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REsSumMO

A goma gelana e a pectina sao polissacarideos naturais que encontram diversas aplicacte
na area farmacéutica devido as suas caracteristicas de biocompatibilidade, biodegradabilidade
mucoadesividade. Além disso, ambos podem formar hidrogéis capazes de controlar a liberacdo de
farmacos. A geleificacao ionotrépica é uma técnica simples, que nao utiliza solventes organicos
toxicos e com possibilidade de producdo em escala industrial. O objetivo do presente trabalho foi
a obtencdo e a caracterizacdo de microesferas de goma gelana e pectina através da geleificag:
ionotrépica com fons Al para a liberacdo controlada de farmacos. Dispersdes aquosas de
misturas de gelana:pectina (1.1 e 4:1), em diferentes concentracoes (2 e 4%), contendo
cetoprofeno (0,5 ou 1%) como farmaco modelo foram obtidas pelo método de geleificacdo
ionotrépica com cation Al (3% e 5%). As microesferas apresentaram forma esférica, com
circularidade entre 0,730 e 0,849, e diametro médio entre 728,9 e 9?4,3 analise de
morfologia de superficie revelou microesferas com superficie irregular e estrutura interna
homogénea e pouco porosa. A técnica de obtengdo se mostrou eficiente para o preparo da
microesferas, com rendimento maximo de 92,76% e a maxima eficiéncia de encapsulacéo foi de
88,78%. As andlises térmicas evidenciaram a presenca de farmaco nas particulas, e comprovarat
que as condi¢cdes brandas utilizada na metodologia evitam a degradacdo dos componentes d
sistema. Os dados de FTIR demonstraram a auséncia de ligacdes quimicas entre farmaco
polimero. O método de quantificacdo do farmaco mostrou-se seletivo, linear, preciso e exato. Os
estudos de mucoadesédo revelaram a elevada capacidade mucoadesiva das microesferas, e
processo de adsorcdo da mucina seguiu o modelo de Freundlich. A capacidade de absorcéao d
liquidos determinada em dispositivo de Enslin adaptado evidenciou a grande capacidade de
intumescimento das particulas, com comportamento pH independente. Ja a avaliagdo do
intumescimento e da erosdo por método gravimétrico foi capaz de evidenciar o comportamento
pH dependente, sendo que em pH 1,2 houve predominio da erosdo e em pH 7,4 predominou c
intumescimento. O processo de liberacdo do farmaco apresentou comportamento pH dependente
com baixas taxas de liberacdo em pH acido e aceleracéo da liberacdo com a passagem para o p
7,4. O modelo de Korsmeyer — Peppas, o qual apresentou melhor correlacdo com os dados
indicou que a liberacdo do farmaco obedeceu ao transporte super caso Il. Foi possivel obter, de

maneira eficiente, microesferas capazes de controlar a liberagéo do cetoprofeno.

PALAVRAS -CHAVE : microesferas, goma gelana, pectina, geleificacdo ionotropica, liberacao

controlada.



ABSTRACT

Gellan gum and pectin are natural polysaccharides that find several applications in
pharmaceutical field due to their biocompatibility, biodegradability and mucoadhesive
characteristics. Besides, both can form hydrogels capable of controlling drug release. lonotropic
gelation is a simple technique, which does not use organic solvents, and have the possibility of
industrial scale production. The aim of the present work was the preparation and characterization
of gellan gum and pectin microspheres obtained by ionotropic gelation technique ithnal
for drug controlled release. Aqueous dispersions of gellan gum:pectin mixtures (1:1; 4:1) at
different concentrations (2 and 4%) containing ketoprofen (0.5 or 1.0%) were prepared and
microspheres were obtained via ionotropic gelation method by dropping the dispersions into a
solution of AF* (3% or 5%). Microspheres were spherical in shape, with circular degree between
0.730and 0.849 and size range of 728.9 — 924rb The Scanning Electron Microscopy analysis
showed irregular surfaces and homogeneous and little porous internal structure. The technique
proved to be efficient for obtaining microspheres, with maximum percentage yield of 92.76% and
maximum entrapment efficiency of 88.78%. Thermal analyses showed the presence of drug inside
the particles, and evidenced that the mild conditions employed in this methodology prevent the
degradation of components of the system. Fourier transform infrared spectroscopy data
demonstrated the absence of chemical interactions between drug-polymer. The
spectrophotometric method for ketoprofen quantification was specific, linear, precise and
accurate. Mucoadhesion evaluation revealed the high mucoadhesive capacity of microspheres, anc
mucin adsorption followed the Freundlich model. The liquid uptake assessment using Enslin
device showed the high uptake capacity of the particles, with pH-independent behavior. The
evaluation of swelling and erosion by gravimetric method was able to evidence the pH-dependent
behavior of these parameters, showing that in pH 1.2 there was predominance of erosion, and in
pH 7.4 the swelling predominated. The drug release was pH-dependent, with low rates in acid
media and high rates in pH 7.4. The Korsmeyer — Peppas model, that best fitted the data, indicatec
that drug release followed super case Il transport. It was possible to obtain, efficiently,
microspheres able to control the release of ketoprofen.

KEYWORDS: microspheres, gellan gum, pectin, ionotropic gelation, controlled release.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1- Classificag@o das microparticulas quanto a estrutura (adaptado de S4LMRGO3)). ........... 22
Figura 2 — Representacdo esquematica para a reagao de reticulacdo que ocorre durante a obtencéo de
microparticulas pelo método da geleificago I0NOrOPICA. .....ceeeeeiiiiiiiiiiieie et e e e 27

Figura 3 — Estrutura da goma gelana deacilada com indicagé@o dos sitios de ligagdo dos grupamentos acetil

e gliceril da forma nativa (adaptado de MORRER. (2012)). .....cccviiiiiiiieee e 30
Figura 4 — Mudancas na conformacéo das cadeias da goma gelana durante sua gelificacéo (adaptado de
MIYOSHI €1 Al (1995)). ...eeeeeiiitiiee ettt ettt et ekt e e e ek e e e e ekt e e e e e asbb e e e e e e bbbt e e e enbe e e e e e annneeeeeannnes 31
Figura 5 — Estrutura esquematica dos dominios da pectina (adaptado de TARZIA (2010)).......cccvveerriuvnnnnn. 32

Figura 6 — Possiveis disposi¢cdes dos dominios da pectina para formagéo da macromolécula. A) modelo em
que regibes lisas e ramificadas se alternam e B) modelo proposto por Vincken e co-autores, em que
dominios de HG séo cadeias laterais de RG-I (adaptado de SGH@L$2009)). ........ovvvvvrvvrvrrvrerrennnnnns 34
Figura 7 — Estrutura quimica do CEtOPrOfENO. ..........vviiiiiiiiiii 35
Figura 8 — Representacdo esquematica do processo de obtencao de microesferas de goma gelana e pectin
através do método de geleificag@o IONOrOPICA. .........cceeeeiiiiiiiii 40
Figura 9 — Dispositivo de Enslin adaptado para determinac¢édo da capacidade de absorcéo de liquidos. ...... 4
Figura 10 — Esquema das diferentes morfologias das particulas apds o gotejamento. A) Particulas esféricas
da amostra 11H1-3; B) Particulas deformadas — 1% (m/v) de concentracdo polimérica e C) Particulas com
(or=18[o F- Rl o] o] o To) (o= To N e [=1 = T g F= W 0 1= Tox 1] F= Ut 0 SRR 5!
Figura 11 — Microesferas ap0s o processo de obtencédo por geleificagéo ionotropica. A) amostra 11H1-3 e
B) @MOSIA L1HO-3. ..o eeeiiiiiiiiii ettt ettt e e e et e et e e e e e e e e et e e e e e e e e e et e e e e e n e r e e e e e e e e aann 52
Figura 12 — Distribui¢céo de tamanho de particula para as microesferas de gelana:pectina .......................... 5!
Figura 13 — Fotomicrografia evidenciando a superficie irregular caracteristica das particulas (amostra
11L0,5-3; aumentoS de 100 € B00X). ..eeeeeeeeeeeeeeeeee e e e ee e e e e e e e e e et et e et ettt e et e e e e et e ettt e e et ettt e et ee et ee et ereeereaeeeeeaeenees 57
Figura 14 — Fotomicrografias de microesferas de gelana:pectina na proporcéo 1:1 e 2% de concentragao
[oXo] [T g T=TqTor= W €= U0 T =T L (o T =0t 00 PSRRI 58
Figura 15 — Fotomicrografias de microesferas de gelana:pectina na proporcédo 1:1 e 4% de concentragéo
[Xo] [T g T=Tor= W €= U0 T =T L (o T =0t 00 PSSR SPR 58
Figura 16 — Fotomicrografias de microesferas de gelana:pectina na proporcao 4:1 e 2% de concentracao
[oTo 1 ITaaT=T o= €= U0 [ g 1= 1€ T [0 00D TR 59
Figura 17 — Fotomicrografias de microesferas de gelana:pectina na proporcao 4:1 e 4% de concentracao
Lol ITaa L= o= €= U0 [ g 1= 1€ T [0 00D TR 59
Figura 18 — Fotomicrografias evidenciando o interior de microesferas A) com farmaco e B) sem farmaco
(AUMENLOS AE 100 € LO00DX). ..uuvvuurrunnnnