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RESUMO

A utilizacdo do sirolimus e seus analogos tém sido avaliados em estudos para
combater diversos tipos de cancer, porém devido a baixa biodisponibilidade do
farmaco é necessaria a busca por novas formas de administragdo. Implantes
poliméricos biodegradaveis contendo sirolimus foram avaliados como alternativa
gue viabilizaria a utilizacdo do farmaco. Diferentes implantes contendo 25% do
farmaco sirolimus foram elaborados empregando como matrizes poliméricas:
quitosana, policaprolactona e o copolimero derivado dos &cidos latico e glicélico
(PLGA) em duas propor¢des: PLGA 50:50 e PLGA 75:25. As técnicas de analise
térmica, termogravimetria e calorimetria exploratoria diferencial, em conjunto
com a difracdo de raios X e microscopia foram utilizadas na caracterizacao e
avaliacdo da compatibilidade entre os constituintes da formulacdo, onde
constatou-se nao haver incompatibilidades, porém observou-se uma
amorfizacdo do farmaco nos implantes, confirmadas nas analises de DRX. Nos
testes de estabilidade intrinseca, o sirolimus apresentou-se instavel nas
condicdes de exposicdo ao calor e hidrolises neutra e basica, na andlise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram detectados dois produtos
de degradacdo apOs exposicdo ao calor e um produto de degradacdo apos
hidrélise basica e hidrdlise neutra; os produtos de degradacdo apresentaram
espectro de UV similares ao espectro do farmaco. Através do estudo cinético
isotérmico em meio sélido, observou-se que a molécula do farmaco se degrada
segundo modelo difusional tridimensional, apresentando prazo de validade igual
a 6 anos. O po liofilizado do implante confeccionado com o PLGA 75:25 mostrou-
se com menor formacgao de produto de degradacao e manteve o teor adequado
de 24,6% ap0ds andlise em solucéo por CLAE, e é o polimero de escolha para a
elaboracdo do implante biodegradavel contendo sirolimus para o tratamento de
tumores malignos solidos, porém faz-se necessario estudos adicionais dos
efeitos do farmaco apds amorfizacdo do cristal quanto a estabilidade e

solubilidade.

Palavras-chave: sirolimus, analise térmica, difracéo de raios x, implantes
biodegradaveis, polimeros, cinética.



ABSTRACT

Characterization of biodegradable polymeric implants containing sirolimus

and evaluation of its stability in chemical stress conditions.

The use of sirolimus and its analogs has been evaluated in studies aimed at
combating several types of cancer; however, because of the limited bioavailability
of the drug, the search for new forms of administration is required. Biodegradable
polymeric implants containing sirolimus were assessed as an alternative method
of drug administration. Distinct implants containing 25% (w/w) sirolimus were
prepared employing the polymer matrices chitosan, polycaprolactone and
Poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) in two proportions: PLGA 50:50 and PLGA
75:25. Thermal analysis techniques such as thermogravimetry and differential
scanning calorimetry, combined with x-ray diffraction and microscopy were used
to characterize and evaluate the compatibility of the constituents of the
formulation, no incompatibilities were found between the components, but drug
amorphization was observed in all samples. Sirolimus was unstable when
exposed to conditions: heat, neutral and basic hydrolysis, at
the analysis by high-performance liquid chromatography (HPLC ) were detected
two degradation products after exposure to heat and detected one degradation
product after basic hydrolysis and neutral hydrolysis, the degradations product
showed similar UV spectrum to the drug’s spectrum. Through the isothermal
kinetic study on solid media, it was observed that the drug molecule degrades
second diffusive three-dimensional model, with validity time to 6 years. HPLC
analysis showed that the lyophilized powder for elaboration of the implant
prepared with PLGA 75:25 did not present degradation products and maintained
its appropriate drug content of 24,6%, after analysis in solution by HPLC, and
represents the most suitable polymer for use in developed by biodegradable
implants containing Sirolimus for the treatment of malignant solid tumors,
however, is still necessary to further study the drug effects after amorphization of

the crystal and also stability and solubility analysis.

Keywords: sirolimus, thermal analysis, x-ray analysis, biodegradable implants,

polymers, kinects.
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1 INTRODUCAO

A realizacdo deste trabalho surgiu como parceria entre pesquisadores da
Fundacado Ezequiel Dias (FUNED) e o Programa de Pés-Graduacédo em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal do Espirito Santo, em que foram
desenvolvidos quatro diferentes implantes poliméricos biodegradaveis contendo
sirolimus na proporcao de 25% do farmaco em cada implante. O sirolimus vem
sendo testado contra os tipos mais prevalentes de cancer, porém fez-se
necessario o desenvolvimento de um sistema de liberacdo controlada, para
atenuar os efeitos adversos oriundos da sua distribuicdo sistémica e configurar
uma alternativa viavel para o tratamento dos tumores malignos solidos. Este
desenvolvimento demandou uma avaliacdo detalhada da formulacdo dos
implantes quanto a estabilidade e cinética das reacdes, visto que os polimeros
sdo macromoléculas sintéticas e naturais passiveis de sofrer reacdes fisico-
guimicas, como a hidrélise, e incompatibilidades com o farmaco inviabilizando
sua utilizacdo. Para realizacdo deste estudo, as andlises térmicas DSC e TG
associadas a DRX e a CLAE foram ferramentas de fundamental importancia, por
serem técnicas sensiveis que possibilitam a caracterizacdo e deteccdo das
incompatibilidades dos constituintes das formulacdes farmacéuticas; avaliagao
da estabilidade com determinacao da cinética das rea¢des em solucao e estado
sélido; deteccédo de produtos de degradacéo e determinacdo do teor do farmaco

nas amostras.

1.1 Céancer

A palavra cancer deriva do grego karkinos, que significa caranguejo, e foi
utilizada pela primeira vez pelo pai da medicina Hipécrates (460 a.C — 377 a.C).
O cancer € uma doenca antiga, fato comprovado por ter sido encontrado em
mumias egipcias, evidenciando que ele jA comprometia 0 homem ha mais de 3
mil anos antes de Cristo. Atualmente, a denominacdo cancer € universalmente
aplicado a um conjunto de mais de 100 doencas, que tém em comum O
crescimento desordenado de células, que tendem a alastrar-se pelos tecidos e
orgaos vizinhos (INCA, 2011). As causas de cancer séo inumeras, podendo ser

externas ou internas ao organismo e permanecendo inter-relacionadas. As
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causas externas referem-se ao meio ambiente e aos habitos ou costumes
préprios de um individuo ou comunidade. As causas internas sao, em grande
parte, geneticamente pré-determinadas, e estdo ligadas a capacidade do

organismo de se defender das agressodes externas (INCA, 2014).

De acordo com estimativas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
houve 14,1 milhdes de casos novos de cancer totalizando 8,2 milhdes de mortes
por cancer em 2012 no mundo. Os tipos de cancer mais incidentes no mundo
foram pulméao (1,8 milhdo), mama (1,7 milhdo), intestino (1,4 milhdo) e préstata
(1,1 milhdo). Nos homens, os mais frequentes foram pulmao (16,7%), préstata
(15,0%), intestino (10,0%), estbmago (8,5%) e figado (7,5%). Em mulheres, as
maiores frequéncias encontradas foram mama (25,2%), intestino (9,2%), pulmao
(8,7%), colo do utero (7,9%) e estbmago (4,8%). Estima-se que 0s casos de
cancer continuem crescendo, chegando a 26 milh6es nas préximas duas
décadas e perfazendo 17 milhdes de mortes (WHO, 2012; INCA, 2015). No
Brasil, a estimativa para o ano de 2016, valida também para o ano de 2017,
aponta para a ocorréncia de aproximadamente 600 mil casos novos de cancer,
reforcando a magnitude do problema de saude publica que € o cancer no pais,
cujo controle e prevencéo deverdo ser priorizados em todas as regifes (INCA,
2015).

As células normais que constituem os tecidos do corpo humano se
multiplicam por meio de um processo continuo que é natural e requerido pelo
organismo para manutencdo do mesmo. A maioria das células normais cresce,
multiplica-se e morre de maneira ordenada. No crescimento das células
cancerosas o0 processo é diferente: em vez de morrerem de maneira ordenada,
as células cancerosas continuam multiplicando-se incontrolavelmente, formando
outras novas células anormais; estas células tém a tendéncia de ser muito
agressivas e incontrolaveis, levando a formac¢do de tumores malignos, que

podem espalhar-se para outras regides do corpo (INCA, 2011).

s

Inicialmente, o crescimento de um tumor é alimentado pelos vasos
sanguineos mais proximos. Uma vez que o tumor atinge um determinado
tamanho, estes vasos sanguineos ndo sdo mais suficientes e novos vasos

sanguineos sdo necessarios para continuar o crescimento. A vascularizacao,
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portanto, € uma das principais condicbes para que ocorra o crescimento do
tumor, e o mesmo so é possibilitado pelo desenvolvimento de novos microvasos
a partir de células endoteliais pertencentes a capilares adjacentes as células
neoplasicas (PINHO, 2005). Uma das formas que um tumor usa para ativar as
células endoteliais é por meio da secrecdo de fatores de crescimento pro-
angiogénicos que, em seguida, se ligam a receptores no dormente das células
endoteliais vizinhas, que conduzem a vasodilatacdo e ao aumento da
permeabilidade dos vasos. Em seguida, essas células endoteliais irdo migrar e
se proliferar formando uma nova vascularizacado. Os fatores de crescimento
também podem atuar sobre as células mais distantes recrutando da medula
Ossea precursores derivados das células endoteliais e células endoteliais
circulantes para migrar para o tumor e aumentar a vascularizacdo (COOK &
FIGG, 2010).

O tratamento do cancer se divide em trés formas principais: quimioterapia,
radioterapia e cirurgia. Essas terapias podem ser aplicadas em conjunto ou nao,
de acordo com a evolugdo do tratamento. Até recentemente, poucas sdo as
neoplasias malignas tratadas com apenas uma das terapias. Como as terapias
sao destinadas a eliminar células de rapido crescimento, elas também acabam
acometendo células saudaveis, gerando assim efeitos adversos graves devido a
ndo seletividade do tratamento, fazendo-se necessario a busca por novos
agentes quimioterapicos mais seletivos ou novas formas de administracao para

os farmacos integrando eficacia com seguranca (INCA, 2010; KAELIN, 2005).

1.2 Sirolimus (Rapamicina)

Nesta busca por novas alternativas para o tratamento de cancer, o
farmaco sirolimus (SRL) e seus analogos tém mostrado grande potencial. No
inicio de 1970, o farmaco foi descoberto como parte de um programa de triagem
para novos agentes antifungicos e foi nomeado primeiramente como rapamicina,
porque foi isolado a partir de uma amostra de solo da ilha Rapa Nui no Chile
(SEHGAL et al., 1975; HARTFORD e RATAIN, 2007). O SRL é uma lactona
macrociclica (Figura 1) produzida como metabdlito secundario pelo fungo
Streptomyces hygroscopicus, é um solido cristalino branco a esbranqui¢cado com

peso molecular de 914,17 g molt. O SRL foi inicialmente descoberto como um
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agente antifungico contra Candida albicans e foram descobertas posteriormente
potentes atividades imunossupressoras e antiproliferativa (GOODMAN e
GILMAN, 2006; SEHGAL, 1995; POPULO, 2011).

Figura 1 — Formula estrutural do sirolimus.

SRL ¢é praticamente insolivel em agua; muito solavel em etanol,
cloroférmio, acetona e acetonitrila; e solivel em metanol e tetrahidrofurano. A
baixa solubilidade do composto € um dos fatores de limitacdo da absor¢céo por
via oral. A biodisponibilidade oral do composto ainda é limitada pelos varios
processos ativos do metabolismo pela CYP3A4 e transporte pela glicoproteina-
P (BAl et al., 2004; LUO et al., 2007; SOLYMOSI et al., 2015).

