possuir caracteristicas fisicas bastante
especificas, como densidade, tamanho e fluxo, para que sua
aerossolizacdo e deposicdo nos pulmbes apés a inalacdo seja
adequada, e para que o farmaco tenha, entdo, a acdo esperada no
controle da infeccdo (AULTON et al., 2005).

Uma das caracteristicas mais importantes para eficacia de um
aerossol farmacéutico é o tamanho de particula. Enquanto as
particulas menores que 1 pm sdo exaladas com a expiracdo, as
maiores de 10 um permanecem retidas na regido orofaringea.
Dessa forma, resta uma estreita faixa de tamanho de particulas que
serdo efetivamente depositadas nos pulmdes. Por outro lado,
particulas com tamanhos reduzidos possuem caracteristicas
coesivas e alta tendéncia a formacéo de aglomerados de tamanhos
maiores, 0 que reduz o desempenho do aerossol. Além disso,
possuem tamanhos ideais para fagocitose pelos macréfagos
alveolares, reduzindo o periodo de permanéncia das particulas que
alcangam os pulmdes (ARNOLD et al., 2007). Entretanto, o diametro
aerodindmico médio massico (DAMM) é considerado o parametro
mais confiavel para prever o comportamento das particulas
inaladas. Este € descrito como o didmetro fisico de uma esfera de
densidade unitaria, que sedimenta no ar com uma velocidade igual
a particula sob analise (MUSANTE et al., 2001; ARNOLD et al.,
2007; UNGARO et al., 2009). O DAMM pode ser obtido
experimentalmente por ensaios em impactadores ou estimado
através de equacdes matematicas considerando seu diametro
geométrico, densidade, porosidade e forma (AULTON et al., 2005).

Recentemente, estudos tém sido conduzidos com o intuito de
obter microparticulas poliméricas com diametro geométrico de cerca
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de 10 pm, incapazes de serem fagocitadas, mas com baixa
densidade (< 0,4 g/mL), apresentado, portanto, comportamento de
aerossolizacdo e deposicdo desejados, compativeis com a via
pulmonar (ARNOLD et al., 2007; YANG et al., 2009). Estes estudos
se baseiam na obtencdo de particulas porosas, e empregam
meétodos que incluem a separacdo de fases, adicdo de sais, e uso
de agentes efervescentes e indutores osméticos na etapa de
preparacdo, geramente quando a técnica de emulsédo/evaporacdo
do solvente é usada. As microparticulas poliméricas permitem
também o controle da liberacdo do farmaco, o que reduz o niumero
de doses e aumenta a adesé&o do paciente ao tratamento (ARNOLD
et al., 2007).

A policaprolactona (PCL) tem sido amplamente utilizada na
obtencdo de sistemas de liberacdo de farmacos nano- e
microestruturados, pois pertence a classe de polimeros
biodegradaveis e biocompativeis, juntamente com o poli(acido-
latico) (PLA), poli(acido-glicélico) (PGA) e poli(acido latico-co-acido
glicolico) (PLGA) (CHEN, WANG, 2000). Diversos estudos séo
descritos demonstrando a capacidade da PCL para encapsular
diferentes farmacos, hidrofilicos e hidrofébicos, como o taxol,
clonazepam, saquinavir, docetaxel, vimblastina, insulina, entre
outros, para administracdo oral e parenteral (PEREZ et al., 2000;
KUMARI et al.,, 2010; RAVAL et al.,, 2011). Assim, a PCL sera
empregada neste trabalho para a obtencdo de microparticulas
porosas.

Neste contexto, este trabalho tem como objetivo desenvolver
microparticulas poliméricas a partir da policaprolactona para a
liberacdo pulmonar da azitromicina, usando para isto a técnica de
emulsdo evaporacao do solvente. O efeito de diferentes variaveis de
formulacgédo, incluindo a adicdo de agentes porogénicos, sobre as
caracteristicas finais das particulas e sobre o perfil de liberacao do
farmaco sera avaliado neste trabalho.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

Desenvolver microparticulas poliméricas com caracteristicas
adequadas para a liberacdo pulmonar da azitromicina visando o
tratamento de infeccdes respiratorias.
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1.2.2 Objetivos especificos

) Preparar microparticulas poliméricas constituidas de
PCL contendo azitromicina pela técnica de dupla
emulsdo/evaporacao do solvente.

) Avaliar o efeito de diferentes fatores sobre as
caracteristicas de tamanho geométrico e aerodinamico, morfologia,
densidade, fluidez e microestrutura interna das particulas.

. Avaliar o efeito da adicdo de agentes porogénicos
sobre as caracteristicas das particulas que afetam a deposicdo
pulmonar.

. Desenvolver e validar uma metodologia analitica por
espectroscopia de absor¢do no visivel para determinacdo da
azitromicina nas particulas.

. Determinar o teor e a eficiéncia de encapsulacdo da
azitromicina nas microparticulas.
. Desenvolver e validar uma metodologia analitica por

cromatografia liquida de alta eficiéncia para a determinacdo da
azitromicina nos estudos de liberacgéo in vitro.

) Avaliar os perfis de liberagdo da azitromicina in vitro a
partir das microparticulas em tampao fosfato pH 7,4.
. Estimar a deposicdo das microparticulas através de

modelo in silico para avaliagdo da eficiéncia do sistema
microestruturado quanto a penetragdo e deposicao pulmonar.
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2.1 Pneumonia comunitéaria (PAC)
2.1.1 Patologia da PAC

Infeccbes respiratorias agudas podem ocorrer em qualquer
parte do trato respiratério, desde o ouvido médio ao nariz, até os
pulmdes. A pneumonia adquirida na comunidade (PAC), ou
pneumonia comunitaria, é uma forma severa de infeccéo
respiratéria inferior que afeta especificamente os pulmbes (WHO,
2006). Esta enfermidade € caracterizada por uma infeccao aguda do
trato respiratério inferior que acomete um ou ambos os pulmdes e
pode ser causada por virus, bactérias ou fungos (WOLKERS et al.,
2009; JONES et al., 2010).

As causas mais comuns de PAC sé&o as infec¢des bacterianas
causadas por Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae
tipo B, Moraxella catarrhalis e Staphylococcus aureus. InfecgBes por
patégenos atipicos também podem ocorrer, como Mycoplasma
pneumoniae, Chlamydophila  pneumoniae, e Legionella
pneumophila. Além disso, as pneumonias podem ser causadas por
virus como o Influenza, parainfluenza, adenovirus e virus sincicial
respiratério, além de fungos da espécie Aspergillus spp. A rota de
infecdo mais comum € a microaspiracao do patdgeno, que passa a
colonizar um novo hospedeiro. A interacdo entre a resposta imune,
a viruléncia do microorganismo infectante e o tamanho do indculo
determinam se o paciente desenvolvera a doenga (MANDELL et al.,
2007; NAIR, NIEDERMAN, 2011).

A doenca pode manifestar-se de forma moderada com
melhora rapida do paciente, ou até evoluir para sepse severa com
faléncia multipla de 6rgéos e morte. As consequéncias mais graves
estdo relacionadas aos extremos de idade e comorbidades, como
DPOC, asma e imunosupressao (NAIR, NIEDERMAN, 2011). Nas
criancas, a PAC pode ser relacionada também a fatores de risco
como ma nutricdo, baixo peso ao nascer, poluicdo, falta de
amamentacao, falta de vacinacdo e atencéo basica em saude, entre
outros (FELMINGHAM et al., 2004; RUDAN et al., 2006; MANTESE
et al., 2009).

Os sintomas relatados sao febre, tosse, respiracao rapida e
curta, dores de cabeca e perda de apetite. Ao exame fisico, 0
paciente comumente apresenta sinais como taquipnéia, taquicardia,
estertores, derrame pleural. Na suspeita clinica de PAC, a
radiografia de térax pode ser util no diagnéstico, com a visualizagao
de infiltrados pulmonares (Sociedade Brasileira de Pneumologia,
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2007). A coleta de sangue e escarro para cultura e identificagdo do
patégeno é indicada. Entretanto, devido a um grande numero de
agentes etioldgicos possiveis, a dificuldade de se obter amostras
fidedignas e com respostas laboratoriais em tempo habil, a coleta de
material para exames especificos € uma pratica ndo habitual na
clinica médica. O patdgeno ndo € identificado em até 60% dos
casos de pneumonia (Sociedade Brasileira de Pneumologia, 2007).

2.1.2 Dados epidemioldgicos

A pneumonia € apontada pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) como uma das maiores causas de mortalidade no mundo,
principalmente entre crian¢cas menores de 5 anos e idosos acima de
65 anos, chegando a 450 milhdes de novos casos por ano e 4
milhdes de Obitos. Entre as criancas, a doencga causa mais mortes
que a AIDS, tuberculose e sarampo combinados (WHO, 2006;
WANG et al., 2011; RUUSKANEN et al., 2011; RUDAN et al., 2013).

Cerca de 156 milhBes de novos casos de pneumonia em
criangcas menores de cinco anos ocorrem a cada ano, sendo que
74% destes ocorrem em paises em desenvolvimento. Estima-se que
a China e a india apresentem os maiores nimeros de novos casos
da doenca por ano, com 43 e 21 milhdes de casos,
respectivamente. Paises como Bangladesh, Nigéria e Indonésia,
aparecem com 6 milhdes de novos casos cada. Nestes paises, a
incidéncia de episddios da doenca por crianca encontra-se entre
0,28 e 0,41 por ano (figura 1) (RUDAN et al., 2008).
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Figura 1. Incidéncia de pneumonias em criangcas menores de 5
anos, por pais.
(Fonte: RUDAN et al., 2008).

Estima-se que nos Estados Unidos os custos associados ao
manejamento da pneumonia ultrapassem 17 bilhdes de doélares por
ano, sendo que em 7 - 13% dos casos € necessaria a hospitalizacédo
(RUUSKASNEN et al.,, 2011). No Brasil as doencas do aparelho
respiratorio figuram como a principal razao de internacdo hospitalar
no Sistema Unico de Salde (SUS), excluidas as questbes
relacionadas a gestacao, totalizando 1,286 milhGes de internacdes
no ano de 2013. Dentre estas, 677.912 interna¢Bes condizem a
casos de pneumonia, sendo que 49.441 pacientes foram a ébito no
mesmo ano (BRASIL, 2014).

Medidas preventivas sdo essenciais para reduzir o nUmero de
acometimentos pela doenca e mortes. Desta forma, incentiva-se a
amamentacdo, imunizacdo (vacinacdo), higienizacdo das maos e
reducdo da poluicdo atmosférica e do tabagimo passivo (WHO,
2006; Sociedade Brasileira de Pneumologia, 2007).

2.1.3 Tratamento da PAC

Diretrizes internacionais direcionam o tratamento desta
enfermidade considerando diversos fatores, como o histérico clinico
do paciente, o patdgeno suspeito da infeccao, tipo de tratamento
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(ambulatorial, internacdo ou UTI), recomendando o uso de
antibidticos, como a  amoxicilina/clavulanato,  amicacina,
azitromicina, ceftriaxona, gentamicina, levofloxacino, penicilina G,
entre outros. Apesar de ndo haver um consenso, especialistas
recomendam que pacientes com pneumonia sejam tratados com
antibidticos, ainda que haja suspeita de infeccéo viral (MANDELL et
al., 2007; RUUSKANEN et al., 2011). A antibioticoterapia é utilizada
também no controle e profilaxia de afec¢des do trato respiratorio
inferior associadas a doencas de base, como a fibrose cistica,
enfisema pulmonar, doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) e
asma (LAVOIE et al., 2005).

A exposicdo aos antibidticos e principalmente seu uso
indiscriminado tem sido relacionado com o aumento da incidéncia
de cepas resistentes (BLASI et al., 2007). A crescente resisténcia
aos antimicrobianos é uma questao importante para a saude publica
em geral, jA que limita as op¢des de tratamento e implica na
potencial falha terapéutica levando a maiores gastos com o
tratamento, dias de trabalho perdidos, hospitalizacdo e o
falecimento do paciente (JONES et al., 2010). A racionalizacdo do
uso de antimicrobianos é necessaria, tendo sido implantada no
Brasil a Resolugdo 44/2010 que limita a venda de desta classe de
medicamentos a fim de diminuir a incidéncia de cepas resistentes
(BRASIL, 2010).

2.2 Azitromicina

A azitromicina (9-deoxo-9a-aza-9a-metil-9a-homoeritromicina
A) (figura 2) é um antimicrobiano semi-sintético, pertencente a
classe dos macrolideos. E derivada da eritromicina A, sendo que a
azitromicina possui em sua estrutura uma lactona macrociclica
expandida com 15 membros, contendo um nitrogénio metil-
substituido incluido em seu anel lactdnico na posicdo 9a o que lhe
confere maior espectro de acdo contra patdgenos Gram-negativos
em relacdo a molécula precursora (LODE et al., 1996; NEU, 1991).
Além disso, a azitromicina apresenta menores efeitos colaterais
gastrointestinais, maior estabilidade em meio acido, maior tempo de
meia vida plasmética e maior afinidade tecidual e fagocitica em
relacdo a eritromicina (GANDHI et al., 2002; LODE et al., 1996).
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Figura 2. Estrutura quimica da azitromicina.

Farmacocineticamente, a azitromicina € rapidamente
absorvida pelo sistema gastrointestinal, concentrando-se tanto nos
compartimentos intersticiais quanto intracelulares (como macréfagos
alveolares). Sua biodisponibilidade chega a 37% da dose
administrada, com meia vida plasmatica longa (RANG et al., 2007,
OLSEN, 1996, MOFFAT, OSSELTON, WIDDOP, 2005). E
encontrada comercialmente nas formas farmacéuticas comprimidos
revestidos e pd para suspensao oral.

A azitromicina apresenta-se como um p6 cristalino branco
muito pouco sollvel em agua, e facilmente solivel em etanol,
metanol e cloroférmio. E um farmaco de massa molecular igual a
749 g/mol na sua forma anidra (BRASIL, 2010). A azitromicina pode
ser encontrada nas formas anidra (amorfa) ou como solvatos,
assumindo, neste caso, caracteristicas cristalinas. Quando amorfa,
possui caracteristica higroscopica e tende a sofrer transicdo para a
forma mais estavel diidratada. A forma monoidratada é menos
comum e tende a transformar-se em diidrato durante o
armazenamento do farmaco ou da forma farmacéutica (TIMOUMI et
al., 2010).

Seu mecanismo de acdo consiste na inibicdo da sintese
proteica bacteriana pelo bloqueio da subunidade 50S ribossomal de
microorganismos sensiveis (RANG et al., 2007; BLASI et al., 2007).
E largamente utilizada clinicamente, sendo indicada no tratamento
de infeccbes do trato respiratério inferior, como bronquites e
pneumonias, comumente causadas por patdgenos como
Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Haemophilus
influenzae e Moraxella catarrhalis. Também é utilizada em infeccdes
causadas por patdgenos intracelulares, como Chlamydia
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pneumoniae e Legionella pneumophila (TOGAMI et al., 2011). A
azitromicina também é indicada no tratamento de doencas
sexualmente transmissiveis ndo complicadas, infec¢cdes de pele e
otite média (NEU, 1991; HOPKINS, 1991; AZHDARZADEH et al,
2012). Como os demais macrolideos, a azitromicina ndo é afetada
pela produgao de B-lactamase (WANG et al., 2011).

Diferentes metodologias analiticas podem ser encontradas na
literatura para determinagdo da azitromicina. A monografia do
farmaco incluida na Farmacopéia Brasileira V (2010) preconiza que
o doseamento da matéria-prima e das preparacdes farmacéuticas
(p6 para suspensao oral e capsulas) seja feito através de ensaios
microbioldgicos de difusdo em agar. Entretanto, outros métodos séo
descritos para a determinacéo da azitromicina incluindo CLAE com
deteccao amperométria (USP 30, 2007) e por fluorescéncia, apds
derivatizacdo do analito (TORANO, GUCHELAAR, 1998), assim
como métodos espectrofotométricos envolvendo a degradacdo do
farmaco com acido sulfrico (SULTANA et al., 2006), reacdo de
oxidagdo com permanganato de potassio (SUHAGIA et al., 2006) ou
formacgéo de complexos (BEBAWY et al., 1997; KELANI et al., 1997;
HUANG et al., 2006; PAULA, ALMEIDA, CASSELA, 2010b).

2.3 Administracdo pulmonar de farmacos
2.3.1 Anatomia do pulméo

O trato respiratério possui a funcdo principal de garantir as
trocas gasosas com 0 meio ambiente. Sua anatomia pode ser
dividida em trés regides principais: extratoracica, traqueobronquial e
pulmonar (figura 3).
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Figura 3. Anatomia das vias respiratorias.
(Fonte: adaptado de HUSSAIN et al., 2011).

A porcdo extratoracica (vias aéreas superiores) se estende
desde a cavidade nasal até a laringe. Nesta porcdo ocorre a
filtracdo de particulas de maior tamanho, aquecimento do ar
inspirado e conducéo para a regido traqueobronquial. A arquitetura
basica da regido traqueobronquial consiste predominantemente em
uma série simétrica de ramificagcdes dicotbmicas, cada uma das
quais levando o nome de geracdo. Existem 23 geracdes de
ramificacdes desde a traqueia até a extremidade da arvore
traqueobronquial, na qual é caracterizada por um decréscimo em
ambos didmetro e comprimento dos ductos de cada ramificacéo, e
no aumento dramatico da area superficial (TAYLOR, KELLAWAY,
2001).
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A regido traqueobronquial é responsavel pela conduc¢éo do ar,
sendo constituida pela laringe, traquéia e bronquiolos. Esta porcao
do trato respiratorio € coberta por células ciliadas e caliciformes, as
guais sao secretoras de muco (figura 4). Nesta regido, 0 muco esta
presente como uma camada viscoelastica que, em condi¢des
normais, apresenta cerca de 0,5 a 5 ym de espessura, sendo
constituido por uma mistura complexa de glicoproteinas, proteinas,
lipidios e 4gua. O muco nao existe como uma camada estagnada,
ao contrario, ele ¢é constantemente propelido da regido
traqueobronquial por meio do batimento ritmado dos cilios das
células epiteliais, em direcdo aos brdonquios, traqueia e garganta
(TAYLOR, KELLAWAY, 2001). Desta forma, o movimento mucociliar
€ responséavel pela remocgédo de particulas retidas na camada de
muco, levando-as para o trato gastrointestinal.

Bronquiolos
Bronquios terminais Alvéolos

l ; ] 1T

8 um
i O Particula de 2 ym
3um 0,07 pm fluido
- OO : % . i ﬁw ‘ 0}+0.2 um
) célula | Célula L= -
Célula Célula basal em escova Pneumdocito
ciliada caliciforme Membrana tipo |

basal
Figura 4. Esquema representativo das células em diferentes regides
do trato respiratorio.
(Fonte: adaptado de PATTON, BYRON, 2007).

A terceira regido é a pulmonar, abrangendo a porcao terminal
dos bronquiolos, ductos e sacos alveolares, onde ocorrem
efetivamente as trocas gasosas. A regido alveolar € desprovida de
muco e caracterizada por apresentar um epitélio achatado,
constituido por dois tipos de células, os pneumacitos tipo |, os quais
oferecem um estreito caminho para que ocorram as trocas gasosas
com 0 sangue, € 0s pneumdcitos tipo I, os quais sdo células
cubdides que secretam o surfactante pulmonar. Este € composto
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por fosfolipideos, especialmente a dipalmitoil-fosfatidilcolina
(DPPC), colesterol e proteinas associadas, que reduzem a tenséo
superficial entre o liquido da cavidade pulmonar e o ar inspirado.
Ainda, os macrdfagos alveolares perfazem cerca de 3% da regido
alveolar e sdo responsaveis pela captura e transporte de material
particulado dos alvéolos para os linfonodos ou para regides que
apresentam o mecanismo de depuracdo mucociliar (TAYLOR,
KELLAWAY, 2001).

A via pulmonar pode ser utlizada no tratamento de
enfermidades locais, bem como no tratamento de doencas
sistémicas. A deposicdo de particulas no trato respiratorio é
importante para a eficacia dos aerossois farmacéuticos, entretanto,
a deposicdo no sitio de interesse é crucial. Sabe-se que para acao
local é desejavel que a deposicao das particulas ocorra na porcéo
central do pulméo, enquanto que para obtencdo de uma acdo
sistémica, a deposicdo deve ocorrer em nivel dos alvéolos, regido
onde ocorre a absor¢cdo dos compostos ativos através do seu
epitélio fino (UNGARO et al., 2012). O fluxo de ar, o transporte do
aerossol e sua deposicdo no trato respiratério sdo bastante
influenciados pelas dimensdes e orientacdo das vias aéreas. Ainda,
0 volume pulmonar expande durante a inalacdo e reduz na
exalagdo, resultando em uma geometria variavel (HUSSAIN, MADL,
KHAN, 2011).

2.3.2 Aerossois farmacéuticos

Medicamentos administrados pela via inalatéria tem sido
empregados na clinica médica desde a década de 1950 (ISLAM,
GLADKI, 2008). No tratamento de doencas respiratérias ha varias
vantagens na administracdo local de farmacos pela via pulmonar,
como a possibilidade de atingir altas concentracbes de farmaco
diretamente no seu sitio de acdo, possibilitando a diminuicdo da
dose administrada e minimizacdo do risco de efeitos adversos
sistémicos, obtendo também uma resposta clinica rpida e
contornando as barreiras biolégicas que intervem na eficacia
terapéutica, tais como a baixa absor¢éo pelo trato gastrointestinal e
elevada metabolizagdo hepética (LABIRIS et al., 2003; PATTON,
BYRON, 2007; DANIHER, ZHU, 2008). Atualmente diversos
farmacos sao administrados pela via inalatéria visando a acao local.
Entre eles destacam-se os broncodilatadores, corticosterdides e
antibidticos, utilizados no controle da constricdo brénquica, de
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processos inflamatdrios e infec¢bes, respectivamente (UNGARO et
al., 2012).

Em relacdo ao tratamento de doencas sistémicas, a utilizagéo
da via pulmonar também pode ser vantajosa, visto que a absor¢éo é
favorecida devido & elevada &rea superficial (cerca de 100 m?), a
presenca de um epitélio fino e altamente permeavel na regido
alveolar (0,2 a 0,7 um de espessura), ao elevado fluxo sanguineo (5
L/minuto), visto que os alvéolos recebem todo o sangue proveniente
do coracao, a atividade mucociliar lenta nas zonas periféricas que
resulta no aumento do tempo de residéncia dos sistemas de
liberacéo e, finalmente, a baixa atividade enzimatica comparada ao
ambiente hepatico. Além disso, a cinética de absorcao pode ser
apontada como reprodutivel, em comparagdo a via oral, onde a
dieta, presenca de enzimas extracelulares e diferencas metabdlicas
interindividuais afetam diretamente a absor¢cdo de farmacos
(LABIRIS et al., 2003; PATTON, BYRON, 2007). Medicamentos
inalados visando acdo sistémica podem ser utilizados como
estratégia quando ha necessidade de rapido inicio de acdo, sem
apresentar a caracteristica de invasividade das vias injetaveis.
Exemplos destes medicamentos incluem os opidides para analgesia
e peptideos para tratamento do diabetes e da osteoporose
(UNGARO et al., 2012).

Os medicamentos administrados por esta via devem constituir
um aerossol, isto é, um sistema bifasico de particulas sélidas ou
goticulas liquidas dispersas no ar ou em uma fase gasosa. As
caracteristicas de aerossolizacdo e deposicao das particulas séo
determinantes para a eficacia terapéutica, ja que a absorcéo e/ou
acdo do farmaco depende do nivel de penetracdo deste nos
pulmdes (AULTON et al., 2005). A deposicao pulmonar resulta de
um complexo conjunto de fatores relacionados as caracteristicas
fisico-quimicas das particulas, dispositivo de cedéncia, modo de
inalacdo ou respiragdo, além das caracteristicas anatdbmicas e
fisiolélogicas das vias respiratérias e da condicao clinica do paciente
(HUSSAIN, MADL, KHAN, 2011; UNGARO et al., 2012). Para a
méxima eficacia dos aerossoéis farmacéuticos, deve-se adotar uma
inalagdo lenta e profunda, até a total capacidade pulmonar, seguida
da suspenséo da respiracdo antes de exalar o ar retido (AULTON et
al., 2005).

Vérias caracteristicas fisicas das particulas sado importantes
para o desempenho dos aerossoéis, sendo o tamanho de particula



47

uma das principais que afetam a deposi¢cdo nos pulmdes (PILCER,
AMIGHI, 2010). A deposicdo das particulas apés a inalacao pode
ser dividida em trés mecanismos: a colisdo ou impactacéo inercial,
sedimentacdo gravitacional e a difusdo. A impactacdo ocorre
guando particulas encontram-se em alta velocidade e passam por
uma bifurcacdo no trato respiratério, onde o ar muda de direcao.
Estas particulas colidem, devido a sua inércia, com as paredes do
trato respiratério e se depositam principalmente na boca e vias
aéreas superiores. Isto ocorre com as particulas maiores que 5 ou
10 um. A sedimentacédo das particulas apresentando tamanho entre
0,5 e 5 pym ocorre pela acdo da gravidade nas regides
traqueobronquial inferior e alveolar. Em geral, particulas com
tamanhos entre 3 e 5 ym se depositardo predominantemente na
regido traqueobronquial, enquanto particulas menores que 3 uym se
depositardo na regido alveolar (TAYLOR, KELLAWAY, 2001). A
figura 5 representa esquematicamente as geracbes do trato
respiratorio e 0s mecanismos principais de deposicao envolvidos em
cada etapa.

respiratorios .
P Movimento

Browniano
Ductos alveolares

Geragéo

Traquéia
Brénquios

l Impactacao

inérci

Bronquiolos w J (inercia)

l g\g;l 5  Sedimentagio
Bronquiolos (gravidade)
terminais |

|

Bronquiolos |

Sacos alveolares

Figura 5. Deposicéo de particulas no trato respiratorio.
(Fonte: adaptado de PATTON, BYRON, 2007).

Como discutido anteriormente, o didmetro ideal de particula
para deposicdo pulmonar encontra-se entre 1 € 5 um (YANG et al.,
2009; PILCER, AMIGHI, 2010). Por outro lado, particulas entre 1 a 3
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Mm possuem tamanho ideal para captura por macrofagos alveolares
(células de diametro entre 15 e 22 pm). A fagocitose € um
mecanismo de defesa que remove particulas potencialmente toxicas
gue alcangcam os alvéolos pulmonares. No caso dos aerossois
farmacéuticos, a fagocitose reduz o tempo de residéncia das
particulas nos pulmdes, limitando o potencial de controle da
liberacdo do farmaco a partir dos sistemas de liberacdo, além de
alterar seu perfil farmacocinético e reduzir a biodisponibilidade
(PATTON, BYRON, 2007; EDWARDS, BEN-JEBRIA, LANGER,
1998). Ainda, em particulas de tamanho muito reduzido existe a
tendéncia a formacdo de aglomerados pela atuacdo de forcas
coesivas, como forcas eletrostaticas ou de Van der Waals, que
prejudicam a fluidez e dispersibilidade do p6 (HASSAN, LAU, 2009).

Novas estratégias tém sido estudadas para contornar tais
limitacbes e aumentar a eficacia dos aerossdis farmacéuticos. A
manipulacacdo das propriedades fisicas das particulas tem
possibilitado a obtencdo de perfis de aerossolizacdo adequados a
administracdo pulmonar. Microparticulas poliméricas com tamanho
geométrico maior que 10 um, mas densidade menor que 0,4 g/cm,
tém mostrado perfis de aerossolizacdo adequados para a
administracdo pulmonar, visto que o didmetro aerodindmico médio
de massa (DAMM) das mesmas situa-se na faixa de 1 a 5 pm
(ARNOLD et al., 2007; GIOVAGNOLI et al., 2007; UNGARO et al.,
2009). O DAMM ¢é definido como o didmetro fisico de uma esfera de
densidade unitaria, que sedimenta no ar com uma velocidade igual
a particula sob andlise (AULTON et al., 2005; PILCER, AMIGHI;
2010). O DAMM descreve o comportamento aerodindmico das
particulas e a capacidade de deposicdo nos pulmdes (AULTON et
al., 2005), e é descrito pela equacéo:

DAMM = dgeométrico- p;L}tjCL)léa Equacao 1
I ref -

onde dgeomerico € O didmetro geométrico das particulas (dado em
uM), pparicua € @ densidade da particula, pr € a densidade de
referéncia (1 g/cm®) e y é o fator de formato da particula (y = 1 para
particulas esféricas). Para particulas porosas, considera-se também
a porosidade (equacao 2) (VAMBEVER et al., 1999).
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Pparticula = Pesquelética * (1 - 8) Equa(;éo 2

onde pesqueiciica € @ densidade esquelética e € € a porosidade
(%).

Desta forma, é possivel estimar o local da deposicdo das
particulas de acordo com seu didmetro aerodinamico. Um esquema
mostrando o perfil de deposi¢éo das particulas de acordo com seu
tamanho aerodinAmico é mostrado na figura 6 (EDWARDS, BEN-
JEBRIA, LANGER, 1998; LABIRIS, DOLOVICH, 2003).
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Figura 6. Perfil de deposicdo das particulas no trato respiratério
conforme tamanho.
(Fonte: adaptado de LABIRIS, DOLOVICH, 2003).

2.3.2.1 Dispositivos inalatorios convencionais

Varios tipos de dispositivos inalatérios estdo disponiveis no
mercado. Os trés tipos de dispositivos geradores de aerossois mais
utilizados sé@o os inaladores pressurizados, os nebulizadores e os
inaladores de po6s secos. Os inaladores pressurizados sdo 0s
dispositivos de cedéncia mais utilizados no mundo, principalmente
para controle da asma e da doenca pulmonar obstrutiva cronica.
Estes cedem doses maiores com rapidez e maior reprodutibilidade,
entretanto, este tipo de dispositivo possui algumas desvantagens
como a necessidade de gases propelentes (clorofluorcarbonos e
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hidrofluoralcanos), e da coordenacao, por parte do paciente, entre o
acionamento do dispositivo e a inspiracdo. Visto que o aerossol
gerado possui alta velocidade, frequentemente é requerido o uso de
espacadores a fim de evitar a colisdo das goticulas com a regido
orofaringea (AULTON, 2005; DANIHER, ZHU, 2008; UNGARO et
al., 2012).

Os nebulizadores também sao utilizados para administracdo
de farmacos pela via pulmonar a partir de solugdes dos mesmos.
Estes dispositivos podem liberar quantidades grandes de farmaco
no ritmo normal de respiracdo, isto é, sem a necessidade de
coordenacéo entre o acionamento do dispositivo e a inala¢do. Logo,
seu uso € indicado para criancas, idosos e pacientes gravemente
enfermos. Entretanto, sdo dispositivos de preco elevado, baixa
portabilidade e consomem tempo do paciente (AULTON et al., 2005;
DANIHER, ZHU, 2008).

2.3.2.2 Inaladores de p6 seco (DPI)

Os inaladores de p6s secos (DPIs) sdo particularmente
interessante por serem livres de gases propelentes, portateis, faceis
de operar e de baixo custo, além de promoverem a estabilidade da
formulacdo que mantém-se na forma de um pé (HAMISHEHKAR et
al., 2010). Tais dispositivos geram aerossois a partir de pds secos
inseridos no seu interior. Geralmente, o p6 é colocado em capsulas
de gelatina dura ou blisteres discoidais previamente carregados no
dispositivo e sdo perfurados durante o acionamento. A liberagcédo do
pé ocorre em seguida, através da respiracdo do paciente e o fluxo
turbulento de ar gerado por este promove a desagregacdo de
agregados de farmaco e carreador (figura 7) (AULTON et al., 2005;
ISLAM, GLADKI, 2008).

Os pos utilizados neste tipo de dispositivo sdo geralmente
micronizados e caracterizam-se por elevada energia de superficie e
baixa capacidade de fluxo. Dada sua natureza coesiva, alternativas
foram desenvolvidas para desagregacdo das particulas. A mistura
de particulas de farmaco a excipientes (do tipo carreadores como a
lactose) de tamanho de particula maior (30 a 60 um), favorecem a
liberacdo do farmaco pelo dispositivo de cedéncia e também
promove a uniformidade no enchimento da capsula durante o
processo de producdo da forma farmacéutica (CHAN, CHEW,
2003).
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(Fonte: adaptado de PILCER, AMIGHI; 2010 apud TELKO, HICKEY,
2005).

A eficiente deposicdo pulmonar a partir de inaladores de pé
seco requerem caracteristicas fisicas de particulas bem definidas,
especialmente quanto ao tamanho de particula, densidade e area
superficial, jA que estes fatores afetam diretamente o fluxo,
manipulacdo e dispersibilidade do pd e, consequentemente, sua
chance de deposicdo na regido desejada dos pulmdes (UNGARO et
al., 2009). Acucares como lactose, manitol, glicose e trealose sé@o
utilizados comercialmente como carreadores de farmacos em DPIs
(PILCER, AMIGHI, 2010). Atualmente a lactose monoidratada ou
anidra é o carreador mais utlizado neste tipo de dispositivo
inalatério. Estima-se que apenas 20 ou 30% da dose disponivel
chegue aos pulmdes nas formulacbes comerciais. Estudos com
lactose amorfa sugerem que sua superficie altamente energética e
irregular dificultem a desagregacgédo do farmaco durante a inspiragéo
e grande parte da dose permaneca retida na regido orofaringea, o
gue acarreta na baixa efetividade do sistema (PILCER, AMIGHI,
2010; TULI et al., 2012).

Outros tipos de carreadores tém sido estudados a fim de
obter-se melhores caracteristicas de superficie, como as
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microparticulas lipidicas sélidas, nano- e microparticulas poliméricas
(TULI et al., 2012; SILVA et al., 2013).

2.4 Sistemas microestruturados utilizados como carreadores de
farmacos

Na industria, a microencapsulacdo tem sido empregada no
mascaramento de sabores e odores, aumento de estabilidade
(protecdo da luz, umidade, oxidacdo), minimizacdo da irritagdo
gastrica, administracéo de farmacos incompativeis na mesma forma
farmacéutica, melhoria das caracteristicas de fluxo, além da
obtencéo de formas farmacéuticas de liberacdo modificada (SILVA
et al., 2003).

Na area farmacéutica o termo “microparticula” se refere a
sistemas solidos e esféricos de liberagdo de farmacos com tamanho
micrométrico (1 a 1000 um). Dependendo da técnica de preparacao,
sdo obtidas microesferas ou microcapsulas. As microcapsulas séo
sistemas vesiculares nos quais o farmaco estd confinado em um
ndcleo geralmente oleoso envolto por uma membrana polimérica.
As microesferas sdo sistemas matriciais onde o farmaco esta
dissolvido ou disperso em uma matriz lipidica ou polimérica (SILVA
et al., 2003). Estudos prop6em que a microencapsulacdo pode ser
empregada tanto para farmacos hidrofébicos, como a cisplatina,
lidocaina, naltrexona e progesterona, como para farmacos
hidrofilicos, como insulina, proteinas, peptideos e vacinas (LI,
ROUAUD, PONCELET, 2008).

As microparticulas podem ser utilizadas para veicular
farmacos pela via parenteral, pulmonar, oral ou nasal, sendo
capazes de promover a liberagdo controlada e sustentada do ativo
encapsulado, além de protegé-lo da degradacdo e depuracdo
fisiolégica. Além disso, a modificacdo de sua superficie possibilita
também vetorizacdo a tecidos e células especificas (SILVA et al.,
2003; FREITAS, MERKLE, GANDER, 2005).

Vérias técnicas podem ser utlizadas para obtencdo de
microparticulas. As principais sdo: emulsdo/evaporacgédo do solvente,
nebulizagdo (ou spray-drying), coacervacao, extrusao/solidificacéo e
polimerizacao. Além disso, parametros operacionais (velocidade de
agitacdo, temperatura, volume, pressao), bem como a composicdo
quali e quantitativa podem ter influéncia direta sobre as
caracteristicas finais das particulas (LI, ROUAUD, PONCELET,
2008).
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2.4.1 Microparticulas poliméricas

Varios estudos tém demonstrado o potencial dos carreadores
poliméricos na otimizacdo do regime terapéutico. A vetorizagdo de
carreadores poliméricos pode permitir o controle da liberacdo do
farmaco e a reducao de administracfes diarias, contribuindo para o
controle de infecgdes locais crbnicas, além de diminuir a incidéncia
do farmaco na corrente sanguinea a fim de evitar a distribuicdo ndo-
especifica que resulta em efeitos colaterais. O carreador também
oferece o potencial de associacdo de farmacos na mesma forma
farmacéutica ou a combinacdo com adjuvantes funcionais (como
promotores de absor¢do e agentes mucoliticos). Ainda, sugere-se
gue os carreadores poliméricos podem aumentar potencialmente o
indice terapéutico de farmacos através do aumento de sua
estabilidade durante o armazenamento da forma farmacéutica e
também in vivo, além de possibilitar o aumento da quantidade de
farmaco que chega ao sitio de agéo e o prolongamento do tempo de
residéncia in situ, estendendo o efeito farmacolégico (UNGARO et
al., 2012; VILOS, VELASQUEZ, 2012).

Microparticulas  poliméricas sdo vantajosas para a
administracdo pulmonar de farmacos, pois podem ser obtidas com
caracteristicas de aerossolizacdo e deposicdo adequadas a
liberacéo nos pulmdes, no que diz respeito ao tamanho, densidade,
porosidade e morfologia. Em especial, as microparticulas obtidas a
partir de materiais poliméricos biodegradaveis representam uma
estratégia bastante promissora, por serem sistemas bastante
versateis quanto ao tipo de molécula encapsulada, tamanho de
particula obtido, densidade, além de permitir o prolongamento da
liberacdo, melhoria do fluxo e reprodutibilidade de dose. A
administracdo deste sistema ocorre através da inalagdo das
microparticulas na forma de p6 seco, as quais sdo arrastadas pela
corrente de ar inspirado com auxilio de um dispositivo similar aos
comerciais (figura 8) (TULI et al., 2011). Ap6s a deposi¢cdo do
carreador polimérico, ha a liberagdo controlada do farmaco por
difuséo e/ou eroséo do polimero (VILOS, VELASQUEZ, 2012).
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Zona respiratoria

Zona de
conducgéo

Figura 8. Administragcdo pulmonar de farmacos através de DPI.
(Fonte: adaptado de DANIHER, ZHU, 2008).

Estudos tém mostrado que microparticulas porosas,
caracterizadas por diametro geométrico alto (> 5 um), baixa
densidade (< 0,4 g/mL) e baixo didametro aerodinamico (< 5 um),
exibem perfis de deposicdo pulmonar ideais (YANG et al., 2009).
Particulas de alta densidade (> 1 g/mL) teriam que ter tamanho
reduzido (< 3 um) para atingir a mesma penetracdo pulmonar (KIM
et al., 2012). Edwards e colaboradores (1998) avaliaram a influéncia
de fatores como tamanho de particula e densidade na otimizacao da
eficiéncia de aerosséis para administracdo da insulina pela via
pulmonar. Dois tipos de microparticulas constituidas de PLGA foram
obtidos: pequenas e compactas (similares aos aerossois
convencionais) e grandes e porosas (particulas inovadoras), obtidas
através das técnicas de emulsdo simples e dupla, respectivamente.
Ambas possuiam DAMM iguais a 2,15 um. A biodisponibilidade
relativa apés aerossolizacdo das particulas na forma de p6 seco aos
pulmdes de ratos foi avaliada. As particulas inovadoras
demonstraram uma liberacdo de até 96 horas, com
biodisponibilidade relativa de 87,5%, ou seja, 7 vezes superior
aguela obtida pelas particulas de tamanho reduzido e sem poros,
gue apresentaram biodisponibilidade de 12% com liberacdo de 4
horas. Os autores atribuiram os resultados a (i) menor tendéncia de
agregacao das particulas de tamanhos maiores e de menor area de
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contato inter-particular que, por sua vez, levou a uma menor
guantidade de energia necessdria para aerossolizacdo durante a
administracdo do medicamento, e a (ii) significativa reducdo da
captura pelos macrofagos alveolares pelo tamanho superior de
particulas. As particulas convencionais foram rapidamente
fagocitadas, o que reduziu o seu potencial em controlar e sustentar
a liberacdo da insulina. Neste segundo ensaio, apds 48 horas da
inalacdo, 17,5% dos macréfagos alveolares continham particulas
pequenas e compactas no seu interior, enquanto que nos
macréfagos dos ratos que tiveram a inalacdo das particulas grandes
e porosas este valor foi de 4%.

As microparticulas poliméricas podem ser obtidas através de
varias técnicas. A escolha da técnica depende da natureza do
polimero, das caracteristicas do farmaco, da duracdo da terapia e
da via de administracdo, devendo esta também ser reprodutivel,
garantir a estabilidade do farmaco a ser encapsulado e permitir a
obtencdo de microparticulas de tamanho adequado, com alta
eficiéncia de encapsulagdo e baixa concentracdo de solventes
organicos no produto final (FREITAS, MERKLE, GANDER, 2005;
JAIN, 2000).

A emulsdo/evaporacdo do solvente é uma técnica de
obtencdo de microparticulas bastante utilizada. Esta divide-se em
emulsao simples ou dupla, e pode ser classificada em éleo em agua
(O/A), agua em 6leo (A/O), agua em 6leo em agua (A/O/A), entre
outras, dependendo da natureza das fases interna e externa (JAIN,
2000). Brevemente, na técnica de emulsao simples o/a o polimero é
dissolvido em um solvente organico volatii onde o farmaco é
também solubilizado (fase organica). Em seguida, esta solucdo é
vertida em uma solugdo aquosa de maior volume contendo um
surfactante (fase aquosa), sob agitacdo. As goticulas formadas
solidificam a medida que o solvente é eliminado da fase interna da
emulsdo. Por fim, estas sao lavadas, centrifugadas e liofilizadas até
obtencdo de um pé seco (WATTS, DAVIES, MELIA, 1990). As
particulas obtidas neste processo sdo geralmente esféricas e
compactas. Ainda, a técnica € pouco apropriada para a
encapsulagdo de farmacos hidrofilicos, que séo particionados para a
fase aquosa.

