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RESUMO. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da massa molar do
acetobutirato de celulose (ABC) e da adigdo de poli(3-hidroxibutirato) [PHB] sobre a
morfologia das microparticulas, a eficiéncia de encapsulagio e os perfis de liberagio do
piroxicam. As microparticulas foram preparadas por meio da técnica de emulsio/evaporacio
do solvente O/A e caracterizadas quanto a2 morfologia por microscopia eletrénica de
varredura. O teor de firmaco nas microparticulas foi determinado utilizando o método de
espectrofotometria de absor¢io na regido do ultravioleta; os ensaios de liberagio realizados,
utilizando tampio fosfato pH 6,8. As microparticulas obtidas apresentaram formas
irregulares, e aquelas preparadas a partir do ABC com maior massa molar apresentaram
maior tamanho. Mediante planejamento fatorial, observou-se que as varidveis analisadas
(massa molar do ABC e adi¢io de PHB) nio influenciaram a eficiéncia de encapsulagio do
piroxicam, mas exerceram influéncia sobre a quantidade inicial de piroxicam liberada a
partir das microparticulas.

Palavras-chave: piroxicam,  microparticulas, controlada,

acetobutirato de celulose.

liberagio poli(3-hidroxibutirato),

ABSTRACT. Preparation and characterization of cellulose acetate butyrate and
poly(3-hydroxybutyrate) microparticles containing piroxicam. This work aims to
evaluate the influence of the cellulose acetate butyrate (CAB) molar weight and the addition
of poly(3-hydroxybutyrate) [PHB] on microparticle morphology, encapsulation efticiency
and release profile of piroxicam. The microparticles were prepared using the O/W
emulsion/solvent evaporation technique and characterized according to the morphology
using scanning electron microscopy. The drug content in the microparticles was
determined through UV spectrophotometry and a dissolution assay was conducted using
phosphate buffer pH 6.8. The obtained microparticles presented irregular shape; the ones
prepared with CAB with large molar weight presented a larger size. Through a factorial
design, it was observed that the analyzed variables (CAB molar weight and PHB addition)
did not influence the encapsulation efficiency, but did influence the initial release of
piroxicam from the microparticles.

Key words: piroxicam, microparticles, controlled release, poly(3-hydroxybutyrate), cellulose acetate butyrate.

Introdugio

Nos tltimos anos, diversos sistemas de liberacio
controlada tém sido desenvolvidos com a finalidade
de modular ou prolongar o perfil de liberagio de
fairmacos, melhorar a sua absorgio, vetorizi-lo em
sitios especificos de agio, entre outras aplicagdes
(WISE, 2000; BERKLAND et al., 2004).

Entre os sistemas de liberagio controlada de
firmacos  encontram-se  as  microparticulas,
constituidas por uma matriz ou revestimento
polimérico contendo o firmaco encapsulado (WISE,
2000; SCHAFFAZICK et al, 2003). Existem

diversos métodos utilizados para microencapsulagio,

e o mais frequentemente empregado tem sido o
método de emulsio/evaporagio do solvente, pela
simplicidade dos procedimentos envolvidos e
possibilidade de obter microparticulas com
caracteristicas definidas (PEREZ et al., 2004).

A microencapsulagio de alguns firmacos
especificos pode ser extremamente vantajosa, como
¢ o caso do piroxicam (PXC). Este firmaco, um
anti-inflamatério  nio-esteroidal, pode  causar
irritagio  da  mucosa  gastrintestinal  quando
administrado por via oral, fato que justifica a sua
utilizagio na forma de sistemas multiparticulados, os
quais tendem a se espalhar uniformemente no trato
gastrintestinal, evitando a concentragio do ativo em
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um twnico local e diminuindo, desta forma, a
irritagio (SWEETMAN, 2002).

Os polimeros sio os materiais mais utilizados na
preparacio de microparticulas (DUARTE et al.,
2006; OLIVEIRA; LIMA, 2006). Entre eles,
destacam-se o  poli(3-hidroxibutirato) e o
acetobutirato de celulose. A utilizagio destes
polimeros ¢é interessante na irea farmacéutica, pois
sdo obtidos a partir de matérias-primas de origem
natural e a baixos custos. No entanto, quando
utilizados isoladamente no preparo de microesferas,
apresentam algumas desvantagens. O PHB origina
particulas com matriz polimérica rugosa e porosa,
fato que dificulta o controle da liberagio de
firmacos, que acabam sendo liberados rapidamente
por meio de difusio pelos poros da matriz (KASSAB
et al., 1997; BAZZO et al., 2008). Por outro lado, o
acetobutirato de celulose origina particulas rigidas e
compactas. Este fato, associado 3 hidrofobicidade
deste polimero, conduz a uma velocidade de
liberagio de firmacos, a partir dessas particulas,
demasiadamente lenta (FUNDUEANU et al., 2005;
ZANETTI-RAMOS et al, 2006), o que ¢
indesejavel para sistemas de liberagio controlada de
firmacos para administra¢io por via oral.

Estudos que associagdes  entre
polimeros sio interessantes e vém sendo
desenvolvidos pela possibilidade de modificar as
propriedades dos polimeros isolados sem a
necessidade de sintetizar um novo composto. Além
disso, a utilizagio de blendas poliméricas pode ser
considerada  uma  estratégia  farmacotécnica
promissora para modular a liberagio de firmacos.
No presente estudo, pretende-se verificar a
viabilidade da preparagio de microparticulas de
acetobutirato de celulose contendo piroxicam como
firmaco-modelo, por meio da técnica de
emulsio/evaporagio do solvente, ¢ avaliar a
influéncia da massa molar do acetobutirato de
celulose e da adi¢io do PHB sobre a morfologia das
microparticulas, a eficiéncia de encapsulagio e a
liberagio do piroxicam.

envolvem

Material e métodos

Materiais

O PHB (com massa molar de 312.800 g mol™)
foi gentilmente cedido pela PHB Industrial
(Serrana, Estado de Sio Paulo). O acetobutirato de
celulose (massa molar de 30.000 g mol™ e 70.000 g
mol™) foi adquigrido da Aldrich Chem. Co. (EUA);
o piroxicam, da Henrifarma (Sio Paulo, Estado de
Sio Paulo) e o poli(vinil ilcool), da Vetec (Rio de
Janeiro, Estado do Rio de Janeiro). Cloroférmio e
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diclorometano (grau UV/HPLC) foram adquiridos
da Labsynth (Diadema, Estado de Sio Paulo).

Preparagao das microparticulas

As microparticulas foram preparadas por meio da
técnica de emulsio e evaporagio do solvente. Para
encapsular o piroxicam, um firmaco lipossolivel,
utilizou-se a técnica de emulsdo éleo em dgua (O/A).
A fase interna da emulsio foi constituida pelo(s)
polimero(s) (500 mg) e pelo firmaco (200 mg),
solubilizados em 10 mL de diclorometano. No caso
das blendas, os polimeros foram utilizados na
propor¢io de 1:1. Esta fase foi vertida sobre a fase
externa, constituida por 200 mL de 4gua destilada
contendo 0,5% de poli(vinil dlcool) [PVA] como
estabilizante. O sistema foi mantido em agitacio, 2
temperatura ambiente, até a completa evaporagio do
solvente orginico. As microparticulas foram lavadas
com 4gua destilada, secas A temperatura ambiente ¢
armazenadas em frascos vedados.

O acompanhamento da evaporag¢io do solvente
durante o preparo das microparticulas foi realizado
por microscopia optica. Amostras foram colocadas
sobre uma lAmina de vidro e, em seguida, observadas
e fotografadas em microscépio 6ptico Zeiss Axiostar
Plus MC 80 DX.

Determinagao do teor de farmaco e da eficiéncia de
encapsulagao

Para a determinagio do teor de PXC nas
microparticulas, foi utilizado o método de
espectrofotometria de absor¢io na regiio do
ultravioleta, previamente validado para esta finalidade.
Foram pesadas microparticulas correspondentes a uma
massa conhecida de firmaco e, apds a adigio de
cloroférmio, as amostras foram mantidas em frascos
vedados, em agitacio, até a solubiliza¢io dos polimeros
e do firmaco. Em seguida, a solugio foi diluida até a
concentragio tedrica de 10 mg L' de PXC e a
absorvincia, determinada em 327 nm, utilizando um
espectrofotdmetro Shimadzu (1601 PC). Por meio da
construgio de uma curva de calibragio foi calculado o
teor de firmaco nas microesferas. A eficiéncia de
encapsulagio (EE%) foi determinada pela Equacio 1:

EE% = quantidade de firmaco encapsulada 100 )

quantidade de firmaco adicionada

Avaliagao da morfologia e tamanho das microparticulas

A morfologia da superficie externa das
microparticulas foi avaliada por meio de microscopia

eletronica de varredura (MEV), utilizando um
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microscépio eletronico da marca Zeiss, modelo ADS
900A. Amostras de cada formulagio foram fixadas
em um suporte de aluminio e recobertas com uma
fina camada de ouro. Fotomicrografias foram obtidas
em aumentos de 50 a 500 vezes.