Apo6s administracdo por via oral, a biodisponibilidade sistémica do SRL é
baixa, menor que 15% (YATSCOFF,1996; NAPOLI e TAYLOR, 2001), e ja foram
identificados mais de 10 metabdlitos, sendo a maior parte do farmaco excretada
nas fezes. Os efeitos adversos mais evidenciados com sua utilizacdo s&o
hiperlipidemia, mielosupressdo e artralgia (AUGUSTINE et al., 2007;
BAHAESCU et al., 2006; GOODMAN e GILMAN, 2006; MAHALATI e KAHAN,
2001; SOLYMOSI et al., 2015).
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Seu mecanismo de acdo ¢é diferente de outros agentes
imunossupressores, uma vez que se liga a proteinas citosdlicas de ligacdo FK-
12 (FKBP12) para gerar um complexo imunossupressor (complexo FKBP-12-
rapamicina) que ira se ligar e bloquear uma proteinocinase chamada de alvo da
rapamicina em mamiferos (MTOR), que € uma enzima fundamental na
sobrevivéncia, crescimento e proliferacdo das células. Quando se avaliou a
importancia da mTOR no metabolismo e proliferacdo das células, pode-se
predizer a ligagdo da via de sinalizagdo da mTOR com inumeras doencas
compreendendo entre elas o cancer. O farmaco também tem sido incorporado
aos stents para inibir a proliferacdo celular local e a obstrucdo de vasos
sanguineos em cirurgias cardiacas (BAHN et al., 2007; GOODMAN e GILMAN,
2006; SEHGAL, 1995; POPULO, 2011; ONYESOM et al., 2013).

O SRL pode também inibir a proliferacdo endotelial das células, a
expressao do fator induzido por hipoxia (HIF-1) e do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), além de inibir a angiogénese (Figura 2). O fator
indutor de hipdxia controla diversos genes envolvidos na angiogénese e por este
encontrar-se ativo em condicdes de hipoxia, ele esta relacionado com o
crescimento do tumor. A expressao de iniUmeros fatores de crescimento, entre
eles o VEGF é regulado pela hipéxia. Este fator € capaz de aumentar a
permeabilidade vascular e gerar o crescimento das células endotelias, porém,
guando é secretado pelas células tumorais, o VEGF se liga a seu receptor,
chamado de receptor do fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR), e
ativa diversas vias de sinalizag&o incluindo a via PIK3/AKT/mTOR, estimulando
a angiogénese e proliferacéo celular (COOK e FIGG, 2010). Farmacos capazes
de bloquear a angiogénese tém se tornado importante componentes na primeira
linha de terapia em diversos tipos de cancer (CAO e LANGER, 2010).
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Figura 2 — Representacdo esquematica do mecanismo de a¢do do VEGF ativando mTOR.

A utilizac&o do sirolimus e de seus analogos tem sido avaliada em estudos
In vitro e in vivo para combater diversos tipos de cancer, entre eles os tipos de
cancer mais incidentes como de figado, pulmé&o, mama e préstata (BOFFA et al.,
2004; FACOMPRE et al., 2012; LIU et al., 2005; POEL et al., 2003; STIPPEL et
al., 2005).

Apds a administragdo do farmaco SRL, apenas uma pequena dose atinge
o tecido alvo, sendo que a maior parte é perdida, devido a sua distribuicdo por
outros tecidos e a sua metabolizagcdo antes mesmo de atingir o local de acéo,
como foi descrito anteriormente (YATSCOFF et al.,1996; NAPOLI e TAYLOR,
2001). Nesse sentido, a utilizacdo de sistemas de liberacdo controlada de
farmacos, que tem como objetivo principal o controle temporal e espacial, in vivo,

da concentracdo dos farmacos, seria uma opc¢ao viavel para que o beneficio
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clinico da administracdo seja maximizado e os efeitos adversos da distribuicéo
sistémica atenuados (CAO e LANGER, 2010; COIMBRA, 2010; KOETZ e
KOSMELLA, 2007).

1.3 Sistemas de liberacéo controlados de farmacos

Os sistemas de liberagéao controlada (SLC) compreendem a associacao,
guimica ou fisica, dos principios ativos com materiais biocompativeis em
sistemas que, quando administrados in vivo, sejam capazes de controlar a taxa
de liberacéo e entrega do farmaco e/ou dirigir o farmaco de maneira especifica
ao local em que este deve atuar. Materiais de natureza lipidica, inorganica e
polimérica tém sido empregados como matrizes de SLC. Dentre estes, os
materiais poliméricos sdo 0os mais investigados, pois, quando sdo utilizados
como matrizes dos sistemas de liberacéo, estes apresentam diversas vantagens,
como o aumento na biodisponibilidade e eliminacdo das alteracdes ciclicas na
concentracdo do farmaco, diminuicdo dos efeitos adversos devido a liberacéo
progressiva e direcionada do farmaco a alvos especificos, possibilidade de
reducdo da quantidade de farmaco e reducdo do numero de doses
administradas, o que leva a maior adesao do paciente ao tratamento (COIMBRA,
2010; De Azevedo, 2003; KANG et al.,, 2007; KOETZ & KOSMELLA, 2007,
KUBOTA & SHIMODA, 2005; OZTURK et al.,, 2006; SHE et al.,, 2009;
TSUCHIDA, 1994; VILLANOVA et al., 2010; WANG et al., 2009).

Os polimeros sdo macromoléculas compostas por unidades de repeticao,
unidas por ligacbes covalentes e intramoleculares, formando uma cadeia
polimérica. Essas cadeias podem ser lineares, apresentar ramificacdes ou
bracos, ligagdes cruzadas ou em rede (CANEVAROLO et al., 2002, HASIRCI et
al., 2001). O desenvolvimento de SLC de farmacos é um campo inovador quando
se refere a utilizacdo de polimeros que permitem a liberacdo sustentada e
direcionada a um tumor, um tecido local ou até mesmo a um local especifico da
circulacao sanguinea (SALIBA, 2011). Griffth (2000) ja discutia a aplicabilidade
futura destes sistemas para diversas terapias, colocacao também reforcada por
Pillai e Panchagnula (2001), ao considerarem o0s polimeros como materiais
promissores para o desenvolvimento de diversos sistemas de liberacdo de

farmacos. Os materiais poliméricos sdo ainda a classe de materiais mais
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investigada no desenvolvimento de SLC pela sua variedade, versatilidade e
propriedades. O desenvolvimento de sistemas mais sofisticados e eficientes séo
possiveis gracas ao desenvolvimento de novos polimeros, desenhados para ter

propriedades cada vez mais especificas (KANG et al., 2007).

Uma das principais propriedades na escolha de um determinado polimero
para sua aplicacdo como SLC € a maneira com que este se degrada ou néo in
vivo, ou seja, se € biodegradavel ou nao biodegradavel. O polimero
biodegradavel é aquele que sofre degradacao quimica, podendo ser por hidrdlise
ou acdo enzimatica, gerando produtos biocompativeis e ndo téxicos ao
organismo, capazes de serem metabolizados e excretados pelas vias fisiologicas
normais (YU et al., 2005). Os polifosfazenos, poliésteres, poliortoésteres,
poliaminoacidos e as poliuretanas sdo alguns exemplos de polimeros
biodegradaveis sintéticos. Quando o SLC utiliza polimeros biodegradaveis como
matriz, o farmaco incorporado pode estar dissolvido ou disperso, e sua liberacao
€ provocada pela desintegracdo da matriz, que é ocasionada por sua vez, pela
biodegradacédo do polimero (COIMBRA, 2010).

Alguns sistemas poliméricos tém sido propostos como formulagdes para
liberag&o prolongada, dentre eles as micro e nanopatrticulas e os implantes que
podem ser preparados a partir de diversos polimeros, biodegradaveis ou nao
biodegradaveis. Os implantes poliméricos ndo desencadeiam respostas
inflamatérias no local da aplicagcdo uma vez que séo constituidos de materiais
poliméricos atdxicos, ndo cancerigenos e hipoalergénicos (ATHANASIOU et al.,
1996; FIALHO et al., 2003; NAIR e LAURENCIN, 2007; VILLANOVA et al., 2010).

Atualmente, os polimeros mais utilizados para aplicacdes de SLC de
farmacos incluem o copolimero derivado dos acidos latico e glicélico (PLGA),
poliacido lactico (PLA), poliacido glutamico (PGA), policaprolactona (PCL),
copolimeros de N - (2-hidroxipropil)-metacrilato (HPMA), polissacéaridos e poli
(aminoacidos). Devido as suas propriedades de biocompatibilidade e
biodegradacédo, PLA, PLGA e PGA tém sido largamente aplicados em uma
guantidade consideravel de formulacdes (ACHARYA & SAHOO, 2011; SHIVE &
ANDERSON, 1997). De acordo com o estudo de Merkli e colaboradores (1998)
e Jain (2000), estes copolimeros possuem cadeias lineares, saturadas e
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comportamento termoplastico, concedendo a eles a facilidade de serem
moldados utilizando aquecimento. Os polimeros naturais constituem outra
possibilidade de matriz que pode ser empregada na elaboracdo de SLC de
farmacos dos quais sdo exemplos a quitosana, colageno, acido hialurénico,
alginato, albumina e a gelatina (JAIN, 2000; PILLAlI e PANCHAGNULA, 2001;
COIMBRA, 2010).

A elaboracao de implantes, assim como de todas as formas farmacéuticas
necessitam de um estudo aprofundado de sua formulacédo com a finalidade de
garantir a qualidade e aplicabilidade. A proposta do implante como forma
farmacéutica deve ser avaliada quanto a compatibilidade farmaco-polimeros, a
estabilidade intrinseca do farmaco, e possivel formacdo de produtos de
degradacao (OLIVEIRA et al., 2010, YOSHIDA et al., 2011a; YOSHIDA et al.,
2011b; OLIVEIRA et al., 2011; YOSHIDA et al., 2010; BALESTRIERI et al., 1996;
BAZZO e SEGATTO SILVA, 2005; CIDES et al., 2006).

1.4 Estabilidade intrinseca e determinacédo da cinética em solugéo

No desenvolvimento de uma formulacdo farmacéutica, € importante
determinar a estabilidade intrinseca do farmaco para prever possiveis reacoes e
produtos de degradacéo (ICH Q1A (R2), 2003; SILVA et al., 2009). A estabilidade
intrinseca da substancia deve ser avaliada quanto a temperatura, umidade,
oxidacao, exposicdo a luz, hidrélise e a ions metdlicos (ICH Q1A (R2), 2003;
SILVA et al., 2009; BRASIL, 2013). O teste de fotoestabilidade pode ser avaliado
nas condi¢des preconizadas pelo ICH Q1B (1996), submetendo a substancia a
irradiacdo ultravioleta. As amostras apos submisséo as condi¢ges de estresse
sdo avaliadas utilizando técnicas analiticas de alta sensibilidade, como a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), em que a formacéao de produtos
de degradacédo podem ser identificadas, e a extensao desta degradacéo pode
ser quantificada utilizando um padrdo de referéncia. Alguns caminhos de
degradacdo podem ser complexos. Nem sempre os produtos de decomposicéo
formados nas condicbes de estabilidade intrinseca, mais drasticas, s&o
observados nos medicamentos submetidos as condi¢des oficiais dos estudos de
estabilidade (UNITED, 2008; ICH Q1A (R2), 2003; BRASIL, 2005).
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Além da avaliacdo de aspectos relacionados a estabilidade intrinseca do
farmaco, o estudo do prazo de validade de uma forma farmacéutica € um dos
principais fatores avaliados no desenvolvimento de um medicamento. Estes
estudos sao realizados rotineiramente pela indastria farmacéutica, porém,
requerem longos periodos de armazenamento das amostras, sob condicGes

controladas de temperatura e umidade (BRASIL, 2005).

A cinética de degradacdo também é utilizada para avaliar a estabilidade
do farmaco, seja quanto a extensdo da degradacéo, quanto ao teo (tempo para
degradar 10% do farmaco), quanto a velocidade, quanto a facilidade de
degradacdo (que esta relacionada com a energia de ativagéo da reagao), e torna-
se interessante na comparacao das condicOes de estresse, estabelecendo uma
l6gica e proporcionalidade para as reacdes quimicas. O calculo para a cinética
de degradacéao em solugéo pode ser obtido com os modelos de zero, primeira e
segunda ordem de acordo com o coeficiente de regresséo linear (r) da curva de
degradacéo. Definido o melhor modelo de ajuste: zero, primeira ou segunda
ordem, € possivel calcular a constante de velocidade de degradacéo (k) para
cada temperatura com auxilio da inclinacéo das retas e proceder aos demais
célculos cinéticos por meio da equacao de Arrhenius (KIM, 2004; MACEDO et
al., 2002; MACEDO & NASCIMENTO, 2002; RODRIGUES et al.,, 2005;
MEDEIROS et al., 2001; SOUZA et al., 2003a; SOUZA et al., 2003b; CIDES et
al., 2006; MACEDO et al., 2001; YOSHIDA et al., 2011a; YOSHIDA et al., 2010).