A técnica de dupla emulsédo, geralmente empregada para a
encapsulagdo de farmacos hidrofilicos, como peptideos e proteinas,
também tem sido empregada como estratégia para a obtencdo de
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particulas porosas. Nesta técnica uma solucao aquosa (fase aquosa
interna) é adicionada a uma fase organica composta pelo polimero
(fase oleosa) para formacdo de uma emulsdo agua em oleo (A/O).
Essa emulsdo é misturada a um volume maior de solucdo aquosa
contendo surfactante hidrofilico (fase aquosa externa) a fim de se
obter uma dupla emulsdo (A/O/A). O solvente é evaporado e as
particulas sdo centrifugadas, lavadas, filtradas e liofilizadas (JAIN,
2000; YANG, et al., 2000).

Vérias técnicas sdo descritas na literatura para obtencdo de
particulas porosas, sendo as mais comuns a separacdo de fases,
lixiviagdo de sais, e adicdo de agentes efervescentes e de indutores
osmoticos. A formacgéo de poros ndo somente permite a diminuicdo
da densidade das particulas, mas também altera o perfil de
liberacdo do farmaco, pois possibilita um maior intercambio do
mesmo entre 0 meio interno e externo, modificando o seu gradiente
de concentragdo, além de interferir na velocidade de degradacéo da
matriz polimérica. Um esquema representativo dos métodos e
mecanismos de formacdo de particulas porosas € mostrado na
figura 9.

A separacdo de fases foi descrita por Giovagnoli e
colaboradores (2007) para a obtencdo de microparticulas porosas a
partir do PLGA. Nesta técnica, uma solucdo aquosa do farmaco foi
adicionada a uma solucao do polimero em diclorometano e acetona.
A emulsédo primaria (A/O) formada foi entdo injetada em uma
solucdo aquosa de surfactante (PVA ou HPMC) sob agitacao,
formando uma dupla emulsao (A/O/A). Esta foi finalmente diluida
em agua e mantida sob agitacdo por 2 horas a fim de permitir a
evaporacdo do solvente organico e diminuir a probabilidade de
agregacao entre as particulas em solidificacdo. A alta taxa de
evaporacdo do solvente e extracdo da agua da fase interna durante
o endurecimento das microparticulas provocou a formacgéo de poros
e cavidades na matriz polimérica, reduzindo também a densidade
das particulas (GIOVAGNOLI et al., 2007).

A albumina sérica bovina (BSA) foi utilizada como um agente
osmotico por Lee e colaboradores (2010) para a obtencdo de
microparticulas poliméricas porosas a partir do PLGA pela técnica
da dupla emulsdo. Neste caso, uma solu¢do aquosa do BSA foi
adicionada a uma solugéo polimérica em diclorometano e a mistura
levada a agitagdo ultrasdnica, formando uma emulsdo primaria A/O.
Em seguida, a mistura foi adicionada a uma solucdo aquosa de
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surfactante e submetida a homogenizagdo em alta velocidade,
formando uma emulsdo A/O/A. Presume-se que o0 BSA induza a
osmose entre as fases aquosas interna e externa promovendo a
penetracdo de agua durante o processo de formacéo das particulas,
deixando caminhos na matriz polimérica, e resultando na formacao
de poros uniformes na matriz. (LEE, et al., 2010).

Sais como cloreto de sédio também podem ser empregados
como agentes porogénicos. Estes sdo dispersos na fase interna da
emulsdo e séo lixiviados e dissolvidos na fase aquosa externa
durante a formacdo das particulas, deixando poros na matriz
polimérica. O cloreto de sbédio pode agir ainda como agente
osmotico, induzindo a entrada de agua para o interior da particula,
atraida pelo maior gradiente de concentragdo (LEE, et al., 2010).
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Figura 9. Formacdo de poros em microparticulas poliméricas. Em
(A) lixiviagdo de sais; (B) formacdo de gés (agente efervescente);
(C) inducgéo osmotica.

(Fonte: adaptado de LEE et al., 2010)

Particulas porosas também podem ser obtidas com a
utiizacdo de bicarbonato de aménio (ABC) como agente
porogénico. Este sal é dissolvido na fase aquosa primaria da
formulacdo, quando a técnica de dupla emulsdo é empregada. A
formacdo de poros ocorre pela decomposicdo do bicarbonato de

amoénio com formacdo espontanea de gases dioxido de carbono e
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amodnia que escapam da matriz polimérica durante o periodo de
extracdo do solvente, deixando cavidades nas particulas (KIM,
CHUNG, PARK, 2006; YANG, et al., 2009).

Diversos estudos demonstram o emprego do ABC como
agente porogénico na obtencdo de microparticulas poliméricas
porosas pela técnica da dupla emulsdo. Oh e colaboradores (2011)
obtiveram microparticulas de PLGA contendo o corticosteréide
budesonida visando o tratamento da asma. A porosidade das
particulas em estudo pdde ser controlada através da modificacdo da
guantidade de ABC nas formulacdes, onde 0, 1,5 e 3,0% (m/V)
foram empregados. A morfologia e o tamanho dos poros foram
visivelmente afetados pela concentracdo crescente de ABC. Assim,
a densidade e o diametro aerodindmico das particulas porosas
foram reduzidos em relacdo as particulas ndo porosas. Ensaios de
liberacéo in vitro evidenciam a liberagéo controlada do farmaco por
mais de 24 horas. Estudos in vivo em modelo murino de asma
também foram conduzidos e demonstram com sucesso o efeito
antiinflamatério do farmaco nos pulmbes, com diminuicdo
significativa de células inflamatérias no lavado bronco-alveolar, além
da diminuicdo da hiperresponsividade brénquica, em especial para
as formulac¢des contendo poros, que permaneceram por mais tempo
no ambiente pulmonar. Resultados promissores foram encontrados
também por Kim et al., 2012, na encapsulagdo da doxorrubicina em
microparticulas porosas constituidas de PLGA para o tratamento de
cancer de pulmdo, e Yoo et al., 2011, na encapsulacdo de
antocianina para tratamento da DPOC em microparticulas porosas
obtidas através da dupla emulséo.

2.5 Policaprolactona

A policaprolactona (PCL) é um poliéster alifatico sintético, de
caracteristica semicristalina. Seu baixo ponto de fusdo, baixo custo
de obtencdo, capacidade de formacdo de blendas e boa
biocompatibilidade tém estimulado sua aplicacdo no meio
biomédico. A PCL pode ser obtida através de reacbes de
polimerizacdo por abertura de anel do mondmero ciclico
caprolactona (figura 10) em meio alcodlico contendo o catalisador
octoato de estanho (WOODRUFF, HUTMACHER, 2010). E solGvel
em solventes organicos como cloroférmio, diclorometano, benzeno
e tolueno, sendo pouco sollvel em etanol e éter de petréleo. Possui
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temperatura de transicao vitrea em -60°C e de fusdo entre 59 e
64°C (SINHA et al., 2004).

| — ,lij\/\/\/“’}n

Figura 10. Reacéo de sintese do PCL.
(Fonte: ALBERTSSON, VARMA,; 2003).

A PCL tem sido amplamente utilizada como matriz polimérica,
no desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos nano- e
microestruturados, pois pertence a classe de polimeros
biodegradaveis, juntamente com o poli(acido-latico) (PLA),
poli(acido-glicélico) (PGA) e poli(acido latico-co-acido glicdlico)
(PLGA), que possuem um bom perfil de biocompatibilidade e
biodegradabilidade (CHEN, WANG, 2000).

Os polimeros sdo considerados biodegradaveis quando sua
degradacdo se da pela acdo ambiental, tanto por processos
biocataliticos (envolvendo bactérias, fungos, enzimas), quanto por
processos quimicos (hidrélise, oxidacao, radiacdo UV) (EDLUND,
ALBERTSSON, 2002). No caso da PCL, o rompimento das ligacbes
éster da cadeia polimérica resultam em produtos de degradacao
compativeis com meio fisiolégico, como o acido 6 — hidréxi capréico,
gue é eliminado via ciclo de Krebs (figura 11) (DHANVIJAY,
SHERTUKDE, KALKAR, 2011).
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Figura 11. Processo de biodegradacéao do PCL.
(Fonte: WOODRUFF, HUTMACHER; 2010).

Estudos demonstraram que a degradacdo da PCL ocorre em
duas etapas: uma etapa hidrolitica seguida de uma etapa
enzimatica. Inicialmente, ocorre a hidratagdo do polimero com
clivagem de ligacdes éster da cadeia polimérica por hidrélise e
erosdo da superficie em contato com fluidos biologicos, formando
oligbmeros. Estudos sugerem que esta hidrélise inicia nos dominios
amorfos do polimero e que sua velocidade esta relacionada com a
massa molecular do polimero. Assim, uma maior massa molecular
implica em um nimero maior de quebras de ligacdes éster afim de
formar mondmeros/oligbmeros sollveis em agua necessitando,
dessa forma, de um maior periodo de tempo para erosédo e
degradacdo do polimero. A segunda etapa, enzimatica, ocorre
guando o polimero apresenta caracteristicas cristalinas e baixa
massa molecular (inferior a 5000 ou 3000 g/mol). Fragmentos
poliméricos encontrados no interior de fagolisossomos de
macrofagos e células gigantes evidenciaram a natureza intracelular
da degradacdo polimérica neste estagio (WOODRUFF,
HUTMACHER, 2010).

A escolha de um polimero adequado para desenvolvimento de
sistemas microparticulados de liberacdo de farmacos é importante,
visto que este regula a liberacdo do farmaco encapsulado. Devido a
sua degradacgdo lenta, a PCL tem sido utilizada em sistemas de
liberacdo prolongada, implantes e suturas. Sugere-se que a PCL
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passe pelas fases de hidratacdo, degradacdo, perda de massa,
metabolizacao e reabsorcao num periodo de até 18 meses.

Diversos trabalhos vém sendo publicados demonstrando a
capacidade de utilizar a PCL para encapsular diferentes farmacos,
hidrofilicos e hidrofébicos, como o taxol, clonazepam, saquinavir,
docetaxel, vimblastina, insulina, entre outros, para administracdo
oral e parenteral (PEREZ et al., 2000; KUMARI et al., 2010; RAVAL
et al., 2011). Varias técnicas tem sido utilizadas para a preparagao
das microparticulas com PCL, entre elas estdo a emulsao simples e
dupla seguida da evaporacao do solvente, secagem por nebulizacao
(spray drying), difusdo do solvente a quente, e novas técnicas
empregando fluidos supercriticos (SINHA et al., 2004).

Além da versatilidade no que se refere a técnica de
preparacdo, este polimero apresenta as caracteristicas de
biocompatibilidade adequadas para a obtencado de microparticulas
para liberacdo pulmonar. Tuli e colaboradores (2011)
desenvolveram microparticulas de PCL como alternativa a lactose
utilizada comercialmente.como carreador. As particulas foram
obtidas através da técnica de emuls@o/evaporacdo do solvente e
recobertas com o farmaco (sulfato de salbutamol). Em comparagéo
a lactose, o recobrimento das microparticulas com adjuvantes
ternarios, como o estearato de magnésio e a leucina, diminuiram a
forca de adesdo entre as particulas e aumentaram
significativamente a fracdo de particulas finas emitida, neutralizando
a acdo do PVA superficial que mantinha as moléculas de farmaco
aderidas as mesmas, aumentando, assim, a sua desagregacéo e a
deposicdo pulmonar (TULI et al., 2011). Outros trabalhos
envolvendo o uso da PCL para preparacdo de microparticulas
destinadas a liberacdo pulmonar ndo foram encontrados na
literatura, evidenciando o carater inovador da presente proposta.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 MATERIAIS

3.1.1 Matérias-primas

Alcool polivinilico (Vetec Quimica Fina Ltda, Brasil)

Alizarina (Sigma Aldrich, EUA)

Azitromicina diidratada (Pharma Nostra, Brasil)

Bicarbonato de aménio (LabSynth Produtos para Laboratérios Ltda,
Brasil)

Cloreto de sodio (Isofar Industria e Comércio de Produtos Quimicos
Ltda, Brasil)

Fosfato de sédio monobasico (Vetec Quimica Fina Ltda, Brasil)
Fosfato de potassio dibasico (Vetec Quimica Fina Ltda, Brasil)
Policaprolactona Mw = 10.000 g/mol (Sigma Aldrich, EUA)
Polietilenoglicol 400 (Isofar Industria e Comércio de Produtos
Quimicos Ltda, Brasil)

Poloxamer 188, Copolimero tribloco polioxietileno-polioxipropileno-
polioxietileno (Lutrol F-68 NF®, BASF, Alemanha).

3.1.2 Solventes, solugdes e reagentes

Acido Cloridrico 35% (Biotec Reagentes Analiticos, LabMaster,
Brasil)

Acido Fosférico 85% (Vetec Quimica Fina, Brasil)

Acetonitrila P. A. (Vetec Quimica Fina Ltda, Brasil)

Diclorometano P. A. (LabSynth Produtos para Laboratérios Ltda,
Brasil)

Dimetilsulfoxido P. A. (LabSynth Produtos para Laboratérios Ltda,
Brasil)

Hidroxido de Sédio (Cromoline Quimica Fina Ltda, Brasil)

Metanol grau HPLC (Vetec Quimica Fina Ltda, Brasil)

Tween 80 (LabSynth Produtos para Laboratérios Ltda, Brasil)

3.1.3 Equipamentos

Agitador magnético com aquecimento ARE (Velp Scientifica, Italia)
Agitador magnético com aquecimento Schott SLR (Schott
Instruments, Alemanha)

Agitador tipo vortex KMC-1300V (Vision Scientific CO Ltda, EUA)
Aparelho para determinacdo da densidade de compactacéo
(Pharmatron, EUA).

Balanca analitica AS2000 (Ohaus Corporation, EUA)
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Banho de ultrassom USC 700 (Unique Industria e comércio de
produto eletrdnicos Ltda, Brasil)

Calorimetro exploratério diferencial DSC-50 (Shimadzu, Japéo)
Centrifuga 4K15 Sigma (Sigma, EUA)

Criostato Leica CM1850 UV (Leica Microsystems, Alemanha)
Dissolutor modelo 299 (Nova Etica, Brasil)

Difratbmetro a laser Mastersizer 2000 (Malvern, Inglaterra)
Difratdmetro de raiox-X X'Pert PRO (PANalytical, EUA) equipado
com detector X’Celerator.

Espectrofotdbmetro de absorcdo de luz na regido do UV/Visivel UV
1800 (Shimadzu, Japéo)

Homogeneizador ultrassénico UP 200S (Hielscher Ultrasonics
GmbH, Alemanha)

Homogeneizador a alta velocidade Ultra-Turrax T25 Basic (lka
Werke, Alemanha)

Liofilizador LD1500 (Terroni Equipamentos Cientificos Ltda, Brasil)
Microscopio eletrénico de varredura Jeol JSM-6390LV (Jeol Ltd.,
EUA)

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

Picnbmetro a hélio manual Multipycnometer (Quantachrome
Instruments, EUA)

Recobridora a vacuo Leica EM SCD500 (Leica Microsystems, EUA)

3.2 METODOS
3.2.1 Estudos preliminares de formulacéo

3.2.1.1 Preparacdo das microparticulas de policaprolactona
pelatécnica de dupla emulséo/evaporacéo do solvente

As microparticulas poliméricas foram obtidas pela técnica de
dupla emulsdo/evaporacdo do solvente (YANG et al., 2009). Uma
solucéo de azitromicina e policaprolactona em diclorometano (fase
orgéanica) foi adicionada a uma solu¢do aquosa contendo o agente
porogénico (fase aquosa;). Esta mistura foi submetida a agitacéo
ultrassdnica durante 1 minuto (amplitude de 50 % e ciclo de 1,0)
para formacdo da emulsdo primaria (A/O). Em seguida, esta
emulsdo foi vertida em uma solugcdo aquosa de PVA (fase aquosa,)
sob agitacdo magnética para formacdo da emulsdo A/O/A e diluida
com 150 mL de agua destilada. A dupla emulsédo formada foi
mantida sob agitacdo magnética overnight para completa remocgéo
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do solvente organico e solidificacdo das microparticulas. Estas
foram centrifugadas 2500 rpm por 30 minutos, lavadas trés vezes
com agua destilada e liofilizadas até obtencdo de um po6 seco. As
amostras foram mantidas em dessecador até os ensaios de
caracterizacao.

3.2.1.1.1 Selecdo do tipo de agente porogénico

Dois tipos de agentes porogénicos foram testados: o
bicarbonato de amobnio e o cloreto de sodio. No primeiro caso, uma
solucdo de bicarbonato de aménio (ABC) 1% (m/V) foi utilizada
como fase aquosa 1, em um volume de 1,4 mL ou 2,8 mL. Quando
o cloreto de sédio foi testado, este foi adicionado em ambas as
fases de modo a criar um efeito osmético. As formulagbes testadas
para a avaliagcdo do tipo de agente porogénico encontram-se
demonstradas na tabela 1.

Tabela 1. Composigcéo das formulagdes testadas para sele¢do do
volume e tipo de agente porogénico.

Amo Fase

Fase aquosa 1 Fase aquosa 2

stra organica
PVA PVA
ABC NaCl NacCl PVA 1% 1%
1% 0,5% 5% PCL DCM 1% NacCl NaCl
m/v, MmN, (m/V, (mg) (mL)  (m/V, 5% 0,5%
mL) mL) mL) mL) (m/V, (m/V,
mL) mL)
EP1 1,4 - - 450 50 75 -
EP2 2,8 - - 450 50 75 -
EP3 1,4* - - 450 50 75 - -
EP4 - 1,4* - 450 50 - 75
EP5 - 1,4* 450 50 - - 75

Na Tabela: EP: ensaio preliminar; ABC: bicarbonato de aménio;
NaCl: Cloreto de sodio; PCL: policaprolactona; DCM: diclorometano;
PVA: alcool polivinilico. *Poloxamer 0,3% (m/V) em EP 3, 4 e 5.

3.2.1.1.2 Avaliacdo da concentracao de surfactante hidrofilico

O efeito da concentracdo de PVA sobre as caracteristicas
finais das particulasfoi avaliado. A tabela 2 mostra a composicao
das formulagfes testadas neste caso.



68

Tabela 2. Composicdo das formulagdes de microparticulas
poliméricas para avaliagdo do efeito da concentracdo de PVA.

Fase aquosa

Amostra 1 Fase organica Fase aquosa 2
0,
ABC 1% em PCL DCM Azitromicina PVA
Poloxamer (mg) (ML) (mg) % pH
188 1% (mL) 9 9 myy (MY
EP6 15 250 50 - 1,0 75 9,0
EP7 15 250 50 75 1,0 75 9,0
EP8 15 250 50 75 0,75 75 9,0
EP9 15 250 50 75 0,50 75 9,0

Na Tabela: EP: ensaio preliminar; ABC: bicarbonato de aménio;
PCL.: policaprolactona; DCM: diclorometano; PVA: alcool polivinilico.

3.2.1.1.3 Avaliacédo da quantidade inicial de azitromicina

Quatro diferentes quantidades iniciais de azitromicina foram
testadas a fim de obter o melhor efeito em relacdo ao teor e
eficiéncia de encapsulacdo. Para isto, as formula¢des apresentadas
na tabela 3 foram avaliadas.

Tabela 3. Composicdo das formulacdes de microparticulas
poliméricas para avaliagdo do efeito da quantidade inicial de
azitromicina.

