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RESUMO

Analise térmica é amplamente utilizada para obter
informacdes sobre interagdes farmaco-polimero e
para realizacdo de estudos de pré-formulacdo de
formas farmacéuticas. O principal objetivo deste
estudo foi desenvolver e caracterizar microparticulas
de PLGA contendo lapachol pela técnica da
emulsificacdo por evaporacdo do solvente e avaliar
as possiveis interacbes farmaco-pélimero utilizando
a calorimetria exploratéria diferencial (DSC),
analise termogravimétrica (ATG) e espectroscopia no
infravermelho (IR). Os resultados mostraram uma
alta eficiéncia de encapsulacdo e as técnicas DSC e
ATG evidenciaram a ocorréncia de interagdes entre o
lapachol e 0 PLGA, as quais foram confirmadas com
a IR. O método desenvolvido das microparticulas pela
técnica da emulsificacéo por evaporacao do solvente foi
adequado para produzir as microparticulas contendo
lapachol.

Palavras-chave: lapachol; microparticulas PLGA; analises
térmica

INTRODUCAO

O lapachol [2-hidroxi-3-(3-metil-2-butenil)-1,4-
naftalenodiona] (Figura 1), ¢ uma naftoquinona encontrada
em diversas espécies vegetais da familia Bignoniaceae,
especialmente aquelas do género Tabebuia (Fonseca et
al., 2004). Possui atividade antimicrobiana contra fungo
¢ bactérias, antiviral, antinflamatoria e antineoplasica,
notadamente sobre o Tumor de Walker 256 e Sarcoma
de Yoshida (Lagrota et al., 1987; Sandoval et al., 1996).
Apresentam-se sob a forma de cristais prismaticos, peso
molecular 242,26 e formula quimica C H O,, ponto de
fusdo 139,5 - 140,2 °C e absor¢ao maxima no UV-VIS entre
251,5 - 331 nm (The Merck Index, 2001).
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Figura 1. Estrutura quimica do lapachol

O desenvolvimento de um sistema de liberacao
controlada do lapachol a partir de um polimero
biodegradavel ¢ uma importante alternativa para a
profilaxia antineoplasica sobre o Tumor de Walker
256 e Sarcoma de Yoshida. O acido poli latico-co-
glicolico (PLGA) ¢ um copolimero do acido latico e do
acido glicolico amplamente utilizado em sistemas de
liberagdo controlada, devido a sua biocompatibilidade e
biodegradabilidade (Rouse et al., 2007; Khorasani et al.,
2008; Silva-Juanior et al., 2008) que, quando hidrolisado,
produzem os respectivos acidos que sdo metabolizados e
reabsorvido pelo organismo, através do metabolismo dos
carboidratos até CO, e H,O (Beiser & Kanat, 1990; Duran
et al., 2006; Motta & Duek, 2006). Dentre os poliésteres
alifaticos comercialmente disponiveis, o PLGA merece
destaque por ser aprovado pelo FDA (Khorasani et al.,
2008) para utilizagao em clinica humana por serem seguros
do ponto de vista toxicologico (Duran et al., 2006), os
quais s@o usados como enxerto cirurgico, implantes e em
varios dispositivos para protese (Chu, 1982; Fredericks
& Melveger, 1984; Zimmerman et al., 1987; Hay et al.,
1988; Langer et al., 1990; lannace et al., 1994; Mainardes
et al., 20006).

Para a obtengdo dos efeitos farmacoldgicos
esperados em sistemas microparticulados, ¢ necessario
estabelecer e caracterizar as possiveis interagcdes farmaco-
polimero, bem como delinear o processo de producdo e
determinar a estabilidade fisica e quimica dos componentes
da formulagdo (Silva-Junior et al., 2008). A analise térmica
pode ser definida como sendo “um grupo de técnicas nas
quais uma propriedade fisica de uma substancia e/ou
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seus produtos de reagdo ¢ medida, enquanto a amostra ¢
submetida a uma programagdo de temperatura” (Bernal
et al.,, 2002; Rodrigues et al., 2005; Medeiros, 2006;
Silva et al., 2007; Rodrigues et al., 2008). As técnicas
termoanaliticas apresentam inumeras vantagens nos estudos
de interacdo entre principio ativo e excipientes (Mainardes
et al., 2006; Pereira et al., 2007), estudo de cinética de
degradacgao e estabilidade de formas farmacéuticas (Bazzo
& Silva, 2005; Alencar et al., 2006), contribuindo como
uma valiosa ferramenta utilizada no controle de qualidade
e desenvolvimento de novas formas farmacéuticas
(Macedo et al., 1997; Mainardes et al., 2006). Embora
ndo substituam os estudos convencionais, essas técnicas
mostram-se extremamente Uteis em estudo de estabilidade,
possibilitando a escolha das formulagdes mais estaveis
com extrema rapidez, fator desejavel para microparticulas
poliméricas de PLGA (Vecchio et al., 2001; Rodante et al.,
2002; Sousa et al., 2002; Bazzo & Silva, 2005).

Sob esta perspectiva, o estudo termoanalitico das
microparticulas de PLGA contendo lapachol foi realizado
com objetivo de determinar possiveis interagdes do
polimero com o lapachol, através das técnicas de analise
termogravimétrica (ATG), calorimetria exploratoria
diferencial (DSC) e espectroscopia na regido do
infravermelho.

MATERIAL E METODOS
Material

Lapachol (Lafepe, Brazil); Copolimero do acido
poli latico-co-glicolico - PLGA (Boehringer Ingelheim,
Alemanha); Diclorometano (Merck, Alemanha); Alcool
polivinico (PVA); Agua purificada Milli-Q®.

Meétodos

Preparacéo das microparticulas de PLGA contendo lapa-
chol

O lapachol (50 mg) e o polimero PLGA (250
mg) foram dissolvidos na fase orgénica (diclorometano
— 25 mL) e emulsionadas durante cinco minutos a 8000
rpm em tampao fosfato-acido citrico-acido fosforico pH
5,0 contendo alcool polivinilico (PVA) como estabilizante
da emulsdo. Apos a emulsificagdo, a mistura foi mantida
sob agitacdo de 400 rpm durante cinco horas para a
evaporagdo do solvente sob exaustdo em capela escura.
Apos este periodo, a suspensdo foi centrifugada a 2000
rpm durante um minuto, o sobrenadante foi descartado
e o residuo resuspenso em agua, este procedimento foi
realizado em duplicata. Esta tltima suspensao foi filtrada
com membrana de 0,45 pm a vacuo e o residuo deixado
em dessecador por 24 horas. Em seguida, o residuo
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foi removido da membrana e triturado em gral com
pistilo, resultando em pd fino microparticulado que foi
armazenado em frascos de vidro bem fechados e deixados
a temperatura ambiente ao abrigo da luz.

Eficiéncia de encapsulacéo (EE)

Amostrasde 10 mgde microparticulas analiticamente
pesadas foram dissolvidas em 2 mL de diclorometano
e diluida em metanol para baldo volumétrico de 10 mL.
O conteudo foi transferido para tubo de ensaio fechado e
centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos. Posteriormente,
uma aliquota de 1 mL do sobrenadante foi tomada e diluida
em metanol para 10 mL em baldo volumétrico. As amostras
foram analisadas em um sistema de cromatografia liquida
de alta eficiéncia HP-Série 1100 (Hewlet Packard), munido
de degaseificador, bomba quartendria, injetor manual
com loop de 20 pL, coluna cromatografica Lichrosorb
RP-18 250x4 mm (Merck), detector UV e integrador HP
3395. A fase movel foi constituida de uma mistura binaria
metanol:acido acético 5% (80:20), com fluxo de 1 mL/min.
A porcentagem de encapsulagdo foi calculada conforme
equagao abaixo:

EE = massa de lapachol presente na microparticula/massa
teorica de lapachol x 100

Andlise termogravimétrica (ATG)

As curvas ATG das amostras (lapachol, PLGA,
mistura fisica 1:5 lapachol/PLGA e microparticulas de
PLGA contendo lapachol) foram obtidas através de termo
balangas modelo Shimadzu TGA-50H, sob fluxo de ar
sintético de 20 mL min™' e razdo de aquecimento de 10; 12,5;
15 € 20 °C min™, até 400 °C em cadinho de alumina e massa
de amostra em torno de 4,0 — 4,5 mg. Antes dos ensaios
foi verificada a calibragdo do equipamento empregando
uma amostra padrao oxalato de calcio monoidratado sob as
mesmas condi¢des experimentais.

Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As curvas DSC das amostras (lapachol, PLGA,
mistura fisica 1:5 lapachol/PLGA e microparticulas de
PLGA contendo lapachol) foram obtidas através da célula
DSC-50 Shimadzu em atmosfera dinamica de nitrogénio
com fluxo de 50 mL min™'; razdo de aquecimento 10 °C min™',
até 400 °C. As amostras, em torno de 2 mg, foram colocadas
em células de aluminio hermeticamente fechada, calibrada
com padrdes de indio (T, , =156,6 +0,2 °C) e zinco (T, , =
419,5 + 0,3 °C) metalicos com pureza de 99,99 %. O fluxo
de calor e a entalpia foram calibrados empregando-se o
AH_ _ do indio metalico (28,58 + 0,3 J g') nas mesmas

fusao

condi¢des das amostras.
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Espectroscopia no infravermelho (IR)

Os espectros de IR das amostras (lapachol, PLGA
e microparticulas de PLGA contendo lapachol) foram
realizados com o auxilio de um aparelho Bruker IFS66
FTIR, utilizando pastilhas de KBr e suas absor¢des
expressas em cm,

RESULTADOS

A concentracdo de lapachol encapsulado nas
microparticulas de PLGA determinada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia foi de 91,72 % + 0,79 (n=3), o

D3
mimg

que correspondeu a uma concentragdo nominal de 45,86
mg de lapachol. Os resultados foram obtidos a partir da
comparagdo dos dados com a curva de calibragdo (0,01-
1000 pg mL! e r* = 0,99989). O método foi previamente
validado de acordo com Fonseca et al. (2004).

As Figuras 2 e 3 mostram, respectivamente as
curvas DSC e ATG das microparticulas de PLGA contendo
o lapachol, bem como dos seus componentes individuais
e sua respectiva mistura fisica. J& o espectro de absorcao
no IR das microparticulas de PLGA contendo lapachol
¢ apresentado na Figura 4, cujo objetivo foi confirmar,
através da transformada de Fourrier, possiveis interagdes
entre o lapachol e o PLGA.

Microparticula PLGA com lapachol
T Mistura fisica
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Figura 2. Curvas DSC das microparticulas de PLGA contendo lapachol,
PLGA, lapachol e mistura fisica lapachol/PLGA.
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Figura 3. Curvas ATG das microparticulas de PLGA contendo lapachol,
PLGA, lapachol e mistura fisica lapachol/PLGA.
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Figura 4. Espectro de absor¢ao na regido infravermelho (IR) das mi-
croparticulas de PLGA contendo lapachol, lapachol ¢ PLGA isolado

DISCUSSAO

As técnicas termoanaliticas possuem grande
importancia no ambito farmacéutico devido a grande
variedade de aplicagdes, as quais podem ser utilizadas tanto
no controle da matéria-prima, quanto do produto acabado,
possuindo potencial de emprego no desenvolvimento ¢ na
caracterizagdo de novas formas farmacéuticas, como ¢é o
caso das microparticulas de PLGA (Rodrigues et al., 2005;
Silva et al., 2007).

As curvas de aquecimento de Le Chatelier
acompanham a variagdo na temperatura de uma amostra
em fungdo do tempo, quando a mesma ¢ aquecida. Caso
ndo ocorra nenhum fendmeno fisico ou quimico com a
amostra observa-se uma reta para a variagao de temperatura
em relag@o ao tempo, havendo liberagdo de calor, processo
exotérmico, verifica-se um aumento na temperatura durante
0 processo, representanda por uma inflexdo no perfil
temperatura — tempo. Ja no processo endotérmico, com
absorgao de calor, observa-se a diminuigao na temperatura
da amostra e a inflexdo na curva pode ser representado por
um pico para baixo (Bernal et al., 2002).

Na curva DSC (Figura 2) pode-se observar um
evento endotérmico a 141,24 °C, correspondente a
fusdo do lapachol, fato que esta em concordancia com a
literatura (Macedo & Nascimento, 2001) que relatou em
seu estudo sobre caracterizagdo térmica do lapachol um
valor de ponto de fusdo de 141,7 °C e um calor de fusdao
de 132,58 J g, com pureza de 98,6 %. Este resultado
demonstra que possivelmente o lapachol esteja presente
no estado cristalino na matriz polimérica, fato que ¢
considerado comum em sistemas microparticulados obtidos
por emulsificagdo, os quais sao visualizados nas curvas de
DSC, onde foi possivel distinguir o lapachol isolado e sua
mistura com o polimero.

A curva DSC da Figura 2 mostra, também,
o termograma para o PLGA puro onde se observam
dois eventos térmicos. A transicdo vitrea que ocorreu
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entre 45,5-52,4 °C (Rouse et al., 2007) e a degradacao
endotérmica que ocorreu em uma unica etapa no intervalo
de 309,2-381 °C com um AH = 550,6 Jg' e uma perda de
peso de 90,1%, fatos estes que estdo em concordancia com
Silva-Junior et al. (2008).

As interagdes fisico-quimicas entre droga e
polimero foram estudadas com o objetivo de predizer o
comportamento térmico das microparticulasbiodegradaveis.
Assim, uma mistura fisica de droga e polimero (1:5) com
proporgdes idénticas aos das microparticulas contendo
lapachol foram analisados por DSC e ATG. A transicao
vitrea do PLGA ocorreu entre 45,5-52,4 °C, seguido de um
evento endotérmico no intervalo de 99-140 °C, devido a
uma possivel desidratacdo do lapachol presente na amostra
(Silva-Janior et al., 2008).

A fusdo caracteriza-se por ser um fendmeno
fisico, o qual pode ser detectado através das curvas DSC
ou ATD (Analise Térmica Diferencial), apresentando-se
como um evento endotérmico (Clas et al., 1999; Bazzo
& Silva, 2005). Foi observado um evento adicional nas
microparticulas de PLGA contendo o lapachol, pois
houve uma pequena diminui¢do da temperatura de fusdo
do lapachol, bem como alteragao na forma do pico. Estas
pequenas alteracdes estdo relacionadas a presenca dos
componentes da formulagdo, as quais indicam o estado de
organizagdo do firmaco no sistema polimérico, que neste
caso, dependeram, principalmente, do método de obtencao
escolhido (emulsificacdo por evaporacao do solvente), o
que foi caracterizado como interacdes e confirmadas pelo
espectro de absor¢ao no infravermelho.

A curva ATG (Figura 3) mostra que houve
modificagdo do perfil térmico das amostras estudadas, sendo
que o lapachol apresentou comportamento térmico diferente
das amostras PLGA, mistura fisica 1:5 lapachol/PLGA e
da microparticula contendo o lapachol. A decomposicao
inicial do lapachol foi em 185 °C e este resultado estd em
concordancia com a literatura (Macedo & Nascimento,
2001). Observa-se, também, que ndo ocorreu alteragao do
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perfil de degradacdo térmica entre a mistura fisica lapachol/
PLGA e o sistema microparticulado contendo lapachol, no
entanto foi observada uma diferenca de intensidade do
perfil de degradacdo térmica de ambas amostras. Além
disso, observa-se que o processo de decomposigdo térmica
das microparticulas de PLGA contendo lapachol inicia-se
na mesma temperatura que o lapachol isolado, os quais
apresentam trés estagios térmicos de decomposi¢do em
torno de 200, 240 e 300 °C.