1.5 Estudo da formulacéo farmacéutica por meio de andlises instrumentais

Embora ndo substituam os estudos convencionais, as técnicas termo
analiticas, como Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC), mostram-se
extremamente Uteis em estudos de estabilidade, possibilitando a escolha das
formulac6es mais estaveis com extrema rapidez por meio dos estudos de
compatibilidade. A DSC pode ser utilizada na caracterizagdo térmica e
determinacao da pureza de farmacos, estudos de estabilidade e compatibilidade
entre os constituintes da formulacdo e identificacdo de polimorfismo com o
aparecimento de multiplos picos de fusado relacionados a cada forma cristalina.
O polimorfismo pode ser identificado com o somatério de técnicas entre elas a
Difracdo de raios X (DRX) em que pode-se observar a presenca de picos de
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difracdo em angulos distintos para cada forma cristalina e se observam
diferencas na intensidade, em planos especificos de reflexdo, o que sugere
cristais de mesma cela unitria com orientagdo preferencial para o
desenvolvimento macroscopico dos cristalitos de formas diferentes; na curva
DSC observa-se a presenca de picos de fusdo caracteristicos de cada forma e
na microscopia optica com a visualizacdo das diferentes formas espaciais dos
cristais, sendo possivel observar o polimorfismo. Outra constatagdo possivel
com o uso da DSC junto a andlise por DRX, € a verificagdo de processos de
amorfizacdo de farmacos na presenca de alguns excipientes atraves da
observacédo dos picos de fusdo nas curvas de DSC e dos picos de difracdo nos
difratogramas de DRX (OLIVEIRA et al, 2010, YOSHIDA et al., 2011a; YOSHIDA
et al., 2011b; OLIVEIRA et al., 2011; YOSHIDA et al., 2010).

A termogravimetria (TG) € outra técnica termo analitica, sendo empregada
para medir a variagdo de massa em funcéo da temperatura em uma atmosfera
controlada sob um programa de aquecimento. Para fins farmacéuticos € utilizada
na caracterizacdo, determinacdo de pureza e de umidade, identificacdo de
pseudopolimorfismo, na avaliacédo da estabilidade de farmacos e medicamentos
e em estudos de cinética de degradacdo isotérmica (OLIVEIRA et al, 2010,
YOSHIDA et al.,, 2011a; YOSHIDA et al., 2011b; OLIVEIRA et al., 2011,
YOSHIDA et al., 2010).

1.6 Cinética de degradacédo em estado sélido

A cinética de degradacdo em meio solido pode ser obtida através de dois
métodos, sendo (i) isotérmico ou (ii) ndo isotérmico/dindmico, estes métodos
possuem modelos matematicos especificos para ajuste, que consideram o
processo de degradacéo e a ordem da reacao; e também utilizam-se da equacao
de Arrhenius para os célculo de too, energia de ativacao e fator pré-exponencial.
Os modelos cinéticos em estado sélido podem ser reduzidos entre trés principais
tipos: acelerantes, desacelerantes, e sigmoidais ou autocataliticos. O modelo do
tipo acelerante representa o processo em que a taxa de conversao aumenta
continuamente a medida que se aumenta a extensdo da reacao e alcanca seu
maximo ao final do processo. O modelo desacelerante representa 0 processo

cuja taxa tem um méaximo no inicio do processo e diminui sucessivamente a
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medida que a conversdo aumenta. O modelo sigmoidal representa o processo
cujo estados inicial e final demonstram respectivamente o comportamento
acelerante e desacelerante, de modo que a taxa alcance seu méaximo em algum
valor intermediario da extensdo de conversdo (KHAWAM e FLANAGAN, 2006;
GALWEY e BROWN, 1998). As equacdes cinéticas que delineiam a
decomposicédo térmica sao classificadas em tipos de processos distintos, sendo
estes 0s processos controlados por nucleagéo, por mecanismos de difusdo e por
reacOes na fase limitrofe, abrangendo aspectos geométricos e fisico-quimicos,
dependendo da etapa determinante da velocidade de reacdo (MATTOS et al.,
1995).

Nos processos controlados por nucleacdo, a nucleacédo € seguida pelo
crescimento nuclear, com ou sem sobreposicdo de ndcleos, e sdo avaliadas as
velocidades das duas etapas, sendo estas significativas na descri¢do cinética da
decomposicdo (WENDLANT, 1986). As cinéticas de muitas reacdes no estado
sélido foram descritas por modelos de nucleacao baseados no modelo de Avrami
(1939). Estas reagbes incluem cristalizagdo, transicdo cristalografica,
desolvatacao, adsorcao e decomposicédo (CERCENA, 2013).

O processo de difusao (D) engloba diversos tipos de mudancas quimicas
envolvendo solidos, sendo que a nucleacdo € instantanea e a continuidade da
reacdo ocorre por interpenetracdo das particulas reagentes, que possivelmente
constituem a etapa determinante da velocidade do processo (WENDLANT et al.,
1973; SESTAK, 1979). Podem ser destacados dois importantes modelos de
reacdo em que a cinética é controlada por difuséo: (i) a decomposicao de soélidos
em que a taxa de reacdo é controlada pela liberacdo difusiva de um produto
volatil; (ii) as reac¢des entre sélidos em que um produto solido é formado entre os
reagentes, de modo que o0 progresso € mantido pelo transporte através da
camada de barreira. A taxa de formacéao dos produtos diminui proporcionalmente
com a espessura da camada de barreira do produto (GALWEY e BROWN, 1999).

No modelo de contracdo geométrica (R) a nucleacéo ocorre rapidamente
na superficie do cristal que causa o impedimento da combinacao dos reagentes.

A velocidade da transformacéo € conduzida pelo movimento da interface, sendo
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que as relacdes entre a fragdo decomposta e o tempo podem ser encontradas a
partir de consideracfes geométricas (KHAWAM e FLANAGAN, 2006).

Os modelos baseados na ordem da reacdo (F) sdo os mais simples,
similares aqueles utilizados em estudos de cinética homogénea. Nesses
modelos, a taxa de reagdo € proporcional a concentragdo, quantidades ou
fracOes restantes dos reagentes elevados a uma poténcia especifica podendo
ser inteira ou fracionada, que corresponde a ordem de reacéo (n) (CERCENA,
2013). Desta forma, a estabilidade intrinseca e os estudos de cinética sdo partes
fundamentais na pesquisa de possiveis produtos de degradacdo dos farmacos;
no entanto, estes produtos podem ndo serem formados nas condicfes normais
de armazenamento dos medicamentos (YOSHIDA et al., 2011a; YOSHIDA et al.,
2010).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar e analisar as formula¢des farmacéuticas de sirolimus com
polimeros naturais e sintéticos na confecgdo de implantes biodegradaveis para

o tratamento de tumores malignos solidos.

2.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar as caracteristicas térmicas do farmaco sirolimus e polimeros
(PLGA 50:50, PLGA 75:25, policaprolactona e quitosana) por DSC
(Calorimetria Exploratoria Diferencial) e TG (termogravimetria);

2. Avaliar as caracteristicas dos cristais no farmaco por difracdo de raios X
(DRX) e microscopia Otica;

3. Avaliar a existéncia de caracteristicas cristalinas nos polimeros por DRX;

4. Avaliar a compatibilidade das amostras liofilizadas para producdo dos
implantes constituidos com diferentes polimeros por DSC e DRX;

5. Avaliar a estabilidade intrinseca do farmaco em solugdo, ap6s submissao
as condicdes de estresse e determinar a cinética de possiveis reagcfes de
degradacéo;

6. Avaliar a estabilidade do farmaco em estado sélido e determinar a cinética
de possiveis reacdes de degradacao;

7. Analisar e determinar o teor do farmaco nas amostras liofilizadas para

elaboragao dos implantes por CLAE.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Materiais

O farmaco utilizado no desenvolvimento do trabalho, e os demais insumos e

produtos finais analisados foram doados pela Fundagéo Ezequiel Dias (FUNED).
Para realizacdo dos testes foram analisados:

a) Farmaco sirolimus — fabricante Cristalia, lote 09763/2009;

b) Copolimero derivado dos acidos latico e glicdlico PLGA 50:50 —
fabricante Evonik, lote R1204000505;

c) Copolimero derivado dos &cidos latico e glicélico PLGA 75:25 —
fabricante Evonik, lote 1036455;

d) Policaprolactona — fabricante Aldrich, lote MKBH7023V;

e) Quitosana — fabricante Aldrich, lote MKBF1336V;

f) Amostras das quatro formulacées com a concentracdo de 25% do
farmaco apos processo de liofilizacdo para obtencdo dos implantes

biodegradaveis contendo Sirolimus.
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3.2 Métodos

3.2.1 Obtencao dos implantes

Os implantes biodegradaveis contendo sirolimus foram preparados
utiizando PLGA 50:50, PLGA 75:25, PCL e quitosana como matrizes
poliméricas, obtendo-se quatro implantes distintos. O farmaco sirolimus foi

empregado na concentracdo de 25% para cada polimero nos implantes.

CH,OH | CH;OH | CH,OH
0 0 00OH
0 o bH Nol(OH Y ol(oH
HO © 0 H 0
OH
mo n n NH, [ NH, n NH,
PLGA PCL Quitosana

Figura 3 — Estruturas moleculares dos polimeros PLGA, PCL e quitosana.

As quatro formulacdes de implantes foram produzidos utilizando a técnica
descrita por Fialho e Silva-Cunha (2005), sendo que cada polimero e o farmaco
foram dissolvidos individualmente em volume minimo do solvente acetonitrila,
utilizando banho de ultrassom na temperatura de 40 °C por 10 minutos. Em
seguida, um volume minimo de agua foi adicionado a solu¢éo anterior. A solugéo
resultante foi congelada em nitrogénio liquido e, em seguida, as amostras foram
liofilizadas para remocéao do solvente. O p¢ liofilizado foi utilizado para o preparo
dos implantes pelo método de moldagem a quente, utilizando placa antiaderente
(Teflon) aguecida entre 80 °C e 100 °C. Foram cortados implantes em bastdes,
obtidos de 1 mm de diametro e 4 mm de comprimento, posteriormente pesados

e medidos com paquimetro.

Para a realizacdo dos testes optou-se pela utilizacdo das amostras dos

pds apos processo de liofilizacdo, etapa anterior a obtencao dos implantes.
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3.2.2 Anédlise térmica
3.2.2.1 Termogravimetria / Termogravimetria derivada (TG/DTG)

As curvas TG/DTG foram obtidas na termobalanca modelo DTG 60
(Shimadzu, Japéo), alocada no departamento de Quimica da UFMG, numa faixa
de temperatura entre 25 e 700 °C, utilizando cadinhos de alumina contendo
aproximadamente 3 mg de amostra, sob atmosfera dinamica de nitrogénio com
vazdo de 50 mL min e razédo de aguecimento de 10 °C mint e 20 °C min-l. A
técnica foi empregada para analise do farmaco, polimeros e pés liofilizados,

utilizando as mesmas condi¢Ges de andlise.

3.2.2.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As curvas DSC foram obtidas na célula DSC-60 (Shimadzu, Japao)
alocado no departamento de Quimica da UFMG, sob atmosfera dinamica de
nitrogénio com vazao de 50 mL min-t, cadinho de alumina parcialmente fechado
e massa de amostra em torno de 1 mg, com razao de aquecimento inicial de 10
°C min’! numa faixa de temperatura entre 25 e 450 °C. O equipamento foi
calibrado com indio (PF 156,6 °C; AHwus= 28,5 J g'') e chumbo (PF 327,5 °C). A
avaliacao de pureza por DSC foi feita atraves da aplicacédo da Equacéo de Van't
Hoff na faixa de fusdo do farmaco, utilizando-se o software Purity Determination
Program version 2.20 da Shimadzu.

Realizando a avaliacdo de pureza absoluta utilizando o método da

equacdao de Van't Hoff:

Ts=To—RTo®X1 *[ 1 1)
e
Onde:
Ts= temperatura da amostra (K); To= temperatura de fusdo teorico do
analito puro (K); R = constante dos gases (8,314 J mol*K1); Xi= fragcdo molar da
impureza; AHf = calor de fusdo do componente principal puro (J mol?); F = fracédo

da amostra que fundiu em Ts.
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3.2.3 Difragéo de Raios X (DRX)

As analises DRX para o farmaco foram obtidas em um difratdmetro
modelo XRD-7000 (Shimadzu, Jap&o), alocado no departamento de Quimica da
UFMG, sob 40kV, 30mA, munido de um filamento de cobre e um monocromador
de grafite, com radiacdo Kaicucom A = 1,54056 A. O porta amostra foi submetido
a rotacdo de 30 rpm para prevenir orientacao preferencial e minimizar efeitos de
rugosidade. As medidas foram realizadas sob a ¢ética paralela policapilar. Os
dados foram obtidos na faixa de 4 — 70° em 26, com incremento de 0,01° 20 e
constante de tempo de incremento de 5 segundos por incremento. A amostra do
SRL foi submetida a analise segundo o algoritmo de Rietveld para a

determinacao precisa dos parametros de rede.

As analises DRX para os polimeros e pos liofilizados foram obtidas no

mesmo equipamento.

3.2.4 Anélise por microscopia otica

Para a andlise por microscopia Optica, foi utilizado o Microscopio Binocular
Biolégico, marca Coleman, modelo DN-107, alocado no laboratério de Controle
de Qualidade da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) no Centro
Universitario Norte do Espirito Santo (CEUNES), com lente ocular WF 10X de
grande campo e objetivas inferiores plana: PL 4X, PL 10X, PL 40X, PL 100X. O
equipamento possui camera de video digital integrada ao cabecote com

resolucéo de 1.3 MP.

3.2.5 Estudos Cromatograficos

Os estudos cromatogréaficos foram realizados a fim de se determinar a
estabilidade intrinseca do farmaco e analisar os implantes liofilizados. O
Cromatoégrafo a Liquido de Alta Eficiéncia utilizado foi da marca Waters, com

autoinjetor, detector de arranjo de diodos UV/DAD e forno de colunas, do
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Laboratério de Controle de Qualidade em medicamentos no Centro Universitario
Norte do Espirito Santo (CEUNES).

Para realizacdo das analises, foram testadas quatro diferentes colunas
cromatograficas de fase reversa, C8 e C18 provenientes de distintos fabricantes,
variando a temperatura da coluna em 30, 40 e 50°C, o comprimento de onda de
deteccao, e o volume de injecdo das amostras, com a finalidade de otimizar a
metodologia (RICCIUTELLI et al, 2006; ZECH et al, 2011; ISLAMBULCHILAR et
al, 2012; SOBHANI et al, 2013).

A condicao cromatogréfica otimizada foi: coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 um,
Varian); fase mével: metanol/agua (80:20); com fluxo de 1,5 mL min; volume de
injecédo de 20 pL; deteccéo por absor¢cdo no UV com A = 278 nm; e temperatura
de 50 °C.

3.2.5.1 Estudo de degradacdo do farmaco em meio liquido (solucéo) utilizando
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

No estudo de degradacédo do farmaco em meio liquido para determinagéo da
estabilidade intrinseca em solugdo, o SRL foi submetido a condi¢des drasticas
de estresse. As condicbes de estresse em hidrolise basica e &cida, foram
adaptadas afim de se obter uma concentracdo destes agentes de estresse que
permitisse a detec¢do dos produtos de degradacdo e do farmaco na amostra.
Uma solucdo padrao estoque do farmaco sirolimus foi preparada na
concentragdo de 0,1 mg mL™ e solubilizada em metanol. A partir desta solucéao,
foram preparadas as amostras que foram submetidas aos testes iniciais de

estresse segundo a RDC 58/13 e 0 ICH (Q1A e Q1B) como segue abaixo:

e Exposicdo ao calor: Da solucéao inicial, uma aliquota de 20 mL foi
transferida para um baldo volumétrico de 100 mL, e o volume completado
com metanol. Em seguida a solugéo foi aquecida em banho maria a 60 °C
durante 4 horas. Apos esse tempo, a amostra foi diluida em metanol até

a concentracdo de 0,01 mg mL™2,

e Hidrdlise neutra: Da solucéo inicial, uma aliquota de 20 mL foi transferida
para um baldo volumétrico de 100 mL, com 20 mL de agua destilada, e o

volume do baldo completado com metanol. Em seguida a solucéo foi
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aguecida em banho maria a 60 °C durante 4 horas. Apds esse tempo, a

amostra foi diluida em metanol até a concentracéo de 0,01 mg mL™.

Hidrdlise alcalina: Da solucao inicial, uma aliquota de 20 mL foi transferida
para um baldo volumétrico de 100 mL, com 20 mL de hidréxido de sédio
0,0005 M (pH 10,7), e o volume do baldo completado com metanol. Em
seguida a solucéo foi aquecida em banho maria a 60 °C durante 4 horas.
Apos esse tempo, a amostra foi diluida em metanol até a concentracdo
de 0,01 mg mL™,

Hidrolise &cida: Da solugéo inicial, uma aliquota de 20 mL foi transferida
para um baldo volumétrico de 100 mL, com 20 mL de acido cloridrico
0,005 M (pH 2,3), e o volume do baldo completado com metanol. Em
seguida a solucao foi aquecida em banho maria a 60 °C durante 4 horas.
ApOs esse tempo, a amostra foi diluida em metanol até a concentracéo
de 0,01 mg mL™.

Oxidacgdo: Da solucéo inicial, uma aliquota de 20 mL foi transferida para
um baldo volumétrico de 100 mL, com 20 mL de perdxido de hidrogénio a
3%, e o volume do baldo completado com metanol. Em seguida a solugéo
foi aquecida em banho maria a 60 °C durante 4 horas. Apds esse tempo,

a amostra foi diluida em metanol até a concentracdo de 0,01 mg mL™2.

Exposicdo a luz ultravioleta: Da solucao inicial, uma aliquota de 20 mL foi
transferida para um baldo volumétrico de 100 mL, completado volume
com metanol, e posteriormente foi submetida por 4 horas a exposicdo em
camara de radiacdo ultravioleta, a energia de uma lampada em 254 nm.
Apos esse tempo, a amostra foi diluida em metanol até a concentracédo
de 0,01 mg mL™1,

Exposicao a ions metélicos: Da solucédo inicial, uma aliquota de 20 mL foi
transferida para um baldo volumétrico de 100 mL, com 20 mL de solucéo
de Fe 2* 0,05 M, e o volume do baldo completado com metanol. Em
seguida a solucao foi aquecida em banho maria a 60 °C durante 4 horas.
Apos esse tempo, a amostra foi diluida em metanol até a concentracdo
de 0,01 mg mL™.
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3.2.5.2 Cinética de degradacao do farmaco em meio liquido (solugéo)

O SRL foi submetido as condicdes de estresse, segundo item 3.2.5.1.
Estudos adicionais foram realizados com coletas em diferentes tempos e
temperaturas, com amostras preparadas em quadruplicata, para possibilitar o
célculo de cinética de degradagéo do farmaco em solucéo. Os testes adicionais
foram realizados conforme especificado na Tabela 1.

Tabela 1 — Testes adicionais de degradacdo forcada para céalculo de estabilidade
intrinseca do farmaco

Condicdo de Aliquotas Temperatura

estresse coletadas 50°C 60°C 70°C 80°C
1 60 min 60 min 45 min 30 min

Calor 2 120 min 120 min 90 min 60 min
3 180 min 180 min 135 min 90 min
4 240 min 240 min 180 min 120 min

1 60 min 60 min 60 min 60 min
Hidrolise 2 120 min 120 min 120 min 120 min
Neutra 3 180 min 180 min 180 min 180 min
4 240 min 240 min 240 min 240 min

1 60 min 45 min 30 min 15 min

Hidrolise 2 120 min 90 min 60 min 30 min
Basica 3 180 min 135 min 90 min 45 min
4 240 min 180 min 120 min 60 min

A avaliacdo da cinética de degradacdo do farmaco em solucdo foi
realizada por meio de célculos extrapolados utilizando a Equacéo de Arrhenius
para a previsao de prazo de validade a 25 °C. Foram determinadas e estudadas
as possiveis reacdes quimicas do farmaco sob estresse, utilizando CLAE, e
calculado a cinética de degradacdo. O melhor modelo de ajuste de degradacdo:
zero, primeira ou segunda ordem, tabela 2, foi definido de acordo com o
coeficiente de regressao linear (r) da curva de degradacédo, e posteriormente foi
possivel calcular a constante da velocidade de degradacédo (k) para cada

temperatura com auxilio da inclinagédo das retas.
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Com a constante de velocidade da reacao (k) para cada temperatura,
calculou-se a energia de ativacdo (Ea), a velocidade de degradacdo a 25°C
(k2sec), e ao final estimou-se o tempo necessario para degradar 10% do farmaco

(too do farmaco) em uma condicao especifica a 25 °C.

Tabela 2 — Equacdes utilizadas para descrever a cinética de degradacao isotérmica

Ordem zero Primeira ordem Segunda ordem
C = —kT + Co InC = —kT + InCo 1/C = kT + 1/Co
too = (0,1 Co)/k tgo = 0,105/ k togo = 1/(9* k=* Co)

Em que temos:
C = concentracdo (%); k = constante de velocidade (s); Co = concentracédo

inicial; t = tempo (s).

Equacéao de Arrhenius:

—Ea

Ink=InA-—"x - ()

Em que temos:

k = constante de velocidade; Ea = energia de ativacdo; A = constante de
Arrhenius ou fator pré - exponencial; T = temperatura absoluta em Kelvin; R =

constante universal dos gases (8,314 J KX mol?).

O método gréfico da Equacao de Arrhenius, Ink versus 1/T é o mais
utilizado para os calculos dos parametros cinéticos. A inclinacdo da reta é
definida por Ea x R1, onde a energia de ativacéo (Ea) foi calculada multiplicando-
se a inclinagdo pela constante universal dos gases R (8,314 J mol! K1). A Ea
também expressa a estabilidade do farmaco, sendo diretamente proporcional a
estabilidade.

3.2.6 Estudo de cinética de degradacdo em estado sélido

A cinética em estado sélido tem modelos matematicos especificos para
ajuste que consideram o processo de degradacdo e a ordem da reacéo,

conforme descritos na tabela 3.
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Utilizou-se o método isotérmico que é amplamente utilizado para
acompanhar a cinética de uma reacdo de decomposicdo no estado sélido.
Curvas TG isotérmicas do SRL foram obtidas em temperaturas (T) previamente
estabelecidas levando-se em conta a parte inicial do processo de degradacgao do
SRL, e gréficos de tempo (t) versus fracdo decomposta (a) confeccionados para

avaliacao da cinética.

A maioria das reacbes do estado sélido podem ser representadas por

equacgdes do tipo:

gla) = k(T)t (3)

Em que:

a = fracdo decomposta no tempo t; g (a) = forma matematica integrada, que
representa o modelo cinético da reacdo; k (T) = constante de velocidade

especifica dada pela equacédo de Arrhenius.

O delineamento matematico de cada curva cinética, consiste na
determinacao dos coeficientes de regressao linear das equacfes testadas. O
melhor modelo sera aquele que apresentar o maior coeficiente de regressao
linear (r) para os valores experimentais, ou seja, valor mais proximo de 1,0000.
Determinado o melhor modelo cinético que descreve a reacdo em estudo, a
realizacdo de outras analises em diferentes temperaturas ir4 permitir que se
calcule a energia de ativacdo através da Equacdo de Arrhenius na forma
linearizada (DANTAS, 2006).
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Tabela 3 — Equac0es cinéticas para a decomposicao térmica em estado sélido

d?}[ﬂggg)o Mecanismo Forma integral g(a)
Curvas a x t aceleratérias
Pn Lei da poténcia: crescimento uni, bi, ou
tridimensional a velocidade constante, al/n
sem sobreposicao de nucleos
El Lei exponencial Ina
Curvas a x t sigmoidais
AD g\éri?nrgir;gir(;);?l/ev crescimento nuclear [ In (1 - Q)]¥2
A3 ﬁi\(/jri?nrremir-lléirgrt?l/ev crescimento nuclear [ In (1 - Q)]¥3
A4 Avrami-Erofeyev [-In (1 - o)V
Bl Prout-Tompkins Infa/(1-a)]
Curvas a x t desaceleratorias
Baseados nos modelos geométricos:
R2 Contracdo de area 1-(@1-a)l?
R3 Contracg&o de volume 1-(1-a)3
Baseados nos mecanismos de difusao:
D1 Difus&o unidimensional a?
D2 Sg:fnas?) bidimensional (equacédo de (- a) In(1- a))*+ a
D3 ?;?jgg tridimensional (equacdo de [1-(1-a)¥32
D4 Cinsting-Broumantein) o [-@ak)- (o)
Baseados na “ordem da reacéo”
FO Zero ordem a
Primeira ordem: nucleacdo cadtica,
F1 anico nudcleo por particula - Lei de -In(1-0a)
decaimento unimolecular (Mampel)
F2 Segunda ordem 1/(1-aq)

F3 Terceira ordem [1/ (1 - )]
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3.2.7 Andlise dos p6s liofilizados para obtencdo dos implantes contendo

sirolimus por CLAE

Para andlise das amostras de pos liofilizados, etapa anterior a obtencéo
do implante por moldagem em chapa quente, foram preparadas amostras
pesando-se 40 mg de um pool de amostra dos pés liofilizados de cada uma das
quatro formulacdes, com concentracdo de 25% do farmaco, e diluidos com
metanol em baldes volumétricos de 100 mL obtendo uma concentracao final de
0,1 mg mL* do farmaco para cada base polimérica, posteriormente as amostras
foram diluidas até uma concentracéo final de 0,05 mg mL* e foram injetadas no
cromatografo nas condi¢cdes descritas no item (3.2.5), para avaliacdo da

presenca do farmaco e determinacdo do seu teor nos implantes.