Amostra Fase Fase orgénica Fase aquosa 2
aquosa l

ABC 1% em . - PVA
Poloxamer PCL DCll\/I Azitromicina 0.75% pH

188 1% (mi) (M9) (ML) (mg) (mL)
EP10 15 250 50 100 75 10
EP11 15 250 50 150 75 10
EP12 15 250 50 200 75 10
EP13 15 250 50 250 75 10
EP14 1,5 250 50 200 75 10

Na Tabela: EP: ensaio preliminar; ABC: bicarbonato de aménio;
PCL: policaprolactona; DCM: diclorometano; PVA: alcool
polivinilico.*EP14 com agitacdo da emulsdo A/O/A em ultraturrax a
17.500 rpm por 30 segundos.
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3.22 Estudo de formulagcdo de microparticulas de
policaprolactona por delineamento estatistico fatorial

3.2.2.1 Preparacdo das microparticulas porosas de
policaprolactona pela técnica de dupla emulsao/evaporacédo do
solvente

As microparticulas poliméricas foram obtidas pela técnica de
dupla emulsdo (YANG et al., 2009). Uma solugdo contendo
bicarbonato de amoénio 1% (m/V) e Poloxamer 188 1% (m/V) (fase
aguosa,) foi adicionada a uma solugédo orgéanica contendo 150 mg
de azitromicina e 250 mg de policaprolactona em diclorometano
(fase organica). Esta mistura foi submetida a agitacao ultrassénica
com amplitude de 50% e ciclo de 1,0 durante 1 minuto para
formacéo da emulsdo primaria (A/O). Em seguida, esta emulsao foi
vertida em 75,0 mL de uma solucédo aquosa de PVA (fase aquosa,)
sob agitacdo magnética para formacdo da emulsdo A/O/A. Em
seguida, a emulsdo foi submetida a agitacdo a alta velocidade em
aparelho Ultraturrax a 17.500 rpm durante 1 minuto. A dupla
emulsdo formada foi mantida sob agitacdo magnética overnight para
completa remocgdo do solvente organico e solidificagdo das
microparticulas. Estas foram centrifugadas a 2500 rpm por 30
minutos, lavadas trés vezes com dagua destilada alcalinizada e
liofilizadas até obtencdo de um pé seco. As amostras foram
mantidas em dessecador até os ensaios de caracterizacdo. Um
esquema representativo da metodologia empregada para
formulacé@o pode ser observado na figura 12.

Microparticulas brancas (sem farmaco) foram obtidas nas
mesmas condi¢fes, suprimindo a azitromicina da fase orgéanica.
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Fase Organica

|
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em DCM ‘_ |
[
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Poloxamer O AIO/A V=17.500 rpm

1881%

Centrifugar,
—_—. Lavar, p—
Liofilizar gitacao
M MPE' | overnight
S Evaporagédo

Polimérica obtida por
Dupla emulsédo

Figura 12. Representacdo gréfica da técnica de preparacdo das
microparticulas poliméricas por dupla emulsao.

do solvente

3.2.2.2 Planejamento fatorial

Uma andlise fatorial foi realizada com o intuito de avaliar o
efeito de variaveis de formulacdo sobre as caracteristicas de teor e
didmetro aerodindmico médio de massa (DAMM). O planejamento
fatorial utilizado foi um delineamento com dois niveis e trés fatores
(2°), do tipo completo, onde todas as possiveis combinacdes dos
niveis foram utilizadas, resultando em 8 formulag6es, cada uma com
duas replicatas. Os seguintes parédmetros de formulacdo foram
avaliados: saturacdo da fase aquosa 2 com diclorometano (ndo ou
sim), previamente a formulacéo, pH da fase aquosa 2 (pH 6 ou 10) e
volume da fase organica (5 mL ou 25 mL). O planejamento fatorial
foi realizado utilizando o software Statistica 7 (StatSoft Inc., Estados
Unidos). Os fatores e niveis utilizados encontram-se descritos na
tabela 4 e suas combinagfes possiveis sdo apresentadas na tabela
5. As 8 formulagBes resultantes estdo apresentadas na tabela 6.
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Tabela 4. Variaveis independentes e seus niveis utilizados no
delineamento fatorial 2°.

Saturacgéo da fase pH da fase VqumeAd_a
Fatores fase orgénica
aquosa 2 aquosa 2
(mL)
Nivel (-1) Néo 6,0 50
Nivel (+1) Sim 10,0 25,0

Tabela 5. Delineamento fatorial 2° utilizado para obtencdo das
microparticulas.

Saturacdo da

pH da fase Volume da fase
Amostra fase aquosa aquosa externa organica
externa
MPD 1 -1 -1 -1
MPD 2 1 -1 -1
MPD 3 -1 1 -1
MPD 4 1 1 -1
MPD 5 -1 -1 1
MPD 6 1 -1 1
MPD 7 -1 1 1
MPD 8 1 1 1

Tabela 6. Composicdo das formulacdes de microparticulas
poliméricas preparadas pela técnica de dupla emulséo.

Amost Fase Fase organica Fase aquosa 2
ra aquosa l
PVA
ABC 1% em PCL DCM  Azitromicina 0,75
Poloxamer (mg) (mL) (mg) % pH  Sat.
188 1% (mL) 9 g
(mL)
MPD 1 0,5 250 5,0 150 75,0 6,0 Naéo
MPD 2 0,5 250 50 150 75,0 6,0 Sim
MPD 3 0,5 250 50 150 75,0 10,0 Néo
MPD 4 0,5 250 50 150 75,0 10,0 Sim
MPD 5 0,5 250 25,0 150 75,0 6,0 Nao
MPD 6 0,5 250 25,0 150 75,0 6,0 Sim
MPD 7 0,5 250 25,0 150 75,0 10,0 Néo

MPD 8 0,5 250 25,0 150 75,0 10,0 Sim
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Na Tabela: MPD: microparticulas poliméricas preparadas por dupla
emulsdo; ABC: bicarbonato de aménio; PCL: policaprolactona;
DCM: diclorometano; PVA: élcool polivinilico; Sat: saturacdo da
segunda fase aquosa com diclorometano.

3.2.3 Determinacédo do teor e da eficiéncia de encapsulacédo da
azitromicina por espectroscopia de absorcao no visivel

O teor e eficiéncia de encapsulagdo da azitromicina nas
microparticulas foram estimados apds analise do farmaco por
espectroscopia de absorcdo no visivel, basendo-se na reacdo de
complexacgdo com a alizarina (1,2—diidroxi—9,10— antracenodiona).

3.2.3.1 Otimizacdo das condicbes de complexacdo entre a
alizarina e a azitromicina em solucéo

O método analitico colorimétrico baseado na complexacédo da
azitromicina com a alizarina foi investigado, buscando estabelecer
as condicdes mais favoraveis para obtencdo de uma coloragéo
intensa e apropriada para a determinacdo quantitativa do farmaco
em analise. O complexo foi caracterizado e a reacdo foi avaliada
guanto & estequiometria e concentracdo de alizarina empregada,
mecanismo e tempo de reacao.

3.2.3.1.1 Avaliagao da estequiometria da reagao

O método de variacdo continua (ou método de Job) foi
empregado para determinar a estequiometria da reacdo de
formagéo do complexo farmaco-ligante em solugdo metandlica por
espectrofotometria de absorcdo no visivel. Neste ensaio, foram
preparadas misturas de solu¢@es de farmaco e de ligante em que a
concentracdo final das espécies permaneceu constante, variando
apenas as fracBes molares entre estas, de forma compensatéria. As
solugcbes estoque foram preparadas previamente, sendo uma
solucdo de alizarina 0,002M em dimetilsulfoxido (DMSO) e uma
solugdo metandlica de azitromicina, ha mesma concentracdo molar.
Para o ensaio aliquotas da solucdo de azitromicina foram
transferidas para balBes volumétricos de 25,0 mL. Em seguida,
aliquotas da solugdo de alizarina foram adicionadas, mantendo o
volume final da mistura em 4,0 mL. A mistura foi submetida a
sonicacdo e o volume foi completado a 25,0 mL com metanol,
conforme tabela 7.
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Tabela 7. Misturas feitas a partir de solugbes estoque de
azitromicina 0,002 M e alizarina 0,002M.

Solucdo de Volume Volume

ol Adivomcna  Azie 0o olalda
Azitromicina  0,002M (mL) ’(mL) (mL) (mL)
0,000 0,0 4,0 4.0 25,0
0,125 0,5 3,5 4,0 25,0
0,250 1,0 3,0 4.0 25,0
0,375 15 2,5 4,0 25,0
0,500 2,0 2,0 4,0 25,0
0,625 2,5 1,5 4,0 25,0
0,750 3,0 1,0 4,0 25,0
0,875 3,5 0,5 4,0 25,0
1,000 4,0 0,0 4,0 25,0

Apés cinco minutos, a absorbancia de cada solucéo foi lida
em duplicata no comprimento de onda de 536 nm contra uma
solucdo contendo somente alizarina diluida em metanol na mesma
proporgdo, utilizada como branco. Graficos absorbancia versus
fracdo molar de farmaco foram plotados, adicionando-se uma linha
de tendéncia. A estequiometria foi dada pelo ponto em que a
mistura apresenta o efeito maximo (maior absorbancia). Este ponto
de maior efeito foi utilizado também para selecionar a concentracéo
de alizarina utilizada para os demais ensaios.

A lei de Lambert-Beer foi utilizada para o calculo da
absortividade molar do complexo azitromicina-alizarina nestas
condi¢bes, conforme a equagéo 3.

A= ¢.b.C Equacéo 3

onde A é a absorbancia, ¢ € a absortividade molar (dada em L.mol
t.em™), b é o caminho éptico (cm) e C é a concentracéo (mol/L).

3.2.3.1.2 Avaliacéo do tempo de reagao
O tempo de reacdo foi avaliado sobre a absorbancia do
complexo formado em solucdo. Para isto, solu¢des estoque de
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azitromicina 500 pyg/mL em metanol e de alizarina 384 ug/mL em
dimetilsulfoxido foram preparadas separadamente. Aliquotas da
solucéo de azitromicina foram transferidas para baldes volumétricos
de 10,0 mL, aos quais foram adicionados 1,0 mL da solucdo de
alizarina e o volume completado com metanol, a fim de se obter
uma solucao de concentracéo final igual a 60 yg/mL de azitromicina.
A solucdo foi estocada em frascos ambar e em tempos definidos
(0,1; 1; 2; 3 e 4 horas) a absorbancia do complexo formado foi lida
em espectrofotdbmetro Shimadzu 1800 (Shimadzu, Japéo) a 536 nm
contra uma solucdo de alizarina 38,4 pg/mL como branco. As
andlises foram realizadas em triplicata e os valores expressos em
concentragao de azitromicina (ug/mL) versus tempo.

3.2.3.1.3 Caracterizacdo do complexo azitromicina-alizarina por
espectroscopia de absor¢cdo no infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR)

Espectros de absor¢éo no infravermelho com transformada de
Fourier (FT-IR) foram obtidos em espectrofémetro Perkin Elmer FT-
IR/NIR (Perkin Elmer Inc., Estados Unidos). Cerca de 20 mg de
azitromicina, alizarina ou o complexo obtido apés ter sido levado a
secura em temperatura ambiente foram avaliados em entre 4000 e
600 cm™ .

3.2.3.2 Validacédo da metodologia analitica de quantificacdo da
azitromicina por espectroscopia de absorcéo no visivel

Buscando demonstrar que o método é apropriado para o fim
gue se destina, a metodologia de quantificacdo do farmaco foi
validada para os parametros indicados pelo ICH Q-2B (2005):
especificidade, linearidade, exatiddo, precisdo e determinacdo dos
limites de deteccdo e quantificacao.

3.2.3.2.1 Especificidade

Cerca de 50,0 mg de microparticulas brancas e contendo
farmaco foram exatamente pesados e transferidos para baldes
volumeétricos de 10,0 mL. Em seguida, 1,0 mL de dimetilsulféxido foi
adicionado e o volume foi completado com metanol. A mistura foi
centrifugada por 15 minutos a 2500 rpm e o sobrenadante foi
coletado. Uma aliquota de sobrenadante foi transferida para um
novo baldo volumétrico de 10,0 mL contendo 1,0 mL da solucdo de
alizarina 384 pg/mL em dimetilsulféxido e o volume foi completado
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com metanol. Espectros de varredura entre 300 e 900 nm foram
entdo obtidos em espectrofotdmetro de absor¢cdo Shimadzu UV
1800 (Shimadzu Co., Japao) usando uma solucao de alizarina 38,4
pg/mL, diluida nas mesmas condigdes, como branco.

3.2.3.2.2 Linearidade, limites de deteccéo e de quantificacéo

Para avaliar a linearidade do método analitico desenvolvido,
foram construidas trés curvas de calibragdo do farmaco em trés dias
diferentes. Para isto, uma solu¢do de azitromicina 1,0 mg/mL foi
preparada pesando-se 25,0 mg de padrédo e dissolvendo-o em 25
mL de metanol, observando a correcdo da massa molecular do
farmaco que encontra-se na forma de diidrato. Uma solucdo
reagente de alizarina 384 ug/mL foi preparada separadamente,
pesando-se 19,2 mg de alizarina e transferindo-a para um baldo
volumétrico de 50,0 mL. O volume foi completado com
dimetilsulfoxido e a solucdo foi mantida em frasco ambar até as
andlises.

Aliguotas da solugdo metandlica de azitromicina 1,0 mg/mL
foram transferidas para baldes volumétricos de 10,0 mL de modo a
obter solugbes padrdes nas concentracdes 20,0; 30,0; 40,0; 50,0;
60,0 e 70,0 pg/mL. A estas solucdes foi adicionado 1,0 mL da
solucéo de alizarina e o volume foi completado com metanol. Em
seguida, as solu¢des foram lidas em espectrofotbmetro Shimadzu
UV 1800 (Shimadzu Co., Japdo) a 536 nm, usando uma solugéo de
alizarina 38,4 uyg/mL com branco. A média das absorbancias
referentes a cada concentracao foram utilizadas para construgéo de
uma curva de calibracdo e a equacdo da reta e o coeficiente de
correlagdo (r) foram determinados pela andlise da regressao linear
utilizando o método dos minimos quadrados.

Os limites de deteccéo e de quantificacdo foram determinados
conforme as equacdes 4 e 5, respectivamente:

LD = 3’35' ? Equacéo 4
10. 3
1g=—2 Equagéo 5

S
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onde LD é o limite de deteccdo e LQ ¢é o limite de
guantificacdo, o € o desvio padrao do intercepto com o eixo y da
equacdo dareta e S é ainclinacéo da reta.

3.2.3.2.3 Exatid&o

A exatiddo do método foi avaliada por meio da técnica da
adicdo do padréo. Cerca de 50 mg de particulas contendo farmaco
(formulagdo MPD 5) foram exatamente pesadas e transferidas para
baldées volumétricos de 10,0 mL. Aliquotas de uma solucao
metandlica de azitromicina 25 mg/mL foram adicionadas aos balGes
em concentra¢des de farmaco correspondentes a 35,0; 50,0 e 65,0
Mg/mL (niveis baixo, médio e alto, respectivamente). Em seguida,
1,0 mL de DMSO foi adicionado a cada um dos baldes volumétricos
e o volume final completado com metanol. A mistura foi centrifugada
por 15 minutos a 2500 rpm. Aliquotas do sobrenadante foram entéo
transferidas para bal6es volumétricos de 10,0 mL, aos quais foram
adicionados 1,0 mL da solugéo de alizarina 384 ug/mL e o volume
completado com metanol. A absorvancia ds amostras doi lida em
espectrofotdbmetro a 536 nm contra uma solucdo de alizarina 38,4
pg/mL, diluida nas mesmas condicdes. Os resultados foram
expressos em termos de recuperacdo de farmaco (%) e desvio
padréo relativo (DPR%).

3.2.3.2.4 Preciséo

Para avaliacdo da precisdo do método, cerca de 50,0 mg de
particulas contendo farmaco foram exatamente pesados e
transferidos para baldes volumétricos de 10,0 mL aos quais foram
adicionados 1,0 mL de dimetilsulféxido e o volume foi completado
com metanol. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 2500 rpm por
15 minutos. Aliquotas do sobrenadante foram transferidas para
baldes volumétricos de 10,0 mL e 1,0 mL da solucéo de alizarina
384 ug/mL foi adicionada a cada um dos balbes e o volume foi
completado com metanol. As absorbancias das solu¢des foram
entdo lidas em espectrofotbmetro a 536 nm contra uma solucéo de
alizarina 38,4 pug/mL, usada como branco. A repetibilidade (precisao
intradia) do método foi avaliada pela analise de seis amostras
mesmo dia. A precisdo intermediaria (preciséo interdia) foi verificada
pela analise de trés amostras em trés dias diferentes. A precisao foi
expressa pelo desvio padrao relativo (DPR%).
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3.2.3.3 Determinacdo do teor de farmaco encapsulado e da
eficiéncia de encapsulacdo nas microparticulas

Cerca de 50,0 mg de microparticulas foram exatamente
pesadas e transferidas para baldes volumétricos de 10,0 mL. Em
cada um dos baldes foi adicionado 1,0 mL de dimetilsulféxido e o
volume foi completado com metanol. A mistura foi centrifugada a
2500 rpm por 15 minutos e o sobrenadante contendo o farmaco foi
coletado. Uma aliquota de sobrenadante foi entdo transferida para
um novo baldo volumétrico de 10,0 mL e 1,0 mL da solug¢édo de
alizarina 384 pg/mL foi adicionada a cada um dos baldes e o volume
completado com metanol. A absorbancia das solugbes resultantes
foi lida em espectrofotbmetro de absorcdo Shimadzu UV 1800
(Shimadzu Co., Japdo) a 536 nm, usando uma solucdo metandlica
de alizarina 38,4 pyg/mL como branco.

O teor de azitromicina foi expresso em mg de farmaco
encapsulado por 100 mg de microparticulas e a eficiéncia de
encapsulagdo (EE%) foram calculados conforme equacdes 6 e 7,
respectivamente:

C -
Teor = ( T‘:lZ') .100 Equacio 6
EEY ( Teor ) 100 Equacio 7
h=—-——). quacao
AZIteérica

onde Cuz; €& a concentragdo de azitromicina obtida
experimentalmente; m é a massa (g) de microparticulas e AzZiwgrica €
a quantidade de azitromicina teoricamente encapsulada em 100 mg
de microparticulas, considerando a massa inicialmente adicionada
as formulagoes.

3.2.4 Caracterizacao fisicoquimica das particulas

3.2.4.1 Avaliacdo da morfologia

A morfologia das microparticulas foi avaliada por
microscopia eletrénica de varredura (MEV) em microscopio JEOL
JSM-6390LV (Jeol, EUA) utilizando voltagem de 10 kV. As amostras
liofilizadas foram fixadas em fita de carbono dupla face sobre
suportes de aluminio e recobertas com uma fina camada de ouro
em recobridora a vacuo Leica EM SCD500 (Leica, EUA).
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Micrografias das particulas foram obtidas nos aumentos de 800,
1200 e 5000 vezes.

As microparticulas foram analisadas também quanto a sua
microestrutura interna. Para isto, cortes de 5 um de espessura feitos
em criostato Leica CM 1850 UV (Leica Microsystems, Alemanha)
apos congelamento das amostras em matriz apropriada (Tissue-
Tek) por 1 hora a -20°C. Os cortes foram cuidadosamente
transferidos para suportes de aluminio, recobertos com fina camada
de ouro e observados por MEV.

3.2.4.2 Determinacédo da densidade bruta e de compactagéo

A densidade bruta e de compactacdo foram avaliadas
conforme descrito na Farmacopéia Européia IV (2002). Para isso,
uma massa conhecida de particulas foi adicionada a uma proveta
graduada e o volume inicial em repouso foi registrado. As
microparticulas foram entdo submetidas a compactacéo por meio de
1250 batidas em aparelho de determinacdo da densidade de
compactacdo (Pharmatron, EUA). A densidade aparente e de
compactacdo (g/mL) foram entdo determinadas conforme as
equacdes 8 e 9, respectivamente.

m
daparente = v Equacéo 8

Equacéo 9

dcompacta(;éo =
V2

onde m é a massa de particulas pesadas para o ensaio (em
gramas), v; € o volume inicial ocupado pelas microparticulas na
proveta (em mL) e v, é o volume de p6 ocupado na proveta apoés

compactacao (em mL).

3.2.4.3 Avaliacao do fluxo

Neste trabalho, as propriedades de fluxo das microparticulas
foram avaliadas através do indice de Carr (IC) ou indice de
compressibilidade. Este expressa, em forma percentual, a
capacidade de compactabilidade e compressibilidade de um p6 ou
granulado, conforme a seguinte equacao:
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1c = L= Pe 400 Equag&o 10

c

onde p. é a densidade de compactacdo e p, € a densidade
aparente de uma massa de particulas. Em seguida, o fluxo foi
classificado conforme descrito na tabela 8 (AULTON, 2005;
UNGARO et al., 2009).

Tabela 8. Classificacdo entre fluxo e indice de Carr.

Fluxo indice de Carr (%)
Excelente 5-12
Bom 12-18
Razoavel 18-21
Ruim/fluido 21-25
Ruim/coesivo 25-32
Muito ruim 32-38

Extremamente ruim > 40

3.2.4.4 Determinacdo da densidade real (esquelética) das
microparticulas

A densidade real (ou esquelética) das microparticulas foi
determinada em picndmetro manual a hélio (Multypicnometer
QuantaChrome Instruments, EUA). Este equipamento permite
através da razéo de pressdes de hélio em duas células determinar o
volume de uma determinada massa de material. Para isto, cerca de
500 mg de microparticulas foram pesados e inseridos em céapsula
de 4,5 cm® e o volume da amostra foi registrado. As andlises foram
feitas cinco vezes para cada amostra e a densidade esquelética
média (g/mL) foi calculada.

3.2.45 Determinacdo do tamanho médio e distribuicdo
granulométrica

O tamanho e distribuicdo granulométrica das microparticulas
foram avaliados pela técnica de difracdo a laser em um
equipamento Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, Reino Unido).
Para analise, cerca de 20 mg de microparticulas liofilizadas foram
resuspendidas em solugdo aquosa de Tween 80 a 0,5% (m/V) e
sonicadas por 2,0 minutos anteriomente a analise. A distribuicdo do
tamanho foi determinada com base na teoria de difracdo de
Fraunhoffer e expressa em diametro (um) por volume de particulas
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acumulado em 10% (d10), 50% (dso) € 90% (dgo), assim como pelo
didmetro médio (ds3) e pelo valor de span. O valor de span
expressa a polidispersdo das particulas analisadas, segundo a
equacao 11:

d90 - le

Equacédo 11
dso

span =

3.2.4.6 Determinacdo do didmetro aerodindmico méssico médio
(DAMM):

O didmetro aerodindmico massico médio foi determinado
conforme descrito por Arnold et al., (2007), usando a seguinte
equacao:

1/2
pparticula) Equa(;éo 12

DAMM = dgeométrico < Pres¥

onde DAMM é o diametro aerodindmico, dgeomético € O didmetro
geomeétrico, pparicula € @ densidade esquelética das particulas, o €
a densidade de referéncia para a particula (1g/mL) e y é o fator de
formato (y =1 se a particula for esférica).

O software MPPD (Multiple-Path Particle Dosimetry model
v2.11, ARA Inc., Estados Unidos) foi utilizado para simulacdo dos
perfis de deposicdo das particulas nos pulmdes. As fraches
depositadas por regido (cabeca, traqueobronquial e pulmonar), além
da regido pulmonar (central ou periférica) foram estimadas
utilizando os pardmetros respiratorios: modelo humano, colocado na
posicéo ereta, de respiracdo pela boca (onde a boca é considerado
como o Unico local de deposicdo na porcdo extratoracica), 5
movimentos respiratérios por minuto, volume tidal de 700 mL, com
pausa de 2 segundos entre inalacdo e expiracdo do ar (KIM et al.,
2008; SILVA et al., 2013).

3.2.4.7 Analise térmica
O comportamento térmico das microparticulas (brancas e com
farmaco) e dos compostos puros (azitromicina e policaprolactona)
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foram analisados por calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e
por termogravimetria (TG).

As andlises de DSC foram realizadas utilizando um
equipamento Shimadzu DSC-60 (Kyoto, Japéo). Para isto, cerca de
2 mg das amostras foram exatamente pesados em cadinhos de
aluminio, as quais foram mantidos abertos e submetidos ao
aguecimento de 30 C até 250°C, numa razdo de aquecimento de
10°C/min, sob atmosfera de nitrogénio. Um cadinho de aluminio
vazio foi utilizadao como referéncia. As temperaturas de fusdo foram
obtidas a partir das curvas termoanaliticas, e a entalpia de fusdo a
partir da area do pico de fusdo correspondente. A cristalinidade
relativa do polimero na matriz das microparticulas foi calculada
utilizando a equacéao 13.

AHypp

CR% = x 100 Equacéo 13

MP

onde CR% ¢ a cristalinidade relativa do polimero constituinte
da matriz das microparticulas, AHyep € a entalpia de fusdo do
polimero constituinte da matriz das microparticulas, excluindo-se a
entalpia relativa ao farmaco encapsulado, e AHyr € a entalpia de
fusdo do polimero puro, como matéria-prima (GUARINO et al.,
2009).

As analises termogravimétricas da foram realizadas em
termobalanca Shimadzu TGA-50 (Kyoto, Japao) sob atmosfera
dindmica de nitrogénio com fluxo de 100 mL/min. Cerca de 2 mg de
amostra foram utilizadas na analise em cadinho de platina. A razao
de aguecimento utilizada foi de 10°C/min até 300°C.

3.2.4.8 Difragdo de Raios-X

Amostras em p6é de matérias-primas (azitromicina e
policaprolactona) e de microparticulas liofilizadas (brancas e com
farmaco) foram analisadas quanto a seu perfil cristalino em
difratbmetro de Raios-X X'Pert PRO equipado com detector
X'Celerator (PANanalytical, Holanda) e tubo de cobre (CuKa, A =
1,5418 A), cujo fluxo é definido pela voltagem de 45 kV e
intensidade de corrente de 40 mA. A configuracado utilizada foi
formada por tubo de cobre, fenda soller de 0,04 rad, fenda
divergente de 1/4°, mascara de 10 mm, fenda anti-espalhamento de
1/2°, porta amostra, fenda antiespalhamento 5 mm, fenda soller de
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0,04 rad, filtro de niquel, e detector X'Celerator. As amostras foram
apropriadamente adicionadas a um porta amostra e analisadas a
temperatura ambiente nos angulos (26) de 4° a 50° com passo de
0,03°/segundo.

Estas andlises foram realizadas em parceria com o Prof. Dr.
Carlos Eduardo Maduro de Campos, no Laboratorio de Difracdo de
Raios-X (LDRX) da Universidade Federal de Santa Catarina.

3.2.4.9 Espectroscopia no Infravermelho

Os espectros de absorcao no infravermelho com transformada
de Fourier (FT-IR) foram obtidos utilizando um equipamento FT-
IR/NIR Spectrometer PerkinElmer (Perkin Elmer Inc., Estados
Unidos). Cerca de 20 mg dos componentes puros e das
microparticulas liofilizadas foram analisados e as leituras das
amostras foram efetuadas entre 4000 e 600 cm™.

3.2.5 Avaliacdo do perfil de liberacdo da azitromicina a partir
das microparticulas

3.2.5.1 Avaliagdo da solubilidade da azitromicina em tampdao
fosfato

A solubilidade da azitromicina em tampé&o fosfato 0,05M pH
7,4, meio escolhido para o ensaio de liberagdo, foi determinada.
Para isto, 10 mL de tampdo foram adicionados a frascos ambar
contendo azitromicina em excesso. As misturas foram mantidas em
temperatura ambiente sob agitagdo magnética e apds 48 horas
foram centrifugadas por 30 minutos a 2500 rpm e o sobrenadante foi
coletado e analisado por CLAE, conforme metodologia previamente
validada. A solubilidade do farmaco foi expressa em mg de
azitromicina por mL de tampéao fosfato.

3.2.5.2 Otimizac&do de metodologia analitica para quantificacéo
da azitromicina em tampéao fostato por CLAE

A azitromicina liberada das microparticulas no ensaio de
dissolugdo in vitro foi quantificada por CLAE, baseada na
metodologia indicada por Ghari e colaboradores (2013). A
metodologia analitica foi otimizada utilizando-se um Cromatégrafo
Liquido de Alta Eficiéncia Perkin Elmer Series 200 (Perkin Elmer
Inc., Estados Unidos), acoplado a detector UV/Vis ajustado para 210
nm, bomba binaria e amostrador automatizado. A fase estacionaria
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utilizada foi uma coluna em fase reversa C18 Phenomenex
(Torrence, CA) Hyperclone (150 mm x 4,6 mm; 5 um). A fase movel
empregada foi uma mistura (80:20 v/v) de metanol:tampéao fosfato
0,02 M com pH ajustado para 8,0 com hidroxido de sédio. A eluigéo
foi feita isocraticamente a 25 C com fluxo de 1,2 mL/min e o volume
injetado foi 10 L.

3.25.2.1 Linearidade, limites de deteccdo (LD) e de
guantificacéo (LQ)

Para avaliacdo da linearidade do método, curvas padrdo
foram construidas em trés dias diferentes. Para isto, uma solucdo
padrdo de azitromicina 250,0 uyg/mL em tampé&o fosfato 0,05M pH
7,4 foi diluida no mesmo solvente a fim de obter solu¢cdes nas
concentragbes de 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 40,0; 80,0; 150,0 e 250,0
pMg/mL. As solucbes foram analisadas por CLAE e a média das
areas dos picos referentes a cada concentracdo de azitromicina
foram utilizadas para construcdo de uma curva de calibragdo. A
equacdo da reta e o coeficiente de correlagdo (r) foram
determinados pela analise da regresséao linear utilizando o método
dos minimos quadrados. Os limites de deteccdo (LD) e de
guantificacdo (LQ) foram determinados conforme descrito em
3.4.1.2.2.

3.2.5.3 Ensaio de liberacéo

O perfil de liberacdo da azitromicina encapsulada nas
microparticulas foi determinado pela técnica de difuséo através de
membrana de didlise em aparelho dissolutor Nova Etica 299
acoplado ao aparato USP Il (pa) contendo 250 mL de tampéo
fosfato 0,05 M pH 7,4, mantido sob agitacdo constante a 75 rpm a
37°C (UNGARO et al., 2009). Em intervalos de tempo pré-
determinados aliquotas do meio de liberacdo foram retiradas e
analisadas por CLAE, conforme metodologia analitica previamente
validada. Apo6s cada coleta, o volume removido foi reposto com
tampédo fresco. A partir dos resultados, curvas de percentual de
azitromicina liberada versus tempo foram construidas e o0 modelo de
liberacéo foi caracterizado. Ainda, a eficiéncia de dissolucdo (ED%)
foi estimada através da equacéo 14.

ASC
ED% = X .100 Equacéo 14

rea,
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onde ASC ¢ a area determinada pelo perfil de dissolucéo, Area, é a
area do retangulo (entre abscissa e ordenada utilizados para tracar
o perfil de dissolucao).

3.2.6 Analise estatistica

As diferentes formulacdes testadas foram avaliadas
estatisticamente quanto ao tamanho, densidade e teor de farmaco e
também quanto a velocidade de liberacdo através da andlise da
variancia (ANOVA) com auxilio do software STATISTICAY.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Preparacdo das microparticulas poliméricas contendo
azitromicina para liberagdo pulmonar

4.1.1 Estudos preliminares de formulagao

Diversas técnicas tém sido empregadas para a obtencdo de
sistemas microestruturados poliméricos visando a liberacdo
pulmonar de farmacos. Como exemplos, podemos citar o0 spray-
drying e a dupla emulsédo (YANG et al., 2009; ZHANG et al., 2010).
Estas técnicas permitem o controle de caracteristicias fisicas
importantes para uma maior eficiéncia do aerossol farmacéutico. No
contexto da administracdo pulmonar de farmacos, sabe-se que
particulas de didmetro proximo a 10 um, baixa densidade e boas
caracteristicas de fluxo sdo bastante desejadas, a fim de promover
a aerossolizacdo e deposicdo adequadas do sistema de liberacdo
nos pulmdes (ARNOLD et al., 2007; UNGARO et al., 2009). Neste
trabalho, a técnica de dupla emulsdo/evaporacdo do solvente foi
empregada para obtencdo de microparticulas de policaprolactona
contendo azitromicina para liberagcdo pulmonar. Quando esta
técnica é usada, a formacéo das microesferas pode ser influenciada
por diversos fatores, sendo que a estrutura final e a composicéo das
particulas sd@o resultantes de uma complexa contribuicdo das
caracteristicas fisicas e fisico-quimicas do polimero, farmaco,
solvente e agentes emulsificantes. Ainda, visando a administracao
pulmonar, a ultilizacdo de agentes formadores de poros tem sido
amplamente testada, visto que tal estratégia permite a reducdo da
densidade das particulas e obtencdo de pés com caracteristicas
adequadas e aerossolizacdo. Neste sentido, varias formulacfes
foram inicialmente testadas buscando estudar os fatores mais
importantes que afetam as caracteristicas finais das particulas.
Assim, a quantidade inicial de farmaco e de PCL adicionados a
formulacéo foi testada, bem como a concentracdo de surfactante
hidrofilico na fase aquosa externa. O cloreto de sédio (NaCl) e o
bicarbonato de aménio (ABC) foram testados como agentes
porogénicos. As microparticulas foram caracterizadas quanto a
morfologia, tamanho e teor de farmaco.

Microparticulas brancas (sem farmaco) foram inicialmente
preparadas para avaliar o efeito do tipo de agente porogénico sobre
as caracteristicas finais das mesmas. O bicarbonato de aménio
(ABC) 1% (m/V) foi utilizado como agente porogénico nas
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formulagbes EP1, EP2 e EP3. O ABC atuaria como agente
efervescente, levando a formacao de gas no interior das particulas e
a formacdo de canaliculos (poros) ao ser eliminado da matriz
polimerica. O cloreto de sédio, por sua vez, agiria como um agente
indutor de osmose, promovendo a migracdo da agua do local de
menor concentracdo para o de maior concentracdo (Nasr et al.,
2011). Este composto foi testado nas formulagdes EP4 e EP5. Os
resultados de tamanho de particula sdo apresentados na Tabela 9.
As micrografias obtidas para estas formulacdes podem ser
visualizadas nas figuras 13 e 14.

As particulas apresentavam-se na forma de um pé seco,
bastante fino e homogéneo, de coloragdo branca. Para as
formulacbes EP1 e EP2 foram obtidas microparticulas esféricas e
ovaladas, de superficie bastante lisa (figura 13). Os tamanhos
médios de particula foram 22,23 ym e 38,20 ym para EP1 e EP2,
respectivamente.

10kV  X1,200 1ﬂpm

Figura 13. Fotomicrografias das formulagoes prellmlnares (A) EPl e
(B) EP2.

Para as formulac¢des posteriores, a adicdo de um surfactante
a fase aquosa primaria foi avaliada, buscando a estabilizacdo da
emulsdo priméria durante a formulagdo. Logo, a combinagéo entre
span 80 e tween 80 foi testada a 0,2% (m/V), porém particulas de
formato irregular foram obtidas (dados ndo mostrados). Em seguida,
0 poloxamer 188 foi adicionado a 0,3% (m/V) e bons resultados
foram obtidos. Coccoli e colaboradores (2007) demonstraram que
guando microparticulas de PCL séo preparadas pela mesma
técnica, a utilizacdo de maiores concentracdes de surfactante
hidrofilico na fase aquosa primaria evitou a coalescéncia das
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cavidades formadas internamente, levando a obtencdo de uma
microestrutura interna com poros menores.

Microparticulas esféricas foram obtidas para as formulactes
EP 3 a 5, indicando que a adicdo do surfactante a fase aquosa mais
interna promoveu a manutencdo da emulsédo primaria. Entretanto,
particulas “ocas” com poucos poros foram visualmente obtidas para
as formulagbes EP3 e EP5 (figura 14A e 14C), enquanto que em EP
4, preparadas com NaCl em baixa concentracdo na fase aquosa
primaria, a caracteristica “oca” nao foi observada (figura 14B). O
tamanho médio destas microparticulas variou de 30 ym a 54 uym, o
gue € considerado elevado para uma administragdo pulmonar
(tabela 9).

Tabela 9. Tamanho geométrico médio das formulacbes brancas
para avalia¢do do tipo de agente porogénico.

le% d50% d90% d4,3

Amostra . im) (m) @m)  SPA (um)
EP 1 10,46 19,13 36,04 1,36 22,23
(£2,26) (21,71  (¢1,92) (+0,33) (0,98

Ep 2 15,74 27,02 40,54 1,29 38,20
(£7,24) (+10,84) (x24,24)  (#0,59)  (x0,91)

EP 3 18,63 41,29 84,10 1,54 54,61
(+2,15)  (+10,96)  (+29,47) (¢0,33) (20,21)

EP 4 17,23 26,99 44 12 0,98 30,01
(+0,96)  (¢3,65)  (+11,68) (¢0,26) (+6,43)

EP5 18,75 41,16 83,84 1,60 46,80

(#5,16)  (+15,39)  (¥25,75) (0,12) (+15,37)
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X800 20pm LCME-UFSC

10KV X8p0 _(Zﬂpm [ LCME- Ul&

Figura 14. Avaliacao do tipo de agente porogénico utilizado na fase
aquosa 1: (A) EP 3 com ABC 1%; (B) EP 4 com NaCl 0,5%; (C) EP
5 com NaCl 5%.
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Visando reduzir o tamanho das particulas, a quantidade de
PCL adicionada a formulagdo foi entdo modificada. Para isto, a
formulac@o EP 6 foi testada, reduzindo a quantidade inicial de 450
para 250 mg de PCL. Além disso, o poloxamer 188 foi aumentado
de 0,3% (m/V) para 1% (m/V) para verificar se a coalescéncia das
goticulas mais internas poderia ser evitada, conforme ja verificado
por Coccoli e colaboradores (2002). Como resultado, particulas
esféricas, de superficie lisa e com tamanhos médios menores a
32,75 um foram obtidas. A necessidade de diluicdo das formulagbes
também foi avaliada. A adicao final de dgua destilada a formulacao,
apos a formacdo da dupla emulsdo, foi usada com o intuito de
diminuir a probabilidade de coalescéncia entre as goticulas e de
facilitar a difusdo do solvente organico da fase orgéanica para a fase
aquosa secundaria. Entretanto, pouca influéncia foi observada
guando passou-se a suprimir a diluicdo final da formulacéo.

A fim de obter particulas com melhor dispersibilidade, a
concentracdo de surfactante hidrofilico foi testada, sendo usado as
concentragéoes de 1,0%, 0,75% e 0,5% (m/V) nas amostras EP 7, 8
e 9, respectivamente. O pH da fase aquosa secundaria também foi
alterado, buscando reduzir a solubilidade do farmaco nesta fase, o
gue poderia aumentar a eficiéncia de encapsulacédo. Os resultados
de tamanho de particula sdo apresentados na tabela 10 e as
fotomicrografias das particulas sédo exibidas na figura 15. Os
melhores resultados foram obtidos quando a concentragdo de PVA
0,75% (EP 8) foi empregada. Para esta concentracdo de surfactante
hidrofilico, os pds apresentaram-se fluidos, com aspecto leve, e
tamanho de particula médio de 37,83 um.



L ECME:UFSGs

@l #XB00 20 LCME-UFSC :DkV_~
Flgura 15. Fotomicrografias dos ensaios preliminares (A) EP 6 (B)
EP 7, (C) EP 8, (D) EP 9 para avaliagdo da concentracdo de
surfactante hidrofilico.

Tabela 10. Tamanho geométrico médio das formulagdes iniciais,
avaliando a concentracao de surfactante hidrofilico.

Amos le% d5o% dgo% d4’3 Teor

tra_ (um)  (um) _ @m) P um)  (mim, %)

4,61 20,14 78,77 3,73 36,32

EP6 (1255 (x911) (+3234) (+021) (+9.89)

ep, 753 2834 9223 372 5514 0,145
(+338) (+11,78) (+17,91) (0,45) (+11.66) (+0,018)

epg 545 1907 7061 389 37,83 0,005
(+3,66) (+6.98) (+10,04) (+1,93) (¢5.86)  (+0,001)

epo 1948 6712 18780 327 87,83 0,22

(+4,70) (¥22,72) (£72,76) (+0,57) (+30,33) (+0,009)

*EP 6 é branca
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O teor de azitromicina nas formulagfes com pH alterado para
9 foram baixos, 0 que levou ao aumento da concentragdo inicial do
farmaco nas formulacdes e também do pH da fase aquosa
secundaria, de 9 para 10. As formula¢des EP 10, 11, 12 e 13 foram
preparadas com 100, 150, 200 e 250 mg de azitromicina,
respectivamente, com o propésito de aumentar o teor de farmaco
encapsulado. Os resultados de tamanho e teor de farmaco séo
mostrados na tabela 11. As fotomicrografias obtidas por MEV
encontram-se na figura 16.

10kV  X2,000 10pm LCME-UFSC 1 iy CM
Figura 16. Fotomicrografias das amostras (A) EP 11 com 150 mg
de azitromicina e (B) EP 13 com 250 mg de azitromicina.

Tabela 11. Tamanho geométrico médio das formulacfes iniciais
avaliando a quantidade de farmaco adicionado.

Amos d100 ds006 doooe das
Span ’ m/m,
ta  (um)  (um) (Hm) P (um) ¢ %)

12,33 34,86 189,89 5,08 73,84 3,71

EPI0 4120) (+276) (#27.97) (:0,36) (46.92) (+0,39)
cpq; 1598 5559 16167 2,64  77.87 17,69
(+1.90) (#5.56) (+13.06) (+0,38) (+2.51) (+1.36)
cp1, 1606 5690 15621 248 77,40 4563
(£2.29)  (+2.82) (+19.17) (+0,50) (+6.47) (+3.89)
ep1z 665 5910 31311 515 2 535
(+2.63) (+2.96) (#89.58) (x1.21) 24T (412g)
7)
cp1s LS8 1311 4647 585 2157 1058

(£0,17)  (¢13,38) (¢16,12) (¢4,76) (£8,10) (0,84)
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*EP 14 € igual a 12, porém a emulsdo A/O/A é submetida a
ultraturrax por 30 seg.

Na figura 16 € possivel observar a presenca de cristais de
farmaco na superficie das particulas, proporcionalmente a
guantidade de azitromicina adicionada a formulacdo. Embora o teor
das amostras EP 12 e 13 tenha sido superior, é possivel visualizar
nas fotomicrografias que este corresponde a um excesso de
azitromicina na amostra (figura 16B), e ndo de farmaco efetivamente
encapsulado. Desta forma, a quantidade inicial de 150 mg de
azitromicina pareceu ser mais adequada (EP 11). O tamanho médio
das particulas e o teor de farmaco nesta formulagdo foram 77,87 um
e 17,69% (m/m), respectivamente.