O tamanho das microparticulas foi determinado
apés a medic¢io, pelo didmetro de Martin, das
particulas visualizadas nas fotografias ampliadas,
obtidas por MEV. No caso das particulas nio-
esféricas, padronizou-se a medida como a média do
menor e maior didmetro (AULTON, 2005).

Avaliagao do perfil de liberagcao do farmaco in vitro

O ensaio de liberagio in vitro do PXC, a partir
das microparticulas, foi realizado em aparelho de
dissolucio Nova Etica (modelo 299/6), utilizando-
se as seguintes condi¢des experimentais: 500 mL
de tampio fosfato pH 6,8 como meio de
dissolucio, mantido 3 temperatura de 37 £ 1,0°C,
em agitagio de 100 rpm e aparato I (cesto). Para a
realizagio deste ensaio, uma quantidade conhecida
de microparticulas foi acondicionada em cipsulas
gelatinosas
determinados, foram coletadas amostras e a leitura
das absorvancias foi realizada em
espectrofotdmetro Shimadzu (1601 PC), em 360
nm. A quantidade de firmaco liberada para o meio
de dissolugio, em fun¢io do tempo, foi calculada
por meio de uma curva de calibragio.

duras. Em  intervalos  pré-

Analise estatistica

A influéncia dos parimetros da formulagio
sobre a eficiéncia de encapsulagio do firmaco e
sobre a eficiéncia de dissolugio foi avaliada
empregando-se um delineamento fatorial do tipo
2x2, conforme apresentado na Tabela 1. A
eficiéncia de dissolugio (ED) foi determinada apds
o cilculo da drea sob a curva de porcentagem
dissolvida no periodo de 4,5h versus tempo ¢ a drea
total do grifico. Os resultados foram expressos em
porcentagem, por meio da razio entre os dois
parimetros. Os resultados foram avaliados pela
anilise de variincia (ANOVA).

Tabela 1. Plancjamento fatorial empregado no preparo das
microparticulas.

Varidveis independentes
massa molar do acetobutirato de

Formulacio adigio de PHB

celulose (Fator A) (Fator B)
F1 70.000 (+) Nio (-)
F2 70.000 (+) Sim (+)
F3 30.000 (-) Nio (-)
F4 30.000 (-) Sim (+)
(+) maior nivel; (-) menor nivel.

Resultados e discussao

Morfologia das microparticulas

O processo de preparagio das microparticulas
consistiu na emulsificagio do solvente orginico
contendo os polimeros e o firmaco (fase interna) em
um solvente aquoso (fase externa). A difusio do
solvente orginico para a fase aquosa e sua posterior
evapora¢io na interface ar/dgua levaram i formacio
das microparticulas. Ultilizando esta técnica, as
caracteristicas das microparticulas ¢ a eficiéncia de
encapsulagio do firmaco sio influenciadas por
diversos fatores, como as caracteristicas fisico-
quimicas do firmaco, dos polimeros e também as
varidveis do processo, como a velocidade de agitagio,
os solventes utilizados, a velocidade de evaporacio
do solvente, o tipo de emulsificante, entre outros

(O'DONNELL; MCcGINITY, 1997; FREITAS
et al., 2005).
As micrografias da superficie externa das

microesferas sio apresentadas nas Figuras 1 ¢ 2. As
condigdes utilizadas no processo de
emulsificagio/evaporacio do solvente conduziram 2
obtengio de microparticulas com formas irregulares
e cristais de firmaco nio-encapsulado préximos 2
superficie das particulas.

Figura 1. Micrografias de microscopia eletrénica de varredura das
microesferas: A e B (formulagio F1, aumentos de 200X e 50X); C
e D (formulagio F2, aumentos de 500X e 50X).

Quando foi empregado ABC com maior massa
molar (70.000), as microparticulas apresentaram-se
menos fragmentadas e com tamanho maior,
conforme pode-se observar na Figura 1 e Tabela 2.
O tamanho das microparticulas ¢ influenciado,
principalmente, pela concentragio de emulsificante e
pela velocidade de agitagio utilizadas durante o
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processo de encapsulagio (FREIBERG; ZHU,
2004). Como estes parimetros foram mantidos
inalterados em todas as formulag¢des, a diferenca no
tamanho das microesferas esti associada 2 massa
molar do ABC. Quanto maior a massa molar do
polimero, maior é a viscosidade da fase interna da
emulsio e, consequentemente, maior a dificuldade
em fragmenti-la em pequenas goticulas, originando,
desta forma, particulas de maior tamanho
(ZANETTI-RAMOS et al., 2006).

Figura 2. Micrografias de microscopia eletronica de varredura das
microesferas: A e B (formulagio F3, aumentos de 500X ¢ 50X); C
e D (formulagao F4, aumentos de 500X ¢ 50X).

Tabela 2. Valores de eficiéncia de encapsulagio, teor de
piroxicam e didmetro médio das microparticulas obtidas para as
formulagdes testadas.

_Eficiéncia de encapsulagio Teor de PXC  Tamanho médio
Formulagio

(EE%) (mg %) (um)
F1 52,74 = 524 15,06 = 1,50 129,7 = 242
F2 53,30 = 5,36 1522 = 1,53 121,7 = 20,3
F3 53,57 = 4,84 15,30 = 1,37 95,0 £ 185
F4 52,88 = 3,40 15,10 = 0,96 933 + 199

Eficiéncia de encapsulagao e teor de farmaco nas
microparticulas

Os valores de eficiéncia de encapsulagio e do
teor de PXC nas microparticulas encontram-se
descritos na Tabela 2. Em todas as formulagoes,
cerca de 50% da quantidade total de firmaco
adicionada nio foi encapsulada e o teor de firmaco
nas microparticulas foi praticamente o mesmo. Pela
anilise de variincia, verificou-se que a eficiéncia de
encapsulagio do PXC nio foi influenciada pelas
varidveis analisadas (F . < F,; a = 0,05).

Por meio do acompanhamento da evaporagio do
solvente  orginico durante o preparo das
microparticulas por microscopia éptica (Figura 3),

Rinaldi et al.

observou-se que, 3 medida que ocorria a evaporagio
do diclorometano, o firmaco era carreado
juntamente com o solvente orginico para a fase
aquosa, originando os cristais nio-encapsulados
observados nas micrografias. Durante a lavagem das
microparticulas, uma fragio dos cristais de firmaco
foi removida; porém, conforme ¢é observado nas
micrografias obtidas por MEV (Figuras 1 e 2), ainda
restaram cristais de piroxicam nio-encapsulados
aderidos 2 superficie externa das particulas.

Esse fato estd relacionado, provavelmente, 3 alta
afinidade do piroxicam pelo diclorometano e 2
pequena afinidade deste firmaco pelos polimeros
empregados no preparo das microparticulas.
Diferentes eficiéncias de encapsulagio para um
mesmo firmaco podem ser obtidas quando se
utilizam  diferentes polimeros, mantendo-se as
condigdes do processo inalteradas. Bazzo et al
(2005) prepararam microparticulas de PHB e
PHB/Eudragit® E contendo PXC, utilizando as
mesmas condi¢oes descritas neste trabalho, e
observaram que, quando foi empregado somente o
PHB, apenas 10% do PXC foi encapsulado ¢, a
medida que se aumentava a proporgio de Eudragit®,
aumentava-se a eficiéncia de encapsulagio do
firmaco. Neste estudo, no entanto, a utilizagio de
blendas de ABC e PHB nio exerceu influéncia sobre
a encapsulagio do PXC.

A

Figura 3. Fotografias de microscopia éptica ilustrando as etapas
do processo de formagio das microparticulas: (A) inicio do
processo (aumento de 100X); (B) e (C) apds 1h, inicio da
evaporagio do diclorometano (aumentos de 400 e 100X,
respectivamente); (D) final do processo, apGs a evaporagio total
do solvente (aumento de 100X). As setas indicam cristais de PXC
nio-encapsulados.

Ensaios de liberagao do farmaco in vitro

A determinacio da velocidade de liberagio do
piroxicam a partir das microesferas foi avaliada apds
a determinacgio da concentragio do firmaco no meio
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de dissolugio. Os resultados obtidos, expressos em
porcentagem de firmaco liberado versus tempo,
podem ser observados na Figura 4. Todas as
formulagdes  foram  capazes de  prolongar
ligeiramente a liberagio do PXC quando comparadas
a0 firmaco nio-encapsulado. No entanto, apds 2,5h,
todas as formulacdes jd haviam liberado cerca de 70-
80% do firmaco. A liberagio do firmaco a partir de
microesferas pode ser afetada por diversos fatores,
tais como: tamanho e porosidade das particulas,
distribuigio do firmaco, massa molar do polimero,
propor¢io do polimero presente na formulagio,
entre outros (FREIBERG; ZHU, 2004). Neste caso, a
ripida liberagio do PXC a partir das microparticulas
estd relacionada principalmente 3 presenga de PXC
nio-encapsulado aderido 3 superficie externa e,
provavelmente, 4  distribuigdlo  do  firmaco
preferencialmente na superficie ¢ nio no interior das
particulas, facilitando a liberagio do PXC.

100 -———
— o
/ o
o
«—2
'Y { ]
80 " . Q% A
° A
hesl
£
£ 601 o
2
S [
L 404 -
- A —m— PXC néo-encapsulado
B
o —0—F1
—0—F2
201 —A—F3
—0—F4
0 T r T r T r T r T T
0 50 100 150 200 250 300

Tempo (min.)

Figura 4. Perfis de liberagio do piroxicam a partir das
microparticulas preparadas para as formulagoes F1, F2, F3 ¢ F4.

A eficiéncia de dissolu¢io em 4,5h e a quantidade
de firmaco dissolvido em 30 min. (Q%s;)
encontram-se descritas na Tabela 3. O impacto das
varidveis estudadas sobre a liberag¢io inicial do PXC a
partir das microparticulas foi estudado por meio de
planejamento fatorial; a estimativa estatistica dos
efeitos desses fatores sobre Q%;, é apresentada na
Figura 5.

Tabela 3. Valores de eficiéncia de dissolugio e quantidade de
firmaco dissolvido em 30 min a partir das microparticulas obtidas
para as formulagOes testadas.

Eficiéncia de dissolucio Quantidade de firmaco dissolvido em

Formulagio

(ED%) 30 min. (Q%,,)
Fl 64,05 + 431 280 = 0,6
F2 62,3 + 2,69 441+ 1,1
F3 58,82 = 1,23 37,6 = 1,5
F4 64,32 =321 53,0 £ 05

nN
o
o

15,7

=

o

o
L

=

o

o
L

o
o
L

Efeito sobre Q%

-9.3

Figura 5. Estimativa dos efeitos da massa molar do acetobutirato
de celulose (A) e da adigio de PHB (B) sobre Q% em 30 min,
empregada na interpretagio do planejamento fatorial 2%

Aplicando-se a anilise de variincia aos valores de
eficiéncia de dissolugio obtidos para cada
formulagio (Tabela 3), constatou-se que os perfis de
dissolugio do firmaco das quatro formulag¢des nio
apresentaram diferencas estatisticamente
significativas (F . < Fyp; a = 0,05). No entanto, nos
primeiros 30 min. de ensaio, as varidveis analisadas
influenciaram a quantidade de PXC que foi
inicialmente liberada (F_ > F,; o = 0,01). O efeito
burst, ou seja, a ripida liberagio do firmaco nos
primeiros minutos, ¢ um problema comumente
observado no caso de microparticulas (WANG et al.,
2007). Conforme pode-se observar na Figura 5, a
massa molar do ABC provocou um efeito negativo
sobre Q%;, ¢ a adi¢io de PHB, um efeito positivo,
indicando que o emprego de ABC com maior massa
molar provocou diminuigio do efeito burst; ao
contririo, a adicio de PHB levou i liberagio mais
rapida do PXC quando este polimero foi empregado
no preparo das formulagdes. Resultados semelhantes
foram obtidos quando o acetobutirato de celulose foi
empregado no preparo de microesferas contendo
carbamazepina (ZANETTI-RAMOS et al., 2006). A
utilizagio do polimero com maior massa molar
conduziu 2 diminuigio da liberacio da
carbamazepina, e a adi¢io de um segundo polimero
(polietilenoglicol)  levou 4  obtengio  de
microparticulas mais porosas e provocou aumento
da velocidade de liberacio do firmaco in vitro.

Conclusao

Este estudo permitiu avaliar a influéncia da massa
molar do acetobutirato de celulose e da adigio do
PHB sobre a morfologia das microparticulas, a
eficiéncia de encapsulagio e a liberagio do piroxicam
a partir de microesferas preparadas pelo método de
emulsio/evaporagio do solvente. Os resultados
demonstraram que nio houve influéncia das
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varidveis  analisadas sobre a eficiéncia de
encapsulagio do piroxicam, mas diferengas com
relagio ao tamanho das microparticulas foram
observadas em fung¢io da massa molar do polimero
empregado. A utilizagio de ABC com maior massa
molar levou a diminuicio do efeito burst, sugerindo
que esta formulagio poderi ser otimizada a fim de
prolongar a liberagio do PXC por via oral.
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