42

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo do farmaco SRL por analise térmica

Na curva de TG do SRL (Figura 4), com razdo de aquecimento de
10 °C mint, observa-se que o farmaco é termicamente estavel até a temperatura
em torno 189 °C. A curva de DTG indica que o processo de decomposicéo
térmica do SRL ocorre em duas etapas totalizando uma perda de 82,0 % de
massa, sendo a primeira degradacdo endotérmica de 189,1 até 208,9 °C, e a
segunda degradacdo exotérmica de 232,9 até 470,8 °C. Na curva de DSC do
SRL (Figura 4) pode-se observar um pico endotérmico correspondente a fusdo
do farmaco em 186,0 °C (Tonset= 181,5 °C; AHrs= 61,9 J g1), com pureza de pico
de 98,6 % determinada por meio da equacdo de Van’t Hoff. Apds a fusédo é
observado outro evento endotérmico préximo a 191,5 °C, devido ao processo
inicial de degradagdo do SRL, e posteriormente observa-se um evento
exotérmico em temperatura por volta de 199,5 °C, atribuido a decomposicao do

farmaco.

Para razdo de aquecimento de 10 °C min', Hu e colaboradores (2012)
relataram uma temperatura de fusdo semelhante a encontrada no presente
trabalho, em torno de 185 °C; e Li e seus colaboradores (2015) encontraram uma
temperatura de fusdo em torno de 200 °C, utilizando uma vazéo de nitrogénio de

10 mL min-L.

Foram realizadas também pesquisas com razao de aquecimento de
20 °C mint. Na curva de TG do SRL (Figura 5), com razdo de aquecimento de
20 °C min’, observou-se que os eventos de degradacdo praticamente foram
idénticos aos encontrados na razdo de aquecimento de 10 °C min?, com as
mesmas temperaturas e porcentuais de perda de massa. Como registro destas
informacdes cita-se para 20 °C min: estabilidade do farmaco até aproximados
196 °C; decomposicao térmica do SRL em duas etapas com perda de 81,9 % de
massa; sendo a primeira degradacao endotérmica (196,3 até 210,6 °C), e a
segunda degradacao exotérmica (244,4 até 489,5 °C). Na curva de DSC a
20 °C min? do SRL (Figura 6) pode-se observar um deslocamento no pico
endotérmico correspondente a fusdo do farmaco, que foi para 191,5 °C (Tonset =
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187,8 °C; AHfus= 64,1 J g'), quando comparado ao observado na razdo de
aquecimento de 10 °C min, que foi de 186,0 °C. Apds a fuséo é observado outro
evento endotérmico préximo a 208,5 °C devido ao processo inicial de
degradagcdo do SRL e posteriormente observa-se um evento exotérmico, em

temperatura por volta de 218,2 °C, atribuido a decomposicdo do farmaco.

Na literatura, Emami e seus colaboradores (2014) realizaram a curva de
DSC com razdo de aquecimento de 20 °C min’, e relatam a existéncia de dois

picos endotérmicos, nas temperaturas de 191,4 e 205,3 °C.

DTG Fluxo de Calor Perda de Massa
% mint mw %

1.0

5.0~ 41000

0.0k 0.0
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2000 300 | 100

20 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
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Figura 4 - Curvas de DSC e de TG/DTG do SRL obtidas a 10 °C min' sob atmosfera dinamica
de nitrogénio.
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DTG Fluxo de Calor Perda de Massa
% mint mw %
10.0- 0.C-

-+100.(
0.0-

L -2.0-
-10.0-

3.0
-20.0-
-4.0-

-30.0-

-5.0-

-40.0- 4-0.0

6-C5¢ T00.C 200.C 300.C 700 500.C 500.C

Temperatura (°C)

Figura 5 — Curvas de DSC e de TG/DTG do SRL obtidas a 20 °C min** sob atmosfera dinamica
de nitrogénio.

Os dados das curvas de DSC do farmaco SRL, nas razbes de
aquecimento de 10 e 20 °C min't também podem ser visualizados na tabela 4 e
Figura 6. Com o aumento da razdo de aquecimento, pode-se observar um
deslocamento na temperatura de fusdo e um alargamento da faixa de fusdo do
farmaco, este comportamento pode ser atribuido ao fato da amostra ter menos
tempo para absorver calor e fundir homogeneamente numa temperatura
constante. Em vez disso, o dispositivo de calor pode aquecer bem acima da faixa
real de fusédo antes que o interior funda, assim a faixa de fusdo observada pode
ser em temperaturas mais elevadas para razdes de aguecimento maiores. Este
deslocamento devido ao aquecimento pode ser observado no SRL com o
aumento da razdo de aguecimento para 20 °C mint. Comportamento similar foi
observado para a temperatura de fusdo da a-D-glicose (MAGON & PYDA, 2011).
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Tabela 4 — Faixas de temperatura de fusdo e valores de calor de fusdo do SRL em
diferentes razdes de aquecimento

Razéo de Tonset (°C) T dopico Tengset (°C) Faixade  Energia de

aquecimento (°C) Fuséao Fuséo
(°C min™) °C) Jg?)
10 181,5 186,0 189,0 7,5 61,9

20 187,8 191,5 195,4 7,6 64,1
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Figura 6 — Sobreposicdo de curvas de DSC do SRL obtidos com diferentes razdes de
aquecimento em atmosfera dinamica de nitrogénio: (A) 10 °C min™ e (B) 20 °C min™.

Na realizacdo dos testes de andlise térmica de farmacos e excipientes, a
razdo de aguecimento utilizada como parametro para caracterizacdo deve ser a
10 °C min! (OLIVEIRA et al, 2011), pela confiabilidade dos acontecimentos
térmicos na amostra. Os estudos adicionais realizados, com razdo de
aquecimento a 20 °C min* foram necessarios para melhor avaliacdo do estudo

de compatibilidade do SRL com os polimeros e os pos liofilizados.
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4.2 Caracterizacdo do farmaco SRL por DRX e microscopia

No difratograma de raios X do SRL (Figura 7), observa-se um padréo de
difracao tipico para o farmaco com diversos picos entre 5 e 27° (26), com 3 picos
principais de alta intensidade em aproximadamente 7,2; 10,0 e em 14,6° (26). O
SRL cristaliza-se segundo o grupo espacial P2:1212: (Figura 8), com sistema
ortorrdbmbico e na Figura 9 podemos observar suas caracteristicas cristalinas em
analise microscopica com aumento de 40X. Os parametros de rede ajustados
segundo o algoritmo de Rietveld correspondem a: a = 12,065 + 0,002A, b =
12,838 + 0,001A e ¢ = 34,263 + 0,002A. No pico em aproximadamente 45° (26),

0 excesso Visto se deve somente ao aluminio (Al) do porta amostra.

Kim e colaboradores (2011) obtiveram resultados semelhantes com picos
de alta intensidade em 7,2; 9,9; 10,2; 11,1, 12,5; 14,5; 15,3; 15,5; 16,2; 20,0; 20,4
e 21,8° (28), sendo os 3 picos principais em 7,2; 10,2 e 14,5°. Hu e colaboradores
(2012) observaram o mesmo comportamento cristalino do farmaco com 3 picos

principais de alta intensidade similares aos obtidos neste trabalho.
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Figura 7 — Difratograma de raios X do SRL ajustado pelo método de Rietveld.
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Figura 8 — Célula unitaria do SRL obtida pelo rearranjo de Rietveld (&tomos de carbono em cinza,
hidrogénio em branco e nitrogénio em azul).

Figura 9 — Anélise microscépica SRL com aumento de 40X.
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4.3 Caracterizagdo dos polimeros por analise térmica
4.3.1 Quitosana

Para a Quitosana, as curvas de TG/DTG (Figura 10) realizadas com razao
de aquecimento de 10 °C mint, demonstram a perda de massa em duas etapas,
totalizando uma perda de 57,4 % de massa, sendo que a primeira degradacéo é
endotérmica e ocorre com temperatura entre 48,1 e 68,2 °C, resultando em perda
de massa de 9,8 %, e a segunda degradacao é exotérmica, ocorrendo entre
281,3 e 324,1 °C com perda de 47,6 % de massa.

Neto e colaboradores (2005) obtiveram resultados semelhantes e
descreveram a perda de massa em duas etapas, a primeira iniciando por volta
dos 60 °C, com perda inicial de 10 % e a segunda etapa iniciando em 240 °C
atingindo a méxima a 380 °C e com perda de massa de 41,4 %, o que totalizou
uma perda final de 51,4 %. Outros estudos como os de Nieto et al. (1991),
Tirkistani (1998), e Zawadzki e Kaczmarek (2010), obtiveram resultados
similares e atribuem o primeiro evento constatado a perda de agua pela molécula
e a segunda perda sendo correspondente a decomposicdo da quitosana,
vaporizacao e eliminacdo de produtos volateis. Esta Ultima fase predominante
de degradacédo da quitosana também foi observada nos estudos de Bengisu e
Yilmaz (2002); Pawlak e Mucha (2003); Wanjunn et al., (2005); Zawadzki e
Kaczmarek (2010).

Na curva de DSC da quitosana (Figura 10), pode-se observar um pico
exotérmico correspondente a decomposicéao térmica, em 306,6 °C (Tonset= 292,2
°C; AH = 118,4 J @), resultado semelhante ao encontrado por Zohuriaan e
Shokrolahi (2004), que relataram o pico exotérmico em temperatura inicial de
299,4 °C, com energia absorvida no processo (AH) = 111,0 J/g, atribuindo-se

esse gasto energético a natureza reticular da quitosana.
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Figura 10 — Curvas de DSC e de TG/DTG da quitosana obtidas a 10 °C min'! sob atmosfera
din&mica de nitrogénio.

4.3.2 Policaprolactona (PCL)

As curvas de TG/DTG da PCL obtidas com razdo de aquecimento de
10 °C min'! estdo representadas na figura 11. A curva DTG da PLC indica que o
processo de decomposicdo endotérmica ocorre em duas etapas endotérmicas,
resultando em uma perda de 97,8 %, sendo a primeira perda de massa entre
287,9 e 300,7 °C, e a segunda com temperaturas entre 389,2 e 421,7 °C. Este
mesmo comportamento de perda em duas etapas foi reportado por Khandanlou
et al. (2014), em temperaturas entre 200,0 e 418,5 °C. Mendes (2011) descreveu
uma perda de massa de 97,7 % iniciando-se em 365,9 até 460,9 °C, confirmados
também pelos estudos de Campos et al. (2008), Fukushima et al. (2009), e Cai
et al. (2014).

Na curva de DSC da PCL (Figura 11), pode-se observar um pico
endotérmico em 64,2 °C correspondente a fusdo do polimero (Tonset = 60,1 °C,
AHrus= 212,6 J g1). Cohn e Salomon (2005), Poletto et al. (2007), Fukushima et
al. (2009), Mendes (2011), e Zaman e Beg (2015), obtiveram resultados

semelhantes em seus estudos.
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Figura 11 — Curvas de DSC e de TG/DTG da PCL obtidas a 10 °C min'! sob atmosfera dinamica
de nitrogénio.

4.3.3 Copolimero derivado dos acidos latico e glicolico (PLGA 50:50)

As curvas de TG/DTG do PLGA 50:50, obtidas com raz&o de aguecimento
de 10 °C min! estdo representadas na Figura 12. Na curva de DTG do PLGA
50:50 pode-se observar que o processo de decomposicdo é endotérmico e
ocorre em uma unica etapa, iniciando com temperatura de 288,7 °C e
finalizando em 347,2 °C, resultando em uma perda de massa de 99,1 %. Erbetta
e colaboradores (2011) reportaram uma perda de massa de 100,0 % iniciando-
se em 252,0 até 325,0 °C. Silva-Junior et al., (2009) relatam a decomposicao
endotérmica com temperaturas de 309,2 até 381,0 °C com perda de massa de
90,1 %. Estudos semelhantes sdo encontrados como os de Corrigan e Li (2009)
e Silva-Junior et al. (2008).

Na curva de DSC do PLGA 50:50 (Figura 12), pode-se observar as
transicbes térmicas relacionadas com a transicdo vitrea do polimero, com
temperatura entre 45,7 e 52,6 °C, com ponto médio em 49,8 °C. Pdde-se
observar também a presenca de um pequeno pico de fusdo aparente proxima a

regido onde ocorre a transicdo vitrea. Segundo Canevarolo (2007), este
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fenbmeno ocorre devido a relaxacdo molecular, que aparece como uma
transicdo endotérmica proxima ao final da transicdo vitrea e pode estar
relacionado as tensfes acumuladas na amostra, que podem ser ocasionadas
pelo seu processamento ou tratamento, ou ainda, pela sua histéria térmica e sédo

liberadas quando o material é aquecido, gerando entdo um pico de “fusdo

”
aparente”.
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Figura 12 — Curvas de DSC e de TG/DTG do PLGA 50:50 obtidas a 10 °C min*! sob atmosfera
din&mica de nitrogénio.

A auséncia de evento de transicdo de fase referente a fusdo pode ser
justificada pelo fato que o PLGA é resultante da mistura de dois copolimeros e
tratam-se de polimeros que podem ser semicristalinos ou amorfos, dependendo
da proporcédo de cada copolimero acrescentado na mistura. Segundo Kumar e
Banker (1993), copolimeros de PLGA contendo menos que 85 % de glicosideo
sdo amorfos, e como consequéncia nao apresentam ponto de fusédo. Este
resultado é semelhante ao reportado por Silva-Junior et al. (2009), que
observaram a transi¢do vitrea do polimero ocorrendo em temperaturas entre
45,5 e 52,4 °C com ponto médio em 43,1 °C, e ao observado também no estudo

de Erbetta e colaboradores (2011).
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4.3.4 Copolimero derivado dos acidos latico e glicolico (PLGA 75:25)

As curvas de TG/DTG do PLGA 75:25, obtidas com razdo aquecimento
de 10 °C min estdo representadas na Figura 13. Na curva de DTG do PLGA
75:25, pode-se observar que o processo de decomposicdo € endotérmico e
ocorre em uma Unica etapa, iniciando com temperatura de 302,1 °C e finalizando

em 357,4 °C, resultando em uma perda de massa de 97,1 %.

Na curva de DSC do PLGA 75:25 (Figura 13), pode-se observar um
evento térmico caracteristico do copolimero e relacionado com a transigéo vitrea
do polimero, com temperatura entre 54,9 e 60,2 °C, com ponto médioem 58,3
°C. Este mesmo evento em temperatura por volta dos 60 °C foi constatado por
Fialho e colaboradores (2007), Saliba (2007) e por Souza (2012). A presenca do
pico de “fusdo aparente” proximo a area de transicdo vitrea, também pdde ser
evidenciada para o PLGA 75:25 e as causas para a ocorréncia deste fendmeno

estao descritas na analise do PLGA 50:50.
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Figura 13 — Curvas de DSC e de TG/DTG do PLGA 75:25 obtidas a 10 °C min™* sob atmosfera
dindmica de nitrogénio.
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4.4 Caracterizagdo dos polimeros por DRX

De acordo com os resultados das analises dos polimeros por DRX (Figura
14), pode-se observar que a quitosana apresenta-se na forma semicristalina com
pico bem definido em 208 aproximadamente igual a 20° e um outro pico menos
definido em 26 igual a 10,3° e uma ampla faixa abaixo dos picos comecando em
aproximadamente 8° (20), onde predomina a forma amorfa do material, valores
estes que corroboram com os obtidos por Ogawa (2004); Dallan (2005), Zhang
et al. (2005), Kumirska et al. (2010), e Li e colaboradores (2013).

A quitosana pertence ao grupo dos polimeros hidrogeis, o que Ihe confere
a capacidade de absorver desde dezenas até centenas de vezes sua massa
seca em agua, sendo suas cadeias unidas por interacdes moleculares e/ou
forcas secundarias, destacando-se dentre as diversas interagfes intra e
intermoleculares existentes as ligagdes de hidrogénio intermoleculares, que |Ihe
conferem a estrutura semicristalina (KURITA, 2001; DALLAN, 2005).

No difratograma de raios X do PCL, s&o visualizados os picos cristalinos,
bem desenvolvidos a 26 aproximadamente em 21,3; 21,8 e 23,6° atribuidos aos
planos de reflexdo 110, 111 e 200. Estes resultados condizem com o0s
encontrados em diversos trabalhos como Khandanlou et al., (2014); Zing e Yang
(2010); Agarwal e Speyerer (2010); Meng et al. (2010); Tammaro et al. (2009);
Goncalves (2009); Tokiwa e Calabia (2007) e Elzubair et al. (2006).

Nos difratogramas de raios X para os polimeros PLGA 50:50 e PLGA
75:25, observa-se o padrao caracteristico para pds amorfos, o0 mesmo resultado

foi observado por Silva — Janior (2009) e Corrigan e Li (2009).



54

Quitosana
© PCL
2
(0]
©
©
o
/2]
C
Q
£
PLGA 50:50
PLGA 75:25
I T T T T
10 20 30

20 (graus)

Figura 14 — Difratogramas de raios X dos polimeros: quitosana, PCL, PLGA 50:50 e PLGA 75:25.
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4.5 Estudos de compatibilidade do sirolimus com os polimeros
4.5.1 Estudo de compatibilidade por DSC

Para os estudos de compatibilidade do farmaco com os polimeros, foram
obtidas as curvas de DSC inicialmente em razdo de aquecimento de
10 °C mint, para o farmaco isolado, polimeros, misturas binarias (1:1) do

farmaco e polimeros; e implantes finais liofilizados.

Nas Figuras 15,16,17 e 18, pode-se observar que 0s eventos térmicos
mais significativos discutidos nas curvas de TG/DTG de cada componente
individualmente, como a fusédo do farmaco, fusdo da PCL, transi¢édo vitrea dos
PLGA’s e desidratagcdo com posterior decomposicdo da quitosana estdo
presentes nas misturas binarias, evidenciando, em principio, que nao ha

incompatibilidade entre os mesmos.

Para os resultados obtidos com os implantes confeccionados, pode-se
observar a auséncia do evento de fusdo do farmaco, o que poderia estar
relacionado a modificacdo da estrutura do SRL no processo de obtencdo do

implante.

Segundo Oliveira e colaboradores (2011), quando se avalia a
compatibilidade de formulacbes por DSC, uma interacdo pode ser definida
guando ocorre uma mudanca no ponto de fuséo, na forma, o aparecimento de
uma transicao, aparecimento ou desaparecimento de picos apdés mistura de
componentes, entre outros. Porém, ap0s mistura binaria de dois componentes
h& invariavelmente o surgimento de uma alteracdo na temperatura de transicao,
na forma e area dos picos, e isso pode ndo ser uma interacao prejudicial e deve

ser interpretado com cuidado.

Diante da necessidade de tornar os eventos térmicos mais nitidos,
decidiu-se trabalhar com a taxa de aquecimento de 20 °C min™. As Figuras 19,

20, 21 e 22, mostram estes estudos de compatibilidade.

Os resultados das curvas de DSC obtidas com razédo de aquecimento de
20 °C min?, para as misturas binarias do farmaco com cada polimero

demonstram de maneira mais nitida ndo haver incompatibilidade entre os
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constituintes da formulacdo, constando todos os eventos térmicos significativos
citados e discutidos nas curvas de TG/DTG individuais, e sendo possivel
visualizar a fusdo do SRL apds ser misturado com os polimeros (misturas

binarias).

A avaliagdo dos implantes por DSC n&o mostrou o pico de fusao do
farmaco, fato que pode ser atribuido a amorfizacao que o farmaco sofreu apés o
processo de fabricacdo do implante, que apresenta etapas tipicas para obtencéo
de p6 amorfo, como solubilizagdo e recristalizacdo por liofilizagdo. Para
confirmacéo da possivel amorfiza¢do do farmaco, estudos de DRX dos implantes

foram necessarios.
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Figura 15 — Curvas de DSC obtidas a 10 °C min™? sob atmosfera dinamica de nitrogénio do
farmaco SRL, quitosana, mistura binaria (1:1) e implante liofilizado.
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Figura 16 — Curvas de DSC obtidas a 10 °C min™ sob atmosfera dinAmica de nitrogénio do
farmaco SRL, PCL, mistura binaria (1:1) e implante liofilizado.
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Figura 17 — Curvas de DSC obtidas a 10 °C min** sob atmosfera dinamica de nitrogénio do
farmaco SRL, PLGA 50:50, mistura binéria (1:1) e implante liofilizado.
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Figura 18 — Curvas de DSC obtidas a 10 °C min sob atmosfera dinamica de nitrogénio do
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Figura 19 — Curvas de DSC obtidas a 20 °C min! sob atmosfera dinAmica de nitrogénio do
farmaco SRL, quitosana, mistura binéaria (1:1) e implante liofilizado.
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Figura 20 — Curvas de DSC obtidas a 20 °C min** sob atmosfera dinamica de nitrogénio do
farmaco SRL, PCL, mistura binaria (1:1) e implante liofilizado.
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Figura 21 — Curvas de DSC obtidas a 20 °C min** sob atmosfera dinamica de nitrogénio do
farmaco SRL, PLGA 50:50, mistura binaria (1:1) e implante liofilizado.
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4.5.2 Estudo de compatibilidade por DRX

As analises térmicas sao altamente sensiveis e de rapida resposta para
identificar incompatibilidade de formula¢des farmacéuticas, sendo estas técnicas
de primeira escolha para estudos de compatibilidade (YOSHIDA et al., 2011). No
entanto, a DRX de p6 também pode ser utilizada em estudos de compatibilidade,
visto que sdo adequadas para identificar alteracdes na cristalinidade dos
materiais, polimorfismos cristalinos e eventos de amorfizacdo ocasionado pela
mistura de excipientes com o farmaco. Moneghini e colaboradores (1998)
observaram processo de amorfizag&o para o atenolol; enquanto Sundaram et al.
(2006) relatam na patente do farmaco sinvastatina a amorfizacdo na presenca

de povidona.

Os difratogramas de raios X (Figuras 23, 24, 25 e 26) mostram que nao
h& incompatibilidade do SRL com os polimeros, visto que a cristalinidade do
farmaco pode ser visualizada nas amostras das misturas binarias. No entanto,
guando se analisa os resultados dos implantes, observa-se uma auséncia de
tracos de cristalinidade na amostra do implante de SRL, confirmando a hipétese

de amorfizagdo do farmaco.

Kim e colaboradores (2011) constataram 0 mesmo comportamento de
amorfizacdo do farmaco SRL no desenvolvimento de nanoparticulas de
disperséo solidas, onde o farmaco apresentou-se na forma amorfa dentro das
nanoparticulas preparadas utilizando o excipiente polivinilpirrolidona (PVP K-30)
e uma série de surfactantes, através do processo supercritico de anti-solvente
(SAS).
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Figura 23 — Difratogramas de raios X de SRL; quitosana; mistura binaria SRL - quitosana e
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Figura 25 — Difratogramas de raios X de SRL; PLGA 50:50; mistura binaria SRL — PLGA 50:50
e implante liofilizado.
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4.6 Estudos Cromatograficos

4.6.1 Estudo de degradacdo do farmaco em meio liquido (solucéo)

utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A condicdo cromatogréafica foi otimizada para analise do farmaco SRL e
seus possiveis produtos de degradacgéo, realizando-se uma validag&o parcial da
metodologia, visto que a mesma foi validada pela FUNED. Os testes realizados
para a validacao parcial foram os especificados na RE n° 899 de 2003 sendo

estes: especificidade, linearidade, exatidao e preciséo.

Na Figura 27, podemos observar para o0 SRL 0s dois picos principais
tipicos, que sado atribuidos aos tautbmeros hemiacetal pirano (tr = 6,0 min) e
oxepano (tr = 7,5 min), conforme resultados encontrados por Hughes e

colaboradores (1992) e Zech e colaboradores (2011), em seus estudos.

Os parametros de performance encontrados para o SRL, na forma do
tautdbmero hemiacetal pirano, foram k’ = 4,65; N = 4.520 pratos/coluna; As = 1,02
e Rs entre os tautémeros foi de 5,6. Os resultados foram satisfatorios de acordo
com os limites estabelecidos para cada parametro, que sao: fator de retencdo
(k') maior que 0,5; pratos tedricos (N) maior que 2.000 pratos/coluna; assimetria

do pico (As) menor ou igual 2; e Resolugéo (Rs) maior que 2 (RIBANI et al, 2004).

0,02

0,014

Firano / Oxepano

Figura 27 — Tautdmeros hemiacetal pirano e oxepano.

0,00
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Os cromatogramas do farmaco SRL antes e ap0s a realizac&o dos testes
de estresse para a analise da estabilidade intrinseca podem ser observados na
Figura 28. Nos cromatogramas das amostras ap6s exposicao ao calor, hidrolise
neutra e hidrolise basica; o produto de degradacao (PD) encontrado em tr= 1,2
minutos apresenta um espectro de UV (Figuras 29, 30 e 31) similar ao do SRL
(Figura 32) o que da indicios de que a estrutura do cromoforo € mantida no PD.
No cromatograma para o teste de degradacdo sob calor, observa-se ainda a
formacé&o de outro PD (tr = 4,1 minutos), sendo que o espectro do mesmo (Figura
29) também apresenta uma similaridade com o espectro do SRL. No
cromatograma para o teste de oxidacdo da Figura 28, observa-se um pico em tr

= 2,0 minutos que refere-se ao pico do peréxido de hidrogénio.

As amostras obtidas apés exposicéo ao calor, hidrélise neutra e hidrélise
bésica foram submetidas a testes adicionais, variando o tempo de exposi¢cdo ao
estresse e temperaturas, para calculo da cinética e do tempo que o farmaco

degrada 10% do seu teor (too) em estado liquido (solug&o).
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Figura 28 — Cromatograma do SRL antes e ap6s condi¢des de estresse: exposi¢cao ao calor,
hidrélise neutra, hidrélise acida, hidrélise basica, oxidagéo, exposicao a luz UV e exposicao a
metais, com T de 60 °C durante 240 min.
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Figura 29 — Espectro de UV, obtido com detector de arranjos de diodo (UV-DAD), da amostra
apos estresse por oxidacao dos picos do SRL (tR = 6,04 min), PD1 (tR = 1,2 min), e PD2 (iR =
4,1 min).
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Figura 30 — Espectro de UV, obtido com detector de arranjos de diodo (UV-DAD), da amostra
apos estresse por hidrélise neutra dos picos do SRL (tr = 6,106 min) e PD1 (tr = 1,2 min).
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Figura 31 — Espectro de UV, obtido com detector de arranjos de diodo (UV-DAD), da amostra

apos estresse por hidrélise basica dos picos do SRL (tr = 6,090 min) e PD1 (tr = 1,2 min).
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Figura 32 — Espectro de UV, obtido com detector de arranjos de diodo (UV-DAD), do pico de

SRL (tR = 6,1 min).
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4.6.2 Estudos de cinética de degradacdo em meio liquido (solucéo)

O SRL apresentou degradacao apds exposi¢ao ao calor, hidrélises neutra
e basica. Nos cromatogramas (Figuras 33 e 34) para o teste de estresse em
calor, pode-se observar que, com o aumento da temperatura e tempo de
exposicao, ocorre a degradacdo do farmaco com formacéo de dois produtos de
degradacéo PD1 (tr = 1,2 min) e PD2 (tr = 4,3 min). Para os testes de hidrdlise
neutra e basica (Figuras 35, 36, 37 e 38), evidencia-se a formacdo de apenas
um PD em tr = 1,2 minutos. Nos testes de degradacdo em hidrolise é&cida,
observa-se a formacédo de PD, também em tr = 1,2 minutos, porém, em
guantidade inferior aos encontrados para as demais hidroélises, sugerindo que a
reacdo de formacdo de PD esta ocorrendo preferencialmente nos pHs neutro e
basico, ndo sendo importante neste estudo, portanto, a realizagdo do célculo da

cinética de degradacéao em hidrdlise acida.
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Figura 33 — Cromatogramas do SRL antes e apds exposi¢ao ao calor em temperatura de 50 °C
e 60 °C nos tempos coleta de andlise: 60 min; 120 min; 180 min e 240 min.
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Figura 34 — Cromatogramas do SRL antes e apds exposi¢ao ao calor em temperatura de 70 °C
nos tempos coleta de analise: 45 min; 90 min; 135 min e 180 min; e 80 °C nos tempos coleta de
analise: 30 min; 60 min; 90 min e 120 min.
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Figura 35 — Cromatogramas do SRL antes e apoés teste de estresse em hidrdlise basica com
temperatura de 50 °C nos tempos coleta de andlise: 60 min; 120 min; 180 min e 240 min e 60 °C
nos tempos de coleta de andlise: 45 min; 90 min; 135 min e 180 min.
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Figura 36 — Cromatogramas do SRL antes e apds teste de estresse em hidrélise basica com
temperatura de 70 °C nos tempos coleta de andlise: 30 min; 60 min; 90 min e 120 min; e 80 °C
nos tempos coleta de analise: 15 min; 30 min; 45 min e 60 min.
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Figura 37 — Cromatogramas do SRL antes e apds teste de estresse em hidrélise neutra com
temperatura de 50 °C e 60 °C nos tempos coleta de analise: 60 min; 120 min; 180 min e 240 min.
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Figura 38 — Cromatogramas do SRL antes e apds teste de estresse em hidrélise neutra com
temperatura de 70 °C e 80 °C nos tempos coleta de analise: 60 min; 120 min; 180 min e 240 min.
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4.6.2.1 Célculo da cinética de degradacdo do SRL em meio liquido (solugéo)

Diante dos resultados obtidos com os testes adicionais descritos na tabela
(1), calculou-se a estabilidade intrinseca e cinética de degradacéo do SRL sob

exposi¢do ao calor, hidrolises neutra e basica.

Os valores referentes aos ajustes matematicos dos modelos de zero,
primeira e segunda ordem para as temperaturas de 50, 60, 70 e 80 °C do farmaco
SRL em solucédo sob exposicdo ao calor estdo descritos na tabela 5. Analisando
os coeficientes de regressédo linear (r) obtidos, sugere-se que a cinética de
reacdo que melhor descreve a degradacdo € a de primeira ordem, ou seja, a
velocidade da reacdo depende de um fator, seja ele reagente ou produto
envolvido na reacdo (BROWN, et al, 2005).

Apbés a determinacdo da ordem de reacdo, foram calculadas as
constantes de velocidade de degradacgao para cada temperatura, sendo: Ksoec=
0,05383, keocc= 0,12290, k7o°c= 1,43017, ksoec= 5,32138. Contudo também foi
possivel calcular Kzsoc, que foi de 0,000328507. Assim too foi de 319,62 horas ou
13 dias. Isto significa que o farmaco degrada 10% apds 13 dias quando
solubilizado e na temperatura de 25 °C. A Figura 39 mostra o grafico da equacao
de Arrhenius, Ink versus 1/T. A inclinagéo da reta é definida pela equagdo Ea x
R, diante disso foi possivel calcular a energia de ativacdo, sendo entdo Ea =
153,53 kJ mol™.

Tabela 5 — Resultados dos modelos matematicos de ajuste zero, primeira e segunda ordem,
com valores de r e k para o teste de degradacao forcada em calor do SRL

Degradacéo forcada em calor do SRL

Temperatura (°C)

Ordem

Parametros Zero Primeira Segunda

50 r - 0,97861 - 0,98376 0,98785
k 4,81000 0,05383 0,00060

60 r - 0,99264 - 0,99592 0,99173
k 9,60300 0,12290 0,00160

70 r - 0,95261 - 0,98146 0,89907
k 33,46133 1,43017 0,17516

80 r - 1,00000 - 1,00000 1,00000
k 185,42000 5,32138 0,25435
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Figura 39 — Grafico da equacao de Arrhenius - degradacédo forgcada em calor do SRL.

Os valores referentes aos ajustes matematicos dos modelos de zero,
primeira e segunda ordem para as temperaturas de 50, 60, 70 e 80 °C do farmaco
SRL em solucdo sob hidrdlise basica (pH 10,7) estdo descritos na tabela 6.
Analisando os coeficientes de regressao linear (r) obtidos, sugere-se que a
cinética de reacdo que melhor descreve a degradacédo é a de zero ordem, ou
seja, a velocidade da reacdo de degradacdo independe da concentracdo de

reagentes ou produtos formados na reacdo (BROWN, et al, 2005).

Apbés a determinacdo da ordem de reacdo, foram calculadas as
constantes de velocidade de degradacéo para cada temperatura, sendo: Ksoec=
4,90400, keo-c=13,86667, k70.c=30,09000, kgo-c=102,42400. Calculou-se Kzs oc,
gue foi de 0,25357. Assim too foi de 39,436 horas ou 1,64 dias. Isto significa que
o farmaco degrada 10% apds 39,4 horas quando solubilizado em pH 13 e na
temperatura de 25 °C. A Figura 40 mostra o gréafico da equacao de Arrhenius,
Ink versus 1/T. Ainclinacéo da reta é definida pela equacéo Ea x R1, diante disso

foi possivel calcular a energia de ativacéo, sendo entdo Ea = 93,64 kJ mol™.



Tabela 6 — Resultados dos modelos matematicos de ajuste zero, primeira e segunda ordem,
com valores de r e k para o teste de degradacéo forcada em hidrélise basica do SRL

Hidrolise basica do SRL

Temperatura (°C) Ordem
Parametros Zero Primeira Segunda
; -0,96982 -0,97465 0,97880
50
K -4,90400 -0,02379 0,00061
; -0,97403 -0,97432 0,96202
60
K -13,86667 -0,08078 0,00257
; -0,99347 -0,99961 0,98765
70
K -30,09000 -0,20129 0,00758
; -0,96746 -0,93220 0,90714
80
K -102,42400 -1,35481 0,16512
51 y =-11261x + 36,415
- " r=0,9988
4 - )
.
3 )
-
2
= [ ]
1 4
0 4
-1 4
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Figura 40 — Grafico da equacao de Arrhenius - Hidrdlise basica do SRL.
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Os valores referentes aos ajustes matematicos dos modelos de zero,
primeira e segunda ordem para as temperaturas de 50, 60, 70 e 80 °C do farmaco
SRL em solucao sob hidrolise neutra estdo descritos na tabela 7. Analisando
os coeficientes de regressao linear (r) obtidos, sugere-se que a cinética de
reacdo que melhor descreve a degradacdo é a de segunda ordem, ou seja, a
velocidade da reacdo de degradacdo depende de mais de um fator ou

concentracdo de substancias presentes (BROWN, et al, 2005).

Apbés a determinacdo da ordem de reacgdo, foram calculadas as
constantes de velocidade de degradacgao para cada temperatura, sendo: Ksoec=
0,00042, keoec= 0,00075, k7o-.c= 0,00104, kso.c= 0,01482. Calculou-se Kzseoc, que
foi de 0,00001. Assim teo foi de 101,24 horas ou 4,22 dias. Isto significa que o
farmaco degrada 10% apds 4,2 dias quando solubilizado em &gua e na
temperatura de 25 °C. A Figura 41 mostra o grafico da equacao de Arrhenius,
Ink versus 1/T. A inclinacdo da reta é definida pela equacgéo Eax R, diante disso

foi possivel calcular a energia de ativacéo, sendo entdo Ea = 103,54 kJ mol.

Tabela 7 — Resultados dos modelos matematicos de ajuste zero, primeira e segunda ordem,
com valores de r e k para o teste de degradacao forcada em hidrdlise neutra do SRL

Hidrélise neutra do SRL

Temperatura (°C) Ordem
Parametros Zero Primeira Segunda
; -0,99763 -0,99889 0,99966
>0 K -3,55900 -0,01669 0,00042
; -0,99384 -0,99519 0,99547
60 K -5,83200 -0,02867 0,00075
; -0,99002 -0,99596 0,99916
70 K -7,26800 -0,03756 0,00104
-0,99650 -0,96909 0,93026
80 '

-37,38500 -0,29904 0,01482
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Figura 41 — Grafico da equacao de Arrhenius - Hidrolise neutra do SRL.

O farmaco SRL mostrou-se extremamente instavel em solu¢éo de acordo
com os resultados apresentados pelos valores de too € Ea. Mesmo com tamanha
instabilidade em solucdo, pode-se fazer uma escala onde o SRL tende a
aumentar a degradacdo quando em solucdo aquosa, comparada a solubilizacao
em metanol. Além disso, a velocidade de degradacdo ainda € aumentada

quando o meio aquoso tem pH mais alto (elevado).
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4.7 Estudos de cinética de degradacdo em meio sélido

A cinética de degradacdo isotérmica foi realizada para avaliar a

estabilidade do farmaco e prever o prazo de validade a 25 °C em estado solido.

As curvas TG Isotérmicas foram realizadas na parte inicial do processo de
degradacéo, nas temperaturas de 180, 182, 184,186 e 188 °C. Foram realizados
os célculos da fracdo de decomposta (o) da amostra do farmaco pelo tempo (t)
em todos os modelos mateméaticos de ajuste para decomposicdo térmica de
sélidos, conforme formulas descritas na tabela 3, e os resultados dos parametros
calculados de coeficiente de regressao linear (r) e da velocidade de degradacgéo

(k), estdo descritos na Tabela 8.