Apesar dos resultados anteriores, o tamanho elevado das
particulas ainda foi considerado incompativel com a via pulmonar.
Assim, novos testes com uma segunda agitacdo ultrassbnica da
dupla emulsdo A/O/A e aumento da poténcia foram realizados.
Entretanto, emulsdes instaveis ou amostras com varias populacdes
de particulas foram obtidas (dados nao mostrados).

Varios trabalhos descrevem a influéncia da velocidade de
agitacao sobre o tamanho de particula. A variacdo da velocidade de
agitacdo de centenas para milhares de rotacdes por minuto pode
resultar na obtencdo de micro- e nanoparticulas, ja que o aumento
na velocidade prové maior energia para dispersar as duas fases
imisciveis e formar a emulsdo, produzindo goticulas menores de
O0leo na 4&gua, reduzindo o tamanho final das particulas
(BALMAYOR et al., 2009). Assim, o efeito da agitacdo foi
novamente avaliado, mas desta vez usando homogeneizacdo da
dupla emulsdo em Ultraturrax a 17.500 rpm por 30 segundos. As
particulas apresentam-se esféricas ou ovaladas e com superficie
lisa (figura 17). O tamanho foi bastante reduzido, com valor médio
de 21,57 pm (tabela 11).



93

Logo, a homogeneizacédo a alta velocidade com ultraturrax
foi adotada, ao final da emulsdo A/O/A, para homogeneizacdo e
diminuicdo do tamanho das goticulas. A partir destes resultados, um
delineamento estatistico fatorial foi realizado a fim de avaliar o efeito
de alguns fatores sobre as caracteristicas finais das particulas. Os
resultados sdo descritos a seguir.

4.2 Estudo de formulacdo de microparticulas de
policaprolactona por delineamento estatistico fatorial

Com base nos resultados iniciais, um delineamento
estatistico fatorial do tipo 2° foi proposto a fim de avaliar o efeito de
fatores sobre o didmetro geométrico, diametro aerodinamico
massico e teor de farmaco encapsulado, quando as microparticulas
foram preparadas pela técnica de dupla/emulsdo evaporagdo do
solvente, conforme descrito em 3.2.2.1. Os fatores estudados foram
saturacdo e pH da segunda fase externa aquosa e volume da fase
organica. O teor do farmaco foi avaliado por espectroscopia de
absor¢cdo no visivel apds complexacdo da azitromicina com
alizarina. Os resultados de desenvolvimento e validacdo do método
analitico s&o descritos a seguir.

4.2.1 Determinacdo do teor e da eficiéncia de encapsulacdo da
azitromicina por espectrofotometria de absorcéo no visivel
Neste trabalho, a eficiéncia de encapsulacdo e o teor de
farmaco nas particulas foram determinados através da analise
espectrofotométrica apds sua complexacdo. Visto que os métodos
farmacopeicos recomendados nem sempre se adequam a todas as
amostras analisadas, ou requerem muito tempo e necessitam de
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equipamentos que ndo estdo disponiveis no laboratério, uma
metodologia simples, sensivel e seletiva foi proposta a partir da
reacdo da azitromicina em solucdo com a alizarina, formando um
complexo de transferéncia de carga.

Tais complexos de transferéncia de carga caracterizam-se
pela associacdo entre duas ou mais moléculas, ou por diferentes
partes de uma grande molécula, onde uma fracdo de carga
eletrbnica é transferida entre as entidades moleculares. Estes
complexos sdo descritos como uma interacdo entre aceptores e
doadores de elétrons (&cidos e bases de Lewis, respectivamente)
para formar compostos moleculares que variam de “frouxos” a
estaveis com formacdo de uma classe especial de absorcéo
espectral intensa caracteristica do composto molecular A-B, e néo
existente para A ou B puros. A atracdo eletrostatica resultante é que
promove a estabilizagcdo do complexo molecular, sendo muito mais
fraca que uma ligacdo covalente, criada somente pela transicao
eletrbnica para um estado excitado. Ainda em relacdo as ligacGes
covalentes, a molécula doadora e a receptora encontram-se numa
maior distancia e o equilibrio envolvido na formagéo de complexos
moleculares se estabelece rapidamente, jA& que o sistema possui
baixa energia de ativacdo. Complexos estaveis sdo formados na
condicdo de baixo potencial de ionizagcdo da base e alta
eletroafinidade do &cido, havendo a formacdo de complexos
ressonantes sem ligacdo quimica ou a formacdo de anions
radicalares a partir de estruturas dativas (FARIAS, SANTOS, 1992;
MULLINKEN, 1952). Paula e colaboradores (2010b) descrevem que
complexos moleculares de transferéncia de carga sédo formados em
solventes apolares. J4 em solventes polares ha a predominancia de
anions radicalares coloridos.

A alizarina (1,2-diidroxi-9,10-antracenodiona) (figura 18) é um
corante vermelho-alaranjado sintetizado industrialmente, cuja
férmula é C14HgO,4 Tem sido utilizada em estudos histoquimicos, na
identificacdo de depdsitos de célcio e em quimica analitica, agindo
como ligante em reacdes colorimétricas. Derivados antracénicos,
como a alizarina e a quinalizarina, ja foram utilizados como
croméforos na quantificacdo espectrofotométrica da cefalexina
(PAULA, ALMEIDA, CASSELA, 2010b), piroxicam e tenoxicam
(AMIN, 2002), nefopam, mebeverina, cloridrato de
fenilpropanolamina (SHAMA, AMIN, 2004) e da azitromicina
(PAULA, ALMEIDA, CASSELA, 2010a). Assim, sugere-se que este



95

composto seja aplicavel como croméforo na presenca de agentes
doadores de elétrons, como compostos contendo grupamentos
amina (JELINSKI, CYSEWSKI, MAKAREWICZ, 2013).

O OH
Ly
o]
Figura 18. Estrutura quimica da alizarina.

4.2.1.1 Otimizagdo das condicdes de complexacdo e
caracterizacdo do complexo

Segundo Jelinski, Cysewski e Makarewicz (2013) a alizarina
pode existir em trés formas: uma forma protonada e duas
desprotonadas (mono- e dianion). A forma neutra (protonada)
apresenta um méximo de absorcdo em 430 nm e coloracédo
amarelada, enquanto que a forma monoanibnica caracteriza-se por
um maximo em 530 nm e coloragdo avermelhada.
Experimentalmente foi possivel observar que o espectro de
absorcdo no UV/Vis de uma solucdo de alizarina apresenta uma
banda bem definida com maximo de absorbancia em 430 nm (figura
19B) enquanto que o espectro da solucdo metandlica de
azitromicina (figura 19A) ndo apresenta nenhuma banda
caracteristica na faixa analisada (300 a 900 nm). A adicdo da
alizarina a solucdo de azitromicina leva instantaneamente a
mudanca de cor da solu¢do, com aparecimento de uma coloragéo
avermelhada relativa ao aparecimento do complexo binario, com
maximo de absorcdo em 536 nm (figura 19C). A banda
caracteristica da alizarina é suprimida do espectro, ndo havendo
interferéncia na quantificacdo do complexo. Neste caso, sugere-se
gue a azitromicina atua como um doador de elétrons, levando a
formacéo do mono&nion de alizarina de coloragdo vermelha. Desta
forma, a formacdo de um complexo colorido em solucdo poderia ser
vantajosamente utilizada para quantificacdo da azitromicina nas
microparticulas, no comprimento de onda de 536 nm.



Absorbancia

Absorbancia

Absorbancia

1,0000

05000

nnnnn

o: L s
300,00 400,00 600,00 800,00 900,00

nm

0,0000

9
200,00 400,00 600.00 800,00 900,00

nm

05000

00000

9,
300,00 400,00 600,00 80000 900,00

nm

96

(A)

(B)

©

Figura 19. Espectros de varredura obtidos a partir (A) solucéo
padrdo de azitromicina 70 pg/mL; (B) solucdo padrdo de alizarina
38,4 ug/mL e (C) complexo alizarina-azitromicina formado em

solucéo.

4.2.1.1.1 Avaliagcdo da estequiometria da reagao

A estequiometria da reacdo foi avaliada utilizando o método
de Job, conforme descrito em 3.4.1.1.1. O gréafico de absorbancia
versus fragdo molar de azitromicina pode ser observado na figura
20. A parabola resultante representa a funcéo polinomial quadratica
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de ajuste y=-1,92x* +1,88x+ 0,022, com coeficiente de
correlacdo de 0,993, representando a resposta do complexo
farmaco-ligante.

0,750 -
0,650
0,550 -
0,450 - * .
0,350
0,250 -
0,150
0,050

-0,050 T LA ‘ )
-0,100 0,100 0,300 0,500 0,700 0,900 1,100
Fracao molar azitromicina

Absorbancia

Figura 20. Diagrama de Job obtido para a determinacdo da
estequiometria da reacdo de complexacdo entre a azitromicina e
alizarina.

De acordo com a figura 20, pode-se observar que o ponto de
maxima absorbancia ocorreu com aproximadamente 0,5 de fracédo
molar de azitromicina, indicando que a estequiometria do complexo
azitromicina-alizarina é de 1:1. A absortividade molar do complexo
formado, calculada conforme equacéo 3, foi de 3,19 x 10° M. cm™

4.2.1.1.2 Avaliacdo do tempo de reacéo

O efeito do tempo de reacdo sobre a intensidade de absorcao
do complexo azitromicina-alizarina, avaliado conforme descrito em
3.2.3.1.2, é mostrado na figura 21. Os resultados demonstraram
pequenas variacdes nas leituras da absorbancia, para uma
concentracao tedrica de azitromicina de 60 pg/mL, com DPR igual a
2,44%. Assim, o tempo de reacao nao pareceu afetar a formacao do
complexo, e este foi estabelecido em 5 minutos para os ensaios
posteriores.
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Figura 21. Valores de absorbancia do complexo azitromicina-
alizarina em funcéo do tempo de reagéo.

4.2.1.1.3 Caracterizacdo do complexo azitromicina-alizarina por
espectroscopia de absor¢do no infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR)

Os espectros de absorcao no infravermelho para o farmaco, a
alizarina e o complexo formado em solucao sdo mostrados na figura
22.
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Figura 22. Espectros de FT-IR da (A) alizarina, (B) azitromicina e
(C) complexo alizarina-azitromicina 1:1.

O espectro de FT-IR da alizarina exibe bandas atribuidas ao
estiramento das ligaces O-H proximas a 3368,1 cm™, ligacées C=C
dos grupamentos aromaticos em 1453,0; 1588,8; 1633,0 cm™ e
Iiga<1;6es C-H referentes aos anéis aromaticos em 712,1 e 660,64
cm™. Em 1662,3 cm™ ocorre o pico atribuido ao estiramento C=0 do
grupamento quinona (figura 22A). A azitromicina apresenta as
bandas caracteristicas do farmaco, correspondentes ao estiramento
de ligacdes C-H dos grupamentos metila presentes no anel
macrociclico e nos agticares em 2971,2 e 2890,8 cm™, e O-H em
3560,2 e 3487,7 cm™. A banda correpondente ao estiramento C=0
presente na estrutura macrociclica da azitromicina pode ser
visualizada em 1721 cm™ (figura 22B).

A deformacdo das bandas préximas & 3500 cm™, com
formagdo de uma banda larga relativa as ligagbes OH pode ser
observada no espectro obtido ap6s analise do complexo. Além
disso, as bandas relativas as carbonilas também foram deslocadas.
Assim, pode-se sugerir que as deformagbes das bandas
correspondentes aos grupamentos C=0 e O-H estao realcionadas a
formacdo do monoanion colorido, pois o recebimento do elétron
poderia levar a uma ressonancia no grupamento quinona e
desestabilizar o OH do grupamento fendlico vizinho.
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4.2.1.2 Validacdo da metodologia de espectroscopia de
absorcdo no visivel a partir da reacdo de complexagdo em
solucao

4.2.1.2.1 Especificidade

A figura 23 apresenta os espectros de absorcao no UV/Vis
obtidos apds analise das microparticulas brancas e contendo
azitromicina, conforme descrito em 3.2.3.2.1. O método foi
considerado especifico para a quantificagdo da azitromicina apés
complexacdo com a alizarina em solugdo, uma vez que o0s
componentes da formulacdo ndo exibiram absorcdo de luz no
comprimento de onda de 536 nm.
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Figura 23. Espectros de absorgdo no UV/Vis obtidos apos analise
de microparticulas de policaprolactona (A) brancas e (B) contendo
azitromicina.
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4.2.1.2.2 Linearidade

Tendo como base os dados obtidos no diagrama de job
(figura 20), uma curva de calibracdo foi contruida mantendo-se a
concentragdo de alizarina fixa em 38,4 ug/mL e variando-se a
concentragdo de azitromicina. Na avaliacdo da faixa de
concentracdo do analito a ser usada, os resultados mostraram que
em concentragbes acima de 70 pg/mL, o intervalo de confianca do
intercepto da curva analitica deixa de incluir o valor zero e que em
concentracfes mais elevadas ocorre a perda de lineridade do
método. A linearidade do método foi verificada na faixa de
concentracdo de azitromicina entre 20,0 e 70,0 pg/mL (figura 24). A
equacao da reta, obtida pelo método dos minimos quadrados,
correspondeu a y = 0,004x + 0,008 e o coeficiente de correlacao foi
de 0,993.

040 -
| y = 0,004x + 0,008
o 0:30 2 = 0,993
(&]
b
€ 0,20
o
wn
o)
£ 010 -
0,00

00 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0 80,0
Concentracdo de azitromicina (pg/mL)

Figura 24. Curva de calibragdo média obtida para quantificacdo da
azitromicina, apés complexacao com a alizarina.

A analise da variancia confirmou a linearidade do método
(Feaicuiado 601,73 > Feriico 1,63x10°, a = 0,05). A auséncia de erro
sistematico constante também foi verificada, uma vez que os
valores do intervalo de confianga do intercepto incluiram o valor
zero (IC = - 7,355 a 3,901, a = 0,05). Os limites de deteccédo e de
guantificacdo obtidos foram 1,32 e 4,00 uyg/mL, respectivamente,
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indicando que o método analitico foi suficientemente sensivel para
determinar o teor de azitromicina nas microparticulas.

4.2.1.2.3 Exatidao

A exatiddo foi determinada apds contaminacdo das
microparticulas contendo azitromicina (formulacdo MPD 5) com uma
solucéo padréo do farmaco, conforme descrito em 3.2.3.2.3. Valores
de recuperacéo entre 97,86 a 100,68% foram obtidos, evidenciando
a exatiddo do método.

Tabela 12. Valores experimentais obtidos na avaliacdo da exatiddo
do método analitico.

Conc. Conc. tedrica
tedrica padréo + -
adicionada farmaco ex Ce:firr;cénta recﬂ/leedrI: %0 DPR
dasolugdo encapsulado Ip( /mL) '?(y) ¢ (%)
padréo (Mg/mL) H9 0
(pg/mL)
35,0 41,82 42,04 (+1,16) 100,68 (+3,30) 3,28
50,0 56,81 56,20 (£0,57) 98,79 (£1,13) 1,15
65,0 71,81 70,42 (¥1,55) 97,86 (x2,39) 2,44

*Conc é concentracao

4.2.1.2.4 Preciséo

A repetibilidade do método (preciséo intradia) foi avaliada
apos andlise das solugdes obtidas apOs extracdo da azitromicina
das microparticulas (formulacdo MPD 5) e complexacdo com
alizarina, por espectroscopia de absorcéo no visivel a 536 nm (n =
6) (tabela 13). Para andlise da precisdo intermediaria (precisdo
interdia), trés amostras foram analisadas nas mesmas condi¢cfes
em trés dias diferentes (tabela 14). O método foi considerado
preciso, pois os valores de desvio padréo relativo (DPR%) foram <
5,0 %.
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Tabela 13. Valores experimentais obtidos na avaliacdo da precisdo
intradia do método para quantificacdo da azitromicina nas
microparticulas .

Repeticéo Concentragao (ug/mL) Média (tDP) DPR%

1 47,78
46,48
45,05 46,77 (x0,97) 2,08
47,35
47,32
46,65

o 01~ WD

Tabela 14. Valores experimentais obtidos na avaliacdo da precisdo
interdia.

Concentragéo (+DP) Média (tDP) DPR%

(ug/mL)
Dia 1 46,43 (+1,36)
Dia 2 46,18 (+1,50) 46,46 (+1,21) 2,61
Dia 3 46,76 (+1,25)

4.2.1.3 Determinacdo do teor e eficiéncia de encapsulacéo da
azitromicina nas microparticulas

A tabela 15 apresenta os valores de eficiéncia de
encapsulacdo (EE%) e teor de azitromicina (%, m/m) obtidos
guando a técnica de dupla emulsdo foi empregada 3para obtencéo
das microparticulas, usando o delineamento fatorial 2°.
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Tabela 15. Eficiéncia de encapsulacdo (EE%) e teor de azitromicina
nas microparticulas.

AMOS Fatores estudados Teor EE%
tra Sau;;i@éo g:z V%ggrgﬁigse (%, m/m) (xDP)  (+DP)
MPD1  N&o 6,0 5,0 16,92(+0,38)* (ﬁ:éi)
MPD2  Sim 6,0 5,0 10,57 (£3,30)" (igiéi)
MPD3  Né&o 10,0 5,0 23,07 (x0,31) (S(l):gé)
MPD4  Sim 10,0 5,0 5,77 (¥1,97)° (g:%)
MPD5  Né&o 6,0 25,0 13,13 (+2,36)*" (ig’:gé)
MPD6  Sim 6,0 25,0 3,50 (+0,61)*° (igi,3642)
MPD7 Ndo 100 250 7,66 (x0,30)>°% (igjgi)
MPD8  Sim 10,0 25,0 4,32 (+0,37)%°* (ifl):gg)

FA,: segunda fase aquosa da dupla emulséo.
No teor, letras iguais atestam que ndo ha diferenca significativa
entre os valores (a= 0,05)

Os valores de teor encontrados para as amostras variaram
entre 3,50% e 23,06% (m/m), enquanto que os valores de EE%
variaram entre 9,34 e 61,51%. Tais diferencas refletem a grande
influéncia de parametros de formulacdo sobre as caracteristicas
finais das particulas. A ANOVA (tabela 16) mostrou que, dentre os
fatores estudados, somente a saturacdo da segunda fase aquosa e
o volume da fase organica afetaram significativamente o teor de
farmaco encapsulado. A interacdo ocorreu entre os fatores 2 e 3 (pH
e volume da fase organica) e 1 e 3 (saturacdo e volume da fase
organica, assim como entre os trés fatores estudados (Fcacuiado >
Feitco, @ = 0,05). Para verificar em quais niveis ocorreu diferenca
estatistica, a diferencdo minima significativa (d.m.s) entre as médias
foi calculada usando o teste de Tukey, conforme equacéo abaixo:
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dm.s=qXx QMR Equacéo 15
n

onde QMR é o quadrado médio do residuo, n é o nimero de
repeticdes de cada tratamento e g € o valor tabelado para nivel de
significAncia de 5%.

Neste caso, o valor de d.m.s calculado foi de 4,60 para g igual
a 4,90. Comparando os valores da tabela 15 é possivel verificar que
a saturacdo da segunda fase aquosa reduziu significativamente o
teor de farmaco encapsulado, exceto quando o pH foi igual a 10 e o
volume da fase organica foi 25 mL (MPD 7 versus MPD 8). O
aumento do volume da fase organica de 5 mL para 25 mL reduziu o
teor quando o pH da fase externa foi mantido em 6 com saturacao
(MPD 2 versus MPD 6) e em pH 10 sem saturacdo (MPD 3 versus
MPD 7). O efeito do pH sobre o teor de farmaco sé nao foi
significativo quando a saturacdo da fase aquosa foi realizada e o
volume da fase orgénica foi de 25 mL (MPD 6 versus 8). Isto pode
estar relacionado ao fato de a azitromicina se apresentar
predominantemente na forma néo ionizada em pH 10 (pKa = 8,80),
gue exibe menor solubilidade aquosa sendo, portanto, menos
particionada em direcdo a fase externa da dupla emulsao.
Entretanto, o pH parece ter exercido menor efeito sobre o teor de
farmaco do que a saturagéo e o volume da fase orgéanica.
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Tabela 16. Andlise da variancia realizada no estudo do efeito dos
fatores de formulagdo sobre o teor de farmaco encapsulado.

Fator Sgﬂtaigg SQ gl MQ Fcalculado \éaél?)r Feritico
1 Saturacdo 502,615 1 502,615 189,776 2x10™° 4,494
2 pH 4,099 1 4,099 1,548 02313 4,494
3 Volume 287,791 1 287,791 108,662 2x107 4,494
1x2 Sat“;ﬁ‘fa"x 8126 1 8126 3,068 0,0989 4,494
1x3 Sawragado X 4o g4s 1 42846 16,178 0,0009 4,494

Volume
2x3 pH x Volume 13,487 1 13,487 5,093 0,0383 4,494

Saturagdo x
1x2x3 pH x Volume

Residuo 42,375 16 2,649
Total 1012,85 23

111,508 1 111,508 42,103 7x10° 4,494

O diagrama de Pareto (figura 25) confirmou os efeitos dos
fatores saturacdo da fase aquosa secundaria e volume de fase
organica como sendo maiores e estatisticamente significativos sobre
o teor (p<0,05). A equacao de ajuste proposta para determinacao do
teor de azitromicina nas microparticulas é mostrada abaixo. O
coeficiente de correlagéo para a equacao encontrada foi 0,9582.

teor(x,y,z)=-4,57x - 0,41y - 3,46z - 0,59xy + 1,34xz

- 0,75yz + 2,16xyz + 10,62 Equacéo 16
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Diagrama de Pareto; Variavel: Teor
2**(3-0) design

p=0,05
Estimativa dos efeitos (valores absolutos)

Figura 25. Diagrama de Pareto com estimativa de efeitos para o
teor de azitromicina nas microparticulas.

Assim, de acordo com os resultados, os valores de teor e
eficiéncia de encapsulacdo da azitromicina foram especialmente
elevados para a amostra MPD 3, preparada com menor volume de
fase organica (5 mL), sem a saturacéo da fase aquosa secundaria,
mas com pH ajustado a 10. O menor teor de azitromicina foi obtido
como maior volume de fase orgénica, pH 6,0 e saturacdo da fase
aquosa secundaria. Tais resultados podem ser relacionados ao
efeito de particdo do farmaco entre ambas as fases.

4.2.2 Caracterizacao fisico-quimica das microparticulas

4.2.2.1 Avaliagdo da morfologia

As fotomicrografias das microparticulas contendo azitromicina
e brancas (sem farmaco) podem ser vizualizadas nas figuras 26 e
27, respectivamente. As micrografias exibiram particulas com
tamanho variando entre 1 e 20 um, com formato esférico ou
levemente ovalado e superficie lisa.
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Figura 26. Fotomicrografias das microparticulas de policaprolactona
contendo azitromicina com aumento de 2000 vezes. (A) MPD 1; (B)
MPD 2; (C) MPD 3; (D) MPD 4; (E) MPD 5; (F) MPD 6; (G) MPD 7 e
(H) MPD 8.

, 10KV, 9X2,800° . 10um LCME-UFSC P ugﬂ!‘

brancas com aumento de 2000 vezes. (A) MPD 1 e (B) MPD 5.

E visualmente perceptivel que as amostras formuladas com
um maior volume de fase organica (25 mL, MPD 5 a 7)
apresentaram tamanhos menores e uma distribuicAo mais
homogénea em relagdo aquelas formuladas com menor volume (5
mL, MPD 1 a 4). O mesmo pode ser observado para as amostras
brancas. A modificacdo do pH e a saturacdo da fase aquosa néo
pareceram alterar a morfologia das particulas. As amostras
contendo azitromicina apresentaram apenas alguns cristais finos de
farmaco depositados em seu exterior. Estes cristais podem ser
observados em aumentos maiores que 5000 vezes (figura 28).
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Figura 28. Fotomlcrografla das mlcropartlculas de policaprolactona
contendo azitromicina com aumento de 5000 vezes. Formulacdo
MPD 6.

A técnica de dupla emulsdo/evaporagdo do solvente foi
empregada para a obtencdo das microparticulas com o intuito de
promover a formacdo de poros, o que levaria a diminuicdo da
densidade do p6 e a melhoria das caracteristicas de aerossoliza¢éo
das mesmas. No entanto, as particulas exibiram superficie lisa sem
poros superficiais. Assim, a técnica de crioseccao foi utilizada para
avaliar a morfologia interna das mesmas. As microparticulas foram
congeladas e seccionadas em criostato, na espessura de 5 ym. Por
esta técnica foi possivel verificar que algumas particulas eram ocas
(figuras 29 A e B) e ndo compactas. Este efeito pode ser
relacionado a falta da estabilidade da primeira emulséo. A saida da
fase aquosa contendo o bicarbonato de aménio provocou, portanto,
a formacao deste tipo de estrutura. Entretanto, devido ao tamanho
reduzido das particulas, a estrutura interna das mesmas nao pode
ser observada em todas as amostras.
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Figura 29. Fotomicrografia da formulacdo MPD 1 branca apos
criosecc¢do, nos aumentos de (A) 700 e (B) 5000 vezes.

4.2.2.2 Determinacdo da densidade bruta, de compactagcdo e
esquelética (real)

Conforme mostrado na tabela 17, os valores de densidade
aparente e de compactacdo das microparticulas de policaprolactona
contendo azitromicina variaram de 0,114 g/mL a 0,164 g/mL e de
0,131g/mL a 0,177 g/mL, respectivamente. Resultados semelhantes
foram encontrados por Oh e colaboradores (2011). Estes autores
obtiveram microparticulas de PLGA contendo budesonida pela
técnica de dupla emulsdo A/O/A, empregando o0 agente porogénico
bicarbonato de aménio nas concentracfes de 1,5 e 3,0 % (m/V). As
densidades brutas encontradas foram 0,12 e 0,07 g/mL,
respectivamente. Estudos tém demontrado que particulas
consideradas relativamente grandes para admistracdo pulmonar (d
> 5 pm), mas apresentando densidade aparente baixa (< 0,4
mg/mL) podem ser inaladas e atingir os pulmbes (EDWARDS et
al.,1997). Assim, a técnica de dupla emulsdo permitiu, neste caso,
obter particulas com valores de densidade adequados para
administra¢&@o nos pulmdes.
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Tabela 17. Valores de densidade aparente, de compactacdo e
esquelética (real) das microparticulas.

Densidade Densidade de Densidade

Amostra aparente (xDP) compactacao esquelética
(g/mL) (xDP) (g/mL) (= DP) (g/mL)
MPD 1 0,155 (+0,005) 0,166 (+0,004) 1,074 (+0,005)
MPD 2 0,153 (+0,005) 0,164 (+0,004) 1,165 (+0,160)
MPD 3 0,121 (£0,005) 0,136 (+0,005) 1,027 (x0,019)
MPD 4 0,164 (+0,009) 0,177 (+0,005) 1,107 (x0,007)
MPD 5 0,125 (+0,003) 0,141 (x£0,002) 1,284 (+0,011)
MPD 6 0,134 (+0,006) 0,156 (+0,003) 1,131 (+0,005)
MPD 7 0,114 (+£0,002) 0,131 (+0,001) 1,118 (+0,011)
MPD 8 0,131 (+0,003) 0,147 (+0,004) 1,397 (+0,005)

A densidade esquelética ou real das microparticulas foi
determinada pela técnica de picnometria a gas, conforme descrito
em 3.2.4.3. A picnometria a gas € uma técnica Util para verificacéo
do volume real, pois basea-se no principio de deslocamento de
fluidos de Arquimedes e na expansdo de gases ideais, conhecida
como lei de Boyle. Neste experimento, o gas Hélio é infundido no
equipamento como fluido de deslocamento que, devido a sua
pequena dimenséao atdbmica, é capaz de penetrar nos poros finos da
amostra, préximos a 0,2 nm, a fim de determinar o volume do sélido
sob analise. Os valores fornecidos pelo aparelho sdo entédo
utilizados para estimar a densidade real do material de massa
conhecida (Quantachrome, 2013).

As microparticulas apresentaram valores de densidade
esquelética entre 1,027 g/mL e 1,397 g/mL (tabela 17), sendo que
os resultados sugerem uma tendéncia ao aumento da densidade
esquelética nas amostras preparadas com fase organica de maior
volume. Este resultado pode estar relacionado a diferenca na
relacdo de volume entre a fase aquosa primaria e a fase organica,
afetando o grau de dispers@o da emulsdo priméria (0,5 mL/25 mL e
0,5 mL/5 mL) e, portanto, a estrutura interna da particulas. Além
disso, o maior volume de fase organica na formulacdo reduziria a
velocidade de eliminagdo do solvente, o que poderia resultar em
maior tempo para a cristalizacdo do polimero e solidificacdo das
particulas. Esta maior organizacdo da PCL na matriz polimérica
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levaria a formacdo de particulas mais compactas, explicando,
assim, os valores de densidade esquelética obtidos.

4.2.2.3 Avaliacao do fluxo

As propriedades de fluxo de pés séo bastante importantes
na producdo de formas sodlidas, com destaque na adequacdo de
operacdes como mistura, compressao, preenchimento de capsulas,
transporte, entre outras (SARRAGUCA et al., 2010). Li e
colaboradores (2004) descreveram que a fluxabilidade é
influenciada ndo somente pelo tamanho e distribuicdo
granulométrica das particulas, mas também pela forma da particula,
textura, energia superficial, composicdo quimica e teor de umidade
dos pés. Ainda, é importante considerar as possiveis interacdes
interparticulares causadas por forcas do tipo van der Waals,
interacbes eletrostaticas e atracdo capilar, que por sua vez, sédo
dependentes das caracteristicas dos p0s. Particulas grandes
tendem a ser mais influenciadas pela inércia e gravidade do que por
forcas interparticulares, possuindo melhor fluxo. Por outro lado,
particulas menores que 10 um geralmente apresentam propriedades
adesivas, com interagbes interparticulares proporcionais a forca
gravitacional.

No contexto de administragdo pulmonar de farmacos, o fluxo
€ particularmente importante no que tange a capacidade de
desaglomeracdo e aerossolizacdo dos pds nas vias aéreas, até a
eficiente deposicdo nos pulmdes. A fracdo respiravel, isto é, a
fracdo de particulas que chega efetivamente aos pulmdes, esta
diretamente relacionada a capacidade de desaglomeracéo
(VANBEVER et al., 1999). Neste trabalho o indice de Carr (IC), ou
indice de compressibilidade, foi calculado para avaliar as
propriedades de fluxo das microparticulas, conforme descrito em
3.2.4.4. A tabela 18 apresenta os valores de IC obtidos e a
classificacdo dos pds quanto a fluidez.
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Tabela 18. Iindice de Carr e caracteristicas de fluidez do po.

Amostra IC % (xDP) Fluidez
MPD 1 6,64 (x1,47) Excelente
MPD 2 6,46 (£1,43) Excelente
MPD 3 10,97 (£2,44) Excelente
MPD 4 7,35 (£3,94) Excelente
MPD 5 11,18 (£1,14) Excelente
MPD 6 14,35 (+2,86) Bom
MPD 7 13,55 (+1,26) Bom
MPD 8 11,43 (+1,13) Excelente

Os valores de IC obtidos para as microparticulas variaram
entre 6,64% e 14,35%, indicando que as mesmas apresentam fluxo
bom ou excelente. Provavelmente as caracteristicas das particulas,
como forma esférica e hidrofobicidade, contribuiram para os valores
de fluxo obtidos.

4.2.2.4 Determinacdo do diametro médio e distribuicdo
granulométrica

Na figura 30 podem ser observados os graficos de distribuicao
de tamanhos das microparticulas poliméricas. A tabela 19 apresenta
os valores de digy, dsgs € dogeys, que representam os diametros de
particula correspondentes a 10%, 50% e 90% da distribuicédo
acumulada, respectivamente, assim como os valores de diametro
médio (d,3) e span.

) =R ®)
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Figura 30. Graficos de distribuicdo de tamanho de particula das
microparticulas poliméricas contendo azitromicina: (A) MPD 1; (B)
MPD 2; (C) MPD 3; (D) MPD 4; (E) MPD 5; (F) MPD 6; (G) MPD 7,
(H) MPD 8.

Tabela 19. Diametros geométricos médios das microparticulas
poliméricas obtidos pela técnica de difracéo a laser.

Amostra + D(Ij:’lo(oﬁm) + D%O(Dﬁm) + D(ko(oﬁm) ip[?lf; + Dg4(3|1m)
MPD 1 (ild,7363) (i7(5?658) 19,75 (¢5,08) (126,2551) (iiig)
MPD 2 (116?630) (J_r81’,0383) 35,88 (+19,82) (142’,1337) (igf;g)
MPD3 ildngOS) ( i56,7266) 13.25 (0,65) 126?083) 7,06 (+0,43)
MPD4 ilcf164) ( i5d?115) 12,08 (2080) ilc;7067) 6,63 (+0,39)
MPD 5 (116?120) (i3df31“8) 7,13 (+0,24) (11(5?007) 4,08 (+0,16)
MPD 6 (ild,2273) (fdils) 7,20 (+1,26) (i]6,6146) 4,04 (+0,61)
MPD7 116,4268) ( 136,7625) 9,10 (:177) 126?019) 7,19 (+1,86)
MPD 8 (116,3199) (fd,sfg) 719 (+1,13) (11(5?139) 4,15 (+0,72)

Como pode ser observado na tabela, as microparticulas
apresentaram valores de dsgy variando entre 3,54 um e 8,08 um e
valores de didmetro médio (d, 3) variando entre 4,04 pm e 15,43 pym.
Com excecdo da formulacdo 2 (MPD 2), os valores de span
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indicaram a presenca de uma distribuicdo granulométrica
razoavelmente homogénea. As amostras preparadas com um
volume menor de fase organica, para uma mesma massa de PCL,
demonstraram maiores tamanhos de particula, sendo que o0s
maiores tamanhos foram obtidos nas amostras preparadas quando
0 pH da fase externa foi igual a 6,0. A viscosidade da fase organica
obtida com maior concentragdo de polimero pode ter sido
responsavel por este aumento de tamanho de paticula. O efeito da
concentracdo de polimero sobre o tamanho de particula foi também
verificado por Balmayor e colaboradores (2009) na obtencédo de
microparticulas contendo dexametasona a partir de blendas de
amido de milho e policaprolactona. Segundo os autores, a
viscosidade da formulagdo foi diretamente proporcional a
concentracdo de polimero. Em concentracbes poliméricas altas
houve um aumento significativo da viscosidade da fase orgénica,
resultando no aumento do tamanho das goticulas formadas durante
a emulsificacdo, e levando, consequentemente, a um aumento do
tamanho final das particulas.

4.2.2.5 Determinagéo do didmetro aerodindmico massico médio

Os valores de diametro aerodinamico médio (DAMM) foram
calculados conforme o item 3.2.4.7. Os valores podem ser
visualizados na tabela 20.

Tabela 20. Diametro aerodindmico médio das microparticulas de
PCL.

Fatores estudados

Amostra —5 ' DAMM # DP
aturagéo DH FA, Vqunje_fase (um)
FA, organica
MPD 1 N&o 6,0 5,0 6,43 (+2,39)*°
MPD 2 Sim 6,0 5,0 8,99 (+3,92)%
MPD 3 Nao 10,0 5,0 3,63 (+0,22)"°
MPD 4 Sim 10,0 5,0 3,67 (+0,22)"°
MPD 5 Nao 6,0 25,0 2,62 (+0,10)>°
MPD 6 Sim 6,0 25,0 2,29 (+0,35)°
MPD 7 N30 10,0 25,0 4,02 (+1,04)>¢

MPD 8 Sim 10,0 25,0 2,90 (+0,50)"°
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As microparticulas apresentaram DAMM variando entre 2,29
um e 8,99 um. A ANOVA (tabela 21) evidenciou que, dentre os
fatores estudados, o pH da fase aquosa 2 e volume da fase
organica afetaram significativamente os valores de DAMM, sendo
verificada também a interagéo entre 0s mesmos (Fcajculado > Feritico, [
= 0,05). Para verificar em quais niveis ocorreu diferenca estatistica,
a diferencdo minima significativa (d.m.s) entre as médias foi
calculada usando o teste de Tukey (ver equacgédo 15).

Neste caso, o valor de d.m.s calculado foi de 4,76 para q igual
a 4,90. Comparando os valores da tabela 20 é possivel verificar que
a saturacdo da segunda fase aquosa ndo afetou o DAMM. O
aumento do volume da fase organica de 5 mL para 25 mL reduziu o
DAMM somente quando o pH da fase externa foi mantido em 6 com
saturagdo (MPD 2 versus MPD 6). O efeito do pH sobre o DAMM
das particulas s6 foi significativo quando a saturacdo da fase
aquosa foi realizada e o volume da fase orgéanica foi de 5 mL (MPD
2 versus 4).

Tabela 21. Andlise da variancia realizada no estudo do efeito dos
fatores de formulagcdo sobre o DAMM.

Fonte de Valor

Fator varia(;éo SQ gl MQ Fcalculado de p Feritico
1 Saturagéo 0,4952 1 04952 0,1751 10,6812 4,494
2 pH 14,0117 1 14,0117 4,9545 0,0407 4,494
3 Volume 44,4993 1 44,4993 15,7350 0,0012 4,494

1x2 Saturacéo x
pH 4,1267 1 41267 1,4592 0,2446 4,494

1x3 Saturacéo x
Volume 6,1663 1 61663 2,1804 0,1592 4,494

2x3 pH x

Volume 38,5852 1 1,1201 13,6437 0,0020 4,494
Saturacgdo x

1X2x3 pH x 11202 1 1,12013 0,3961 0,5380 4,494
Volume

Residuo 452489 16 2,82805

Total 1542533 23

O diagrama de Pareto (figura 31) confirmou os efeitos dos
fatores volume da fase organica e pH, assim com da interacéo entre
0s mesmos como sendo estatisticamente significativos sobre o
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DAMM (p<0,05). Entretanto, o maior efeito foi observado com a
alteracdo do volume da fase orgénica. A equacdo de ajuste
proposta para determinagdo do DAMM das microparticulas é
mostrada abaixo. O coeficiente de correlagcdo para a equacao
encontrada foi 0,7067.

DAMM(x,y,z)= 0,14x - 0,76y - 1,36z - 0,41xy - 0,51xz -
+1,27yz + 0,22xyz + 4,32 Equacéo 17

Diagrama de Pareto; Variavel: DAMM
2*4(3-0) design

p=0,05
Estimativa dos efeitos (valores absolutos)

Figura 31. Diagrama de Pareto exibindo os efeitos dos fatores
estudados sobre o DAMM (p<0,05).

A deposicdo de aerossois farmacéuticos nas vias aéreas
depende diretamente do tamanho e da densidade das particulas.
Exceto para as formulagdes 1 e 2 (MPD 1 e MDP 2), particulas com
DAMM menores que 5 uym foram obtidas, indicando que as mesmas
apresentam boas propriedades de aerossolizacdo. Em especial, as
particulas MPD 5 e MPD 8, preparadas com maior volume de fase
organica apresentaram baixos valores de DAMM, apesar de terem
apresentado os maiores valores de densidade esquelética (ver
tabela 17). Isto ressalta a importancia deste parametro de
formulacdo sobre as propriedades de aerossolizacdo dos poés,
guando a técnica de dupla emulsédo é empregada para a preparacao
de microparticulas.

A deposicdo de particulas nas vias aéreas pode ser
determinada experimentalmente, através de técnicas de impactacéo
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em cascata. Estes aparelhos consistem em uma série de jatos de ar
progressivamente mais finos e de pratos coletores que permitem o
fracionamento do aerossol de acordo com o seu DAMM, a medida
gue este é forcado a passar pelo aparelho (AULTON et al., 2005).
As particulas maiores e mais densas permanecem nas regides
superiores do aparelho e as mais leves acompanham o fluxo de ar,
sendo cada um dos estagios do impactador correspondendo a uma
regido do trato respiratério. Atualmente, existem modelos
matematicos que estimam a deposicdo dos aerossoéis nas vias
respiratorias, constituindo uma alternativa aos impactadores e
outros aparelhos, que nem sempre estdo disponiveis em escala
laboratorial. O MPPD (Multiple-Path Particle Dosimetry model v2.11)
utilizado neste trabalho é um modelo matematico que pode ser
utilizado para estimar a deposicéo e remocéo de particulas inaladas,
tanto em humanos como em ratos. O programa calcula o perfil de
deposicdo de aerosséis de véarios tamanhos, desde particulas
ultrafinas (0,01uym) até grosseiras (20 pm), considerando os
mecanismos de deposicdo por difusdo, sedimentacdo e impactacao
dentro das vias aéreas.

Os resultados da simulagdo da deposi¢do das particulas por
regido (cabeca, traqueobronquial e pulmonar) encontram-se
demonstrados na figura 32.

I VMPD 1

MPD 3 (A)
[IIIM MPD 4
EEFH MPD 5
EzZzA MPD 6

Fragao depositada

Cabeca B

Regiao
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I VPD 1
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1 [ MPD 4
0.7 EEE MPD 5
1 MPD 6
0,6 EMPD7
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Fragao depositada

Central

Regiao pulmonar

Figura 32. Estimativa de deposicdo das microparticulas por regido,
obtida através do software MPPD v2.11. (A) Fracdo depositada na
cabeca e regides traqueobronquial (TB) e pulmonar (P), (B) Fragéo
depositada na regido pulmonar central e periférica.

Na figura 32 é possivel observar uma diferenca bastante
pronunciada nos perfis de deposicao das diferentes formulacdes. As
formulagdes com DAMM mais elevados, acima de 6 ym (MPD 1 e 2)
exibiram grandes fragfes depositadas na por¢do extratoracica, e
fracdes muito pequenas na regido pulmonar. As formulagées com
valores de DAMM préximos de 4 ym (MPD 3, 4 e 7) exibiram
maiores niveis de deposicdo na regido traqueobronquial, enquanto
que as formulagées de DAMM proximos de 2 ym (MPD 5, 6 e 8)
apresentaram fragdes alcancando as regies mais mais profundas
dos pulmdes (bronquiolos e alvéolos). Estas microparticulas exibem
potencial para alcancar a deposi¢cdo nas porc¢des periféricas dos
pulmdes, além das por¢des centrais. A formulacdo MPD 3, cujo teor
foi 0o mais elevado, certamente tera maior fracdo depositada na
regido central do pulmé&o, entretanto, alcancara também a porgéo
periférica. As fracdes que atingem a regido traqueobronquial e
pulmonar correspondem a fracdo respiravel dos aerossois
farmacéuticos. Assim, espera-se a maior eficacia terapéutica das
formulacBes 3 a 8, e em especial das formula¢gdes MPD 3 e MPD 5
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gue apresentaram maior teor de farmaco encapsulado (ver tabela
15).

4.2.2.6 Analise térmica

O comportamento térmico das formulacdes em determinadas
condi¢bes fornece valiosas informagdes sobre o estado fisico das
nano- e microparticulas, auxiliando no entendimento das interacfes
entre farmaco e matriz polimérica e dos perfis de liberagdo do
farmaco (MOGHADDAM et al., 2013; NATARAJAN et al., 2010). A
figura 32 apresenta as curvas termoanaliticas obtidas por DSC da
azitromicina, policaprolactona, da mistura fisica de farmaco e
polimero e das microparticulas. Os parametros termoanaliticos
obtidos apds analise das curvas de DSC estdo demonstrados na
tabela 22.

Conforme pode ser observado na figura 33A, a azitromicina
exibiu dois eventos endotérmicos: uma endoterma ampla com pico
entre 57 a 102°C, correspondente a perda de agua de cristalizacédo
da molécula, e uma endoterma a 122,9° C correpondente a fusao do
farmaco. O evento endotérmico com pico situado em 62,18° C,
correpondente a fusdo da PCL, pode ser visualizado na curva
termoanalitica obtida para o polimero puro (figura 33B) e para a
mistura fisica (figura 33C). Quando as microparticulas contendo ou
nao o farmaco foram analisadas, somente o evento correspondente
a fusdo do polimero foi observado em cerca de 55° C (figura 33D e
E), ou seja, com um deslocamento de cerca de 7° C para
temperaturas mais baixas. Este resultado sugere a presenca de
interacbes entre surfactante e polimero na matriz, que levaram ao
deslocamento do evento de fuséo da PCL.

O evento de fuséo do farmaco ndo pbde ser visualizado nas
curvas de DSC das microparticulas, sugerindo que o mesmo esteja
dissolvido na matriz polimérica ou que ndo tenha sido possivel
detectd-lo, devido a sua menor concentracdo em relacdo ao
polimero (MOGHADDAM et al., 2013; JEONG, LEE, CHO, 2003).
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Figura 33. Termogramas da (A) Azitromicina diidratada; (B) PCL;
(C) Mistura fisica farmaco: polimero (1:5); (D) MPD 1 branca; (E)
MPD 1 contendo azitromicina.
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Tabela 22. Parametros termoanaliticos obtidos das curvas de DSC
apos andlise das amostras de matérias-primas e formulagdes.

Tempera~tura Entalpiade Cristalinidade
Amostra de fuséo ~ A
°C) fuséo (J/g9) relativa (%)
Azitromicina 122,98 -12,99 -
Policaprolactona 62,18 -70,55 100,0
Mistura fisica 1:5 61,02 -51,77 91,7
MPD 1 55,68 -64,98 110,9
MPD 2 56,40 -59,70 94,6
MPD 3 54,42 -50,98 93,8
MPD 4 55,28 -59,39 89,3
MPD 5 55,28 -69,85 114,0
MPD 6 55,74 -62,50 91,8
MPD 7 55,92 -66,04 101,4
MPD 8 55,23 -68,85 101,9
MPD 1 branca 55,60 -64,61 91,6
MPD 5 branca 55,49 -66,83 94,7

As entalpias dos eventos correspondentes a fusdo do
polimero nas microparticulas preparadas com azitromicina situaram-
se entre 50,98 J/g e 69,85 J/g. Os valores de cristalinidade relativa,
estimados em relacdo ao valor de AH obtido para o polimero puro,
indicaram que a técnica de dupla emulsdo ndo causou alteracdo no
grau de cristalinidade da PCL nas microparticulas.

As entalpias dos eventos de fusdo da PCL nas formulacdes
encontraram-se entre 50,98 e 69,85 J/g. Os valores de cristalinidade
relativa (tabela 23) mostraram que os procedimentos empregados
na preparagdo das microparticulas ndo alteraram a cristalinidade do
polimero.

As curvas obtidas na andlise termogravimétrica do farmaco,
do polimero e das microparticulas sdo mostradas na figura 34. A
perda de massa entre 65° C e 110° C, correspondente a perda de
agua de cristalizacédo da azitromicina, pode ser visualizada na figura
34A. A azitromicina e a PCL sofreram perda de massa em
decorréncia da degradacdo a partir de 220° C e 250° C,
respectivamente (figura 34A e B).
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Figura 34. Curvas de TGA, para (A) Azitromicina diidratada, (B)
PCL, (C) Mistura fisica, (D) MPD 1 branca, (E) MPD 1.

4.2.2.7 Difragdo de raios-X

A figura 35 apresenta o perfil cristalino da azitromicina e da
PCL, das microparticulas contendo azitromicina (MPD 1 a 8) e da
formulacdo MPD 1 branca (sem farmaco).
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Figura 35. Perfil de reflexdo das amostras (A) Azitromicina
diidratada, (B) PCL, (C) MPD 1 branca e (D) MPD 1, (E) MPD 2, (F)
MPD 3, (G) MPD 4, (H) MPD 5, (I) MPD 6, (J) MPD 7 e (K) MPD 8.
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O perfil de reflexdo da azitromicina exibiu caracteristicas de
alta cristalinidade, com pico caracteristico em 26 igual 9,58°. A PCL
exibiu o perfil de um polimero semicristalino, com picos em 28 igual
a 21,44° e 23,85° Todas as amostras analisadas, incluindo as
microparticulas brancas, apresentaram perfis de cristalinidade
similares a PCL (matéria-prima). Entretanto, as amostras MPD 1, 2,
3, 5 e 7 apresentaram também o pico caracteristico da azitromicina,
préximo de 9,58°, indicando que pelo menos uma fragéo de farmaco
encontra-se na forma cristalina nestas formulacbes. Estes
resultados corroboram a fotomicrografia mostrada na figura 28,
onde pequenos cristais de azitromicina puderam ser visualizados na
superficie da particula.

4.2.2.8 Espectroscopia no Infravermelho

A figura 36 apresenta os espectros no infravermelho das
matérias-primas (azitromicina e PCL), da mistura fisica de farmaco e
polimero, e das microparticulas.
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Figura 36. Espectros de FT-IR obtidos para (A) azitromicina
diidratada, (B) PCL; (C) mistura fisica; (D) MPD 1 branca e (E) MPD
5 contendo farmaco.



126

Como mostrado na figura 36, a azitromicina exibiu bandas
caracteristicas de sua estrutura quimica, como o estiramento —OH
em 3560,3 e 3490 cm™, e —CH em 2970,2 e 2934,6 cm™. A banda
referente ao estiramento C=0 da azitromicina ocorreu em 1723,6
cm™, estando esta sobreposta & banda referente ao estiramento
C=0 da PCL. O espectro da PCL pura exibiu ainda bandas em
2864,7 e 2944 cm™, as quais podem ser atribuidas as ligacdes C-H
dos carbonos saturados, e em 1168,6 e 1047,5 cm™, relativas as
ligacBes éster C-C(=0)-O. As microparticulas exibiram os mesmos
picos caracteristicos das matérias-primas, ndo se podendo assim
aferir a presenca de interacdes entre farmaco e polimero por FT-IR.

4.2.2.9 Avaliacdo do perfil de liberacdo in vitro da azitromicina
4.2.2.9.1 Solubilidade da azitromicina em tampdo fosfato pH 7,4

A solubilidade da azitromicina em tampéo fosfato 0,05 M pH
7,4 encontrada experimentalmente foi de 3,77 + 0,34 mg/mL,
enquanto que em agua pura a solubilidade é bastante inferior (67,78
+ 20,34 ug/mL). Assim, de modo a atender a condi¢éo sink exigida
para o ensaio de liberacdo, uma quantidade de microparticulas
correspondente a 25 mg de farmaco foi adicionada em 250 mL de
tampa@o fosfato pH 7,4, resultando em uma concentragdo maxima de
100 ug/mL de azitromicina no meio.

4.2.29.2 Otimizacdo da metodologia analitica para
guantificacdo da azitromicina em tampédo fosfato pH 7,4 por
CLAE

Na figura 37 é possivel visualizar os cromatogramas
correspondentes ao meio de dissolugdo puro e de uma solugédo
padrdo de azitromicina em tampao fosfato pH 7,4, obtidos apos
analise por CLAE. A azitromicina exibiu tempo de retencao de 7,46
minutos. A curva de calibracdo média obtida apés andlise das
solugbes padrbes de azitromicina por CLAE em trés dias
consecutivos é apresentada na figura 38.
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Figura 37. Cromatogramas referentes ao (A) PBS e a (B)
azitromicina, respectivamente.
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Figura 38. Curva de calibracdo da azitromicina em tampdao fosfato
0,05 M, pH 7,4 apés analises por CLAE.
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A equacdo da reta encontrada foi y = 924,16x — 3772,1, com
coeficiente de correlacdo igual a 0,9993. A andlise da regresséo
evidenciou a linearidade do método nas concentracdes testadas
(Fcalculado 8605,915 > Fitico 1,06 X 10'6). Os limites de quantificacéo e
de detecg¢do encontrados foram iguais a 5,54 ug/mL e 1,83 ug/mL,
respectivamente.

4.2.2.9.3 Perfil de liberacao da azitromicina

Os perfis de liberacdo da azitromicina a partir das
microparticulas poliméricas em tampao fosfato pH 7,4 séo
apresentados na figura 39. Os valores de eficiéncia de dissolucao,
estimados conforme 3.2.5.3, séo mostrados na tabela 24.

_100 ~ A
S o0 | (A)
g 80

8 70 —eo—MPD 1
)

= gg —&— MPD 2
©

g 40 —&— MPD 3
E 28 —e—MPD 4
S 10 & e Azitromicina
< 0 T T T T T T |IVI’e

0 4 8 12 16 20 24
Tempo (horas)



129

_100 - B
S 90 - ®)
g %

5 —e— MPD
g 60 °
< 50 —=— MPD 6
£ 40

‘E’ 30 —&— MPD 7
g 20 —e—MPD 8
<5 10

< 0 T T T T

0 4 8 12 16 20 24
Tempo (horas)

Figura 39. Perfis de liberacdo da azitromicina a partis das
microparticulas de PCL. Em (A) sdo mostrados os perfis das
amostras MPD 1 a 4 e em (B) das amostras MPD 5 a 8.

Tabela 23. Resultados da eficiéncia de dissolucdo das
microparticulas.

Amostra Eficiéncia de dissolucéo (%)
Azitromicina 56,05 (+1,38)
MPD 1 42,18 (£1,05)
MPD 2 37,99 (x0,62)
MPD 3 55,20 (+2,83)
MPD 4 63,95 (+3,85)
MPD 5 57,00 (+2,11)
MPD 6 60,52 (+1,67)
MPD 7 41,20 (£0,74)
MPD 8 34,08 (+1,25)

As microparticulas permitiram uma liberacdo prolongada da
azitromicina, por mais de 24 horas, tendo alcancado um platd de
liberacdo a partir de 12 horas para todas as formulages.
Entretanto, os valores de eficiéncia de dissolu¢do variaram entre
34,08% e 63,95%, sendo que os maiores valores foram obtidos para
as formulacdes MPD 4 e MPD 6. O perfil de dissolugdo da
azitromicina livre foi testado a fim de verificar o efeito da membrana
de didlise sobre a liberacdo, uma vez que esta atua como uma
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barreira para a difusdo do farmaco em direcdo ao meio. A
azitromicina foi adicionada na forma de uma dispersao sélida e por
esta raz8o mostrou ser lentamente dissolvida. Assim, 0s maiores
valores de eficiéncia de dissolugdo encontrados para MPD 4 e 6
podem estar relacionados a auséncia de cristais de farmaco nas
particulas, como mostrado por DRX (ver figura 35). Por outro lado,
algumas das formulacfes testadas exibiram menores velocidades
de dissolucdo em relagdo ao farmaco livre, mostrando o efeito da
matriz polimérica sobre o perfil de liberacdo da azitromicina. Outros
fatores como localizagdo do farmaco na matriz polimérica, estrutura
interna das particulas e tamanho também podem ter contribuido
para a obtencdo de tais perfis de liberagao.

Trés mecanismos podem governar a libera¢éo de farmacos a
partir de polimeros biodegradaveis: difusdo Fickiana, difusédo por
poros na matriz e liberacao relacionada a eroséo do polimero, que
dependem das propriedades do polimero, do farmaco e do sistema
carreador como um todo (JEONG, LEE, CHO 2003).
Fotomicrografias das particulas obtidas apds ensaio de liberacéo
sdo mostradas na figura 40. ApO6s 24 horas de liberagdo as
particulas mantiveram-se intactas (sem perda de massa), indicando
gue a liberacdo ocorreu por processos de dissolugdo e/ou difusdo
do farmaco através da matriz polimérica.

10kV, ~ X2,5000 -10pm LCME-UFSC

" § v

10KV = X2,500. 40um + LCME-UEFSC

Figura 40. Fotomicrografias realizadas apds o ensaio de dissolugao
(A) MPD 1 e (B) MPD 3.

A fim de caracterizar o modelo de transporte do farmaco, os
modelos cinéticos de liberacdo de zero e primeira ordens, Higuchi,
Hixson-Crowell, Korsmeyer-Peppas e Baker-Lonsdale foram
aplicados a todos os perfis de liberacdo (RODRIGUES, SILVA
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2005). Aguele que mais se ajustou aos perfis obtidos foi o de
Higuchi, aplicado para a liberacdo de até 8 horas. Este modelo é
geralmente utilizado para analisar o mecanismo de liberacdo de
difusdo de farmacos de acordo com a primeira lei de Fick, sendo
entdo dependente da raiz quadrada do tempo (RODRIGUES, SILVA
2005). O valor de k (constante cinética) e o r (coeficiente de
correlacdo) encontrados encontram-se na tabela 24.

1 ~
fi = Kpt2 Equacéo 18

onde f; é a quantidade de farmaco dissolvida no tempo t, Ky é a
constante de liberacdo de Higuchi.

Tabela 24. Pardmetros cinéticos obtidos a partir da aplicacdo do
modelo de Higuchi.

2

Amostra k r
MPD 1 0,4498 0,9913
MPD 2 0,5219 0,9847
MPD 3 0,3498 0,9760
MPD 4 0,2901 0,9814
MPD 5 0,3398 0,9938
MPD 6 0,3310 0,9875
MPD 7 0,4759 0,9948
MPD 8 0,5921 0,9948

Os resultados obtidos parecem estar de acordo com dados da
literatura. Segundo um estudo publicado por Wang e colaboradores
(2009) o mecanismo de liberagdo das microsferas preparadas a
partir da PCL é comumente a difusdo do farmaco através da matriz
polimérica, sendo que a distribuicdo do farmaco na matriz é
importante, pois as moléculas que ficam préximas a superficie das
particulas tendem a sofrer difusdo mais rapidamente. Coccoli e
colaboradores (2007) também postularam a importancia da
microestrutura interna das particulas na regulacdo da liberacdo do
farmaco encapsulado. Destaca-se que a liberacdo lenta da
azitromicina in vivo pode apresentar efeito biolégico prolongado.
Entretanto, a velocidade de liberacdo pode ser aumentada devido a
contribuicio enzimatica para degradacdo da PCL (PEREZ et al.,
2000).
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5 CONCLUSOES
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e  Microparticulas de policaprolactona contendo
azitromicina foram obtidas com sucesso por meio da técnica de
dupla emulsao/evaporacao do solvente (A/O/A).

¢ O método analitico de espectrofotometria de absorcao
no visivel apds complexacédo do farmaco com alizarina mostrou ser
sensivel, especifico, preciso e exato para determinacdo da
azitromicina nas micropatrticulas.

e As microparticulas obtidas constituiram em um pé
branco, bastante fino, com teor de azitromicina variando emtre 3,5 e
23,1 % (m/m), e eficiéncia de encapsulacdo entre 9,4 e 61,5%,
dependendo da formulacdo testada. O delineamento estatistico
fatorial 2° mostrou que a saturacéo da fase aquosa secundaria e o
volume de fase organica afetaram significativamente o teor de
farmaco encapsulado. A interagdo foi observada entre os fatores 1
(saturacéo da fase aquosa) e 3 (volume da fase organica), 2 (pH) e
3 (volume da fase orgéanica) e entre os trés fatores estudados.
Entretanto, os maiores efeitos foram verificados quando a saturagéo
da fase aquosa e o volume da fase orgéanica foram testados.

e As densidades aparente e compactada apresentaram
valores bastante reduzidos, abaixo de 0,2 g/mL, e o fluxo das
microparticulas foi classificado, segundo indice de Carr, como
sendo bom ou excelente.

e As fotomicrografias obtidas por MEV exibiram particulas
esféricas e de superficie lisa, sem poros aparentes. O corte das
particulas apds congelamento revelou, ainda, a estrutura interna
“oca”, que justificou os baixos valores de densidade aparente das
mesmas.

e O diametro geométrico médio das particulas variou de
4,0 a 154 pm, e baixos valores de span foram obtidos. As
microparticulas formuladas com menor volume de fase orgénica
(para uma mesma massa de polimero) apresentaram maiores
tamanhos, indicando que a maior viscosidade da mesma foi
responsavel pelo aumento do diametro médio das microparticulas.

e O DAMM foi calculado ap6s determinacgdo da densidade
esquelética das particulas por picnometria a hélio. Os valores
médios de DAMM variaram entre 2,3 a 8,9 um. O delineamento
estatistico fatorial mostrou que os valores de DAMM foram afetados
unicamente pelo volume da fase organica e pH da fase aquosa
secundaria, ocorrendo interacdo entre estes dois fatores. Entretanto,
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0 maior efeito foi observado com a alteragdo do volume da fase
organica.

e Segundo simulacdo em software MPPD (v2.11), as
amostras MPD 5, 6 e 8 apresentaram as maiores fracdes de
particulas depositadas em regides mais profundas dos pulmdes. As
formulacBes de DAMM superiores (MPD 1 e 2) ficariam mais retidas
em regides extratoracicas, como a boca e garganta.

e A analise térmica das formula¢des indicou a existéncia
de interacBes entre surfactante e polimero. Ainda, o pico
correspondente a fusdo do farmaco ndo pode ser observado,
sugerindo que este se encontra dissolvido na matriz polimérica ou,
ainda, que o farmaco nao pode ser detectado em decorréncia da
sua menor concentracdo em relagdo ao polimero nas formulagdes.
Por outro lado, nos difratogramas obtidos apds analise por DRX foi
possivel visualizar reflexbes correspondentes a azitromicina em
algumas formulagbes, indicando que uma fracdo do farmaco
encontra-se no estado sélido nas particulas.

e Uma metodologia analitica de CLAE foi desenvolvida
para quantificagdo da azitromicina em tampéo fosfato pH 7,4. Os
ensaios de liberagdo revelaram que a azitromicina é lentamente
liberada a partir das microparticulas, por mais de 24 horas,
alcancando um platd de liberagéo a partir de 12 horas para todas as
formulacdes. Entretanto, os valores de eficiéncia de dissolu¢édo
variaram entre 34,08% e 63,95%, sendo que 0s maiores valores
foram obtidos para as formulagbes MPD 4 e MPD 6, em que nédo
foram observados reflexdes da azitromicina por DRX, sugerindo que
o0 estado fisico do farmaco afetou a liberagao.

e O modelo cinético de Higuchi foi o que mais se ajustou
aos perfis de liberacdo indicando que a liberacdo da azitromicina
ocorre por difusdo da matriz polimérica.

e Assim, o conjunto de resultados mostrou que o sistema
desenvolvido para liberacdo pulmonar da azitromicina visando o
tratamento da PAC é promissor, especialmente, as formulagdes
MPD 3 e 5, que apresentaram teores de azitromicina interessantes
e boa penetracdo pulmonar. Como perspectivas futuras, espera-se
testar a toxicidade e a efic4cia in vitro e in vivo das microparticulas.
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