Modificagdes quanto a cristalinidade dos farmacos
podem ser caracterizadas por DSC através de alteragdes
significativas nas temperaturas e valores de entalpia
referentes aos eventos, alteragdes na area e formas dos
picos, bem como pelo aparecimento de novos eventos.
Estas observagdes podem sugerir a ocorréncia de alteragdes
na cristalinidade, porém devem ser comprovadas com o
auxilio de técnicas adicionais, a exemplo de difratometria
de raios-X ou espectroscopia de absor¢do na regido do
infravermelho (Lin et al., 1994; Bazzo & Silva, 2005).

O espectro de absor¢do no IR das amostras
analisadas ¢ apresentado na Figura 4, cujo objetivo foi
complementar a analise térmica e verificar, através da
transformada de Fourrier, possiveis interagdes entre o
lapachol e o PLGA. As analises dos espectros indicaram
que os grupos funcionais da superficie das microparticulas
tém as mesmas caracteristicas quimicas do PLGA e do
lapachol isoladamente, porém observa-se a ocorréncia de
formagdo de pontes de hidrogénio entre a hidroxila ou
0 oxigénio quindnico do lapachol com os grupamentos
carboxila do polimero, como verificado pela exacerbagao
do pico correspondente a 1750 cm™ ¢ 1150 cm™ e pela
redugdo do pico da hidroxila do lapachol em 3300 cm'.
Observa-se, também, que no espectro do PLGA ¢ possivel
identificar a banda de absorgdo caracteristica em 1750 cm™,
o que segundo Silva-Junior et al., (2008) esta relacionado
ao grupamento ester existente na sua molécula, ¢ uma
banda de absor¢dao em 2997-2965 cm™! que segundo Motta
& Duek (2006) esta relacionado aos radicais CH, e CH,,
fatos confirmados por Porjazoska et al., (2004).

A manuteng¢ao das propriedades fisico-quimicas dos
excipientes farmacéuticos ap6s o processo de producdo
da forma farmacéutica ¢ de fundamental importancia para
assegurar a atividade bioldgica do farmaco (Lopes et al.,
20006; Silva-Junior et al., 2008). As técnicas termoanaliticas
empregadas no presente estudo fornecem pardmetros acerca
do desenvolvimento e caracterizagdo das microparticulas de
PLGA contendo lapachol que sdo de extrema importancia
na identificagdo e controle de qualidade de farmacos em
geral, sendo portanto um tema relevante para a tecnologia
farmacéutica. A calorimetria exploratoria diferencial
permitiu identificar o lapachol através de sua faixa e entalpia
de fusdo, fornecendo ainda dados quantitativos sobre
sua pureza. Os resultados de DSC e ATG evidenciaram
a ocorréncia de interagdes entre o lapachol ¢ o PLGA,
as quais foram confirmadas com a espectroscopia de
absor¢ao no infravermelho, no entanto as referidas técnicas
confirmaram a presenga do farmaco no polimero, ¢ que

o processo utilizado mantém a integridade estrutural do
lapachol, mostrando que o método de desenvolvimento
pela técnica da emulsificagdo foi adequado para produzir
as referidas microparticulas, além do estabelecimento da
relag¢@o entre o comportamento térmico das microparticulas
e do lapachol.

ABSTRACT

Application of thermal analysis to the development and
characterization of PLGA microparticles containing
lapachol

Thermal analysis has been extensively used to obtain
information about drug-polymer interactions and to
perform pre-formulation studies of pharmaceutical
dosage forms. The aim of this study was to develop
and characterize lapachol/PLGA microparticles
prepared by the technique of emulsification by
solvent evaporation and to analyze the drug—polymer
interaction by differential scanning calorimetry
(DSC), thermogravimetric analysis (TGA) and
infrared spectroscopy (IR). The results showed that
the encapsulation was highly efficient and the thermal
analysis (DSC and TGA) showed evidence of interaction
between lapachol and PLGA, which was confirmed by
analysis of the IR data. We found that the method of
emulsification by solvent evaporation was safe and
successful in producing lapachol PLGA microparticles.
Keywords: lapachol; microparticles PLGA; thermal
analysis
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