De acordo com os resultados obtidos, podemos observar que o SRL se
degrada segundo o modelo difusional (D) apresentando melhores resultados
para o modelo difusional tridimensional D3, pois neste modelo obteve-se o
melhor valor do coeficiente de regresséo linear em todas as temperaturas
testadas. Este tipo de degradacédo ocorre nos processos em que a nucleacéo é
instantanea e o0 prosseguimento da reagao ocorre por interpenetracdo das
particulas reagentes, que provavelmente é a etapa determinante da velocidade

do processo.

A Figura 42 apresenta o gréafico do grau de converséo (o) pelo tempo dado
em segundos. Pode-se observar que quanto maior a temperatura utilizada no
experimento, mais rapido o SRL comeca a se degradar e posteriormente
podemos observar a desaceleragéo desta degradacdo com o aumento do tempo,
0 que condiz com o modelo de ajuste difusional (D3) que é um modelo cinético

desacelerante.



Tabela 8 — Calculo da cinética em estado sdlido do SRL, valores calculados de r e k

Temperatura Modelos matematicos de ajuste
(C) Parametros A2 A3 A4 B1 R2 R3 D1 D2 D3
180 r 0,7772 0,7296 0,7006 0,5983 0,7656 0,7180 0,9392 0,9418 0,9443
k 0,0001 0,0001 0,0000 0,0004 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
182 r 0,8158 0,7700 0,7418 0,6389 0,8070 0,7611 0,9649 0,9666 0,9682
k 0,0001 0,0001 0,0001 0,0011 0,0001 0,0001 0,0000 0,0000 0,0000
184 r 0,7987 0,7517 0,7229 0,6189 0,7897 0,7426 0,9553 0,9572 0,9590
k 0,0001 0,0001 0,0001 0,0010 0,0001 0,0001 0,0000 0,0000 0,0000
186 r 0,7816 0,7327 0,7030 0,5981 0,7710 0,7222 0,9495 0,9518 0,9540
k 0,0001 0,0001 0,0001 0,0009 0,0001 0,0001 0,0000 0,0000 0,0000
188 r 0,7754 0,7246 0,6939 0,5852 0,7647 0,7139 0,9489 0,9512 0,9534
k 0,0001 0,0001 0,0001 0,0008 0,0001 0,0001 0,0000 0,0000 0,0000
Temperatura Continuacdo — Modelos matematicos de ajuste
C) Parametros D4 FO F1 F2 F3 E1l P2 P3 P4
180 r 0,9427 0,8566 0,8672 0,8773 0,8869 0,5788 0,7656 0,7180 0,6892
k 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0001 0,0004 0,0000 0,0000 0,0000
189 r 0,9671 0,8923 0,9001 0,9076 0,9148 0,6236 0,8070 0,7611 0,7330
k 0,0000 0,0001 0,0001 0,0001 0,0002 0,0010 0,0001 0,0001 0,0001
184 r 0,9578 0,8780 0,8861 0,8939 0,9014 0,6033 0,7897 0,7426 0,7139
k 0,0000 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0009 0,0001 0,0001 0,0001
186 r 0,9525 0,8649 0,8747 0,8840 0,8929 0,5807 0,7710 0,7222 0,6927
k 0,0000 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0008 0,0001 0,0001 0,0001
188 r 0,9519 0,8619 0,8716 0,8810 0,8899 0,5673 0,7647 0,7139 0,6833
k 0,0000 0,0000 0,0001 0,0001 0,0001 0,0007 0,0001 0,0001 0,0001
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Figura 42 — Grafico da fragao decomposta pelo tempo

Para realizagc&o do calculo de energia de ativacao, foi utilizado o logaritmo
natural do tempo em funcéo da reciproca de temperatura (Int (minutos) vs. 1/T
(K1) para construcdo do grafico de Arrhenius utilizando uma perda de massa
fixa de 10% do farmaco. Este tipo de calculo foi realizado pois o0 modelo de ajuste
difusional ndo possui ordem de reac¢éo cinética descrita, necessitando por tanto
a utilizagdo de um método alternativo (COSTA, 2014; SALVIO NETO, 2010;
BROWN, 2001). O calculo da Ea é baseado na equacdo de Arrhenius e é
resultante da multiplicacdo do coeficiente angular da equacao de Arrhenius e a

constante geral dos gases (R).

A Figura 43 apresenta o gréafico obtido com respectivo valor de angulacdo
utilizado no calculo, este valor pode ser utilizado pois os dados apresentaram
uma correlacdo com valor de r = 0,995. O valor da Ea calculado foi de 90,42 kJ

mol-1,

T T T T T |
500 1000 1500 2000

180°C
182°C
184°C
186°C
188°C



84

y = 10876x - 21,534

r=0,9946

25 -

24 )
D 2,3 -
S .
I=

| |
E 220
=
.
2.1 - :
204 ™
1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1
0,00217 0,00218 0,00219 0,00220 0,00221

1T (K"

Figura 43 — Gréfico de Arrhenius construido a partir dos resultados obtidos nas isotermas para
10% de perda de massa do SRL.

Com os dados obtidos a partir do grafico de Arrhenius, considerando o
tempo para perda de massa de 10% do farmaco, foi realizada a extrapolacdo da
reta para a temperatura de 25°C (Figura 44) e calculado o teo. Como se trata de
célculo utilizando os ajustes matematicos para degradacéo de estado sélido, ndo
se pode adotar uma ordem classica de reacdo sendo assim, as equacdes
utilizadas para os célculos de too nas degradacdes em solucédo (item 4.6.2.1) ndo
séo aplicadas e o calculo foi realizado utilizando a equacdo de Arrhenius (Int
(minutos) vs. 1/T (K1), onde Int é o logaritmo do tempo necessario para uma
perda de massa igual a 10% em relacdo a massa inicial. O resultado obtido de
Int a 25°C para perda de 10% do SRL, calculado por extrapolamento, foi de 6

anos, como demonstrado nas equacgoes abaixo:



Int (minutos)
S > o
1 1 1 1

oo
1

0

’

Int (25°C) = 14,9621789
t (25°C) = 3147688,4 minutos

ou seja, too= 6 anos.
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Figura 44 — Grafico de Arrhenius extrapolado para 10% de perda de massa do SRL.
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4.8 Anélise e determinacao de teor nas amostras dos pos liofilizados para

obtencao dos implantes poliméricos biodegradaveis

4.8.1 Analise dos pos liofilizados por CLAE

Para avaliacdo da presenca do farmaco nos pos liofilizados, estes foram
injetados nas mesmas condi¢des cromatograficas otimizadas: coluna C18 (250
X 4.6 mm; 5 um, Varian); fase mével: metanol/agua (80:20); 1,5 mL min; injecdo
20 pL; deteccdo UV com A =278 nm; 50 °C.

A Figura 45 mostra os cromatogramas dos implantes. Como pode ser
observado, o farmaco esta presente em todas as formulacdes dos implantes,
sendo que nos implantes liofilizados preparados com o polimero quitosana e
PCL, nota-se a formac&o de um produto de degradacdo com o mesmo tempo
retencéo (tr = 1,2 minutos) em relagéo aos PD’s formados nos testes de estresse

apos exposicao ao calor, hidrélise neutra e hidrélise basica.

Os espectros na regido do UV, obtidos dos PD’s das amostras dos
implantes obtido com quitosana e PCL (Figuras 46 e 47) sugerem, de acordo
com as Figuras 29, 30 e 31, que o PD de degradacéo formado seria 0 mesmo

encontrado nos testes de estresse do farmaco em solugao.
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Figura 45 — Cromatogramas dos implantes liofilizados.
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Figura 46 — Espectro de UV, obtido com detector de arranjos de diodo (UV-DAD), referente ao
pico PD1 (tr = 1,2 min) da amostra do implante SRL-quitosana.
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Figura 47 — Espectro de UV, obtido com detector de arranjos de diodo (UV-DAD), referente ao
pico PD1 (tr = 1,2 min) da amostra do implante SRL-PCL.
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4.8.2 Determinacdo do teor do farmaco sirolimus nas amostras de poés

liofilizados

Para determinacgdo do teor do farmaco nas amostras de pos liofilizados,
foram preparadas amostras com concentragao final aproximada de 0,05 mg mL-
! do farmaco para cada base polimérica, havendo uma pequena variacédo que foi

considerada nos calculos, e padrdo com concentragdo de 0,01 mg mL™.

Os célculos foram realizados corrigindo-se a éarea padrao para
corresponder a cada amostra e os resultados estdo descritos na tabela 8. Com
os resultados obtidos no calculo de teor, podemos observar que para 0S
implantes confeccionados com quitosana e PCL, o teor do farmaco apresentou-
se em menor quantidade devido a degradacdo do mesmo e formacéo de PD ja
descrito anteriormente. Para o PLGA 50:50 ndo houve a formacéo de PD porém,
a quantidade de teor apresenta-se em menor quantidade quando comparado ao
teor do implante produzido com PLGA 75:25. Na elaboracdo dos implantes
utilizou-se um teor de 25% do farmaco, sendo que no po liofilizado utilizado para
confeccionar o implante com PLGA 75:25, o teor encontrado foi de 24,6%
(Tabela 9), o que atesta a permanéncia quase total do farmaco no implante final

liofilizado.

Nos testes de compatibilidade em estado sélido realizados por DSC e
DRX constatou-se nao haver incompatibilidade entre os polimeros e o SRL. No
entanto, esta degradacdo do farmaco visualizada no ensaio de teor para 0s
implantes confeccionados com Quitosana e PCL pode estar relacionada a
solubilizacdo do SRL associada a presenca dos polimeros PCL ou quitosana, e

temperatura de 50 °C do forno da coluna.

Este resultado indica que o SRL apresenta menor estabilidade em solugéo

na presenca de quitosana e PCL, quando comparado ao polimero PLGA.



Tabela 9 — Célculo de teor do farmaco SRL nos implantes liofilizados
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Area da amostra Area do padréo Teor

Implante
(HV * seq) LV * seg) (%)
Quitosana 2195553 154233632 14,2
PCL 1926769 154233632 12,5
PLGA 50:50 2651639 154233632 17,2
PLGA 75:25 3656716 14872788 24,6
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5 CONCLUSOES

Para os testes de compatibilidade através da técnica de DSC pbde-se
constatar ndo haver incompatibilidades entre os polimeros e o SRL. Na avaliacéo
dos implantes, porém, o pico de fusdo do farmaco nao foi observado, fato que
se atribuiu a amorfizacdo do mesmo apos o processo de fabricacao do implante,
gue apresenta etapas tipicas para obtencédo de p6 amorfo e que se confirmou

nos estudos de DRX.

No teste de estabilidade intrinseca e estudos cinéticos em solucéo, o
farmaco SRL degradou-se apds exposicdo ao calor, hidrélise neutra e hidrolise
bésica. A degradacdo do SRL apresentou cinética de degradacdo de primeira
ordem para exposicdo ao calor, ordem zero para hidrolise basica e segunda
ordem para hidrdlise neutra. Os resultados obtidos mostraram uma Ea de 153,53
kJ mol? e too de 13,1 dias para a degradacédo em calor; Ea de 103,54 kJ mol*t e
too de 4,2 dias em meio neutro (hidrélise neutra); e Ea de 93,64 kJ mol* e too de
1,64 dias para hidrélise basica (pH 13). Este resultado demonstra a baixa
estabilidade do farmaco em solucdo. O farmaco pode ser considerado muito
instavel apos solubilizacéo, e esta instabilidade pode ainda ser agravada diante
da presenca de agua ou pH elevado.

Nos estudos de cinética em estado sélido, o SRL apresentou degradacgéo
segundo o modelo difusional tridimensional D3, com cinética desacelarante, a Ea
calculada foi 90,42 kJ mol* e o teo calculado utilizando uma perda de massa fixa
de 10% da quantidade inicial do farmaco foi de 6 anos, o que pode ser
considerado um bom resultado de estabilidade para um farmaco. Isto demostra

a baixa reatividade do SRL em estado sdlido.

Na andlise de teor dos pos liofilizados para confeccdo dos implantes,
podemos concluir que o PD formado do SRL na presenca de quitosana e PCL é
0 mesmo encontrado nos testes de estresse do farmaco em solugéo. Além disso,
os resultados demonstraram que o SRL apresenta estabilidade reduzida em
solucdo na presenca de quitosana e PCL, quando comparado ao polimero
PLGA.
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Conclui-se através dos resultados obtidos que a formulacédo de implante
polimérico contendo 25 % de SRL com a base polimérica PLGA 75:25 pode ser
empregada, pois o teor do SRL foi mantido e ndo houve degradacdo do mesmo.
Como perspectivas futuras, devem ser realizados estudos de estabilidade e

liberacdo da forma farmacéutica visto que ha amorfizacdo do SRL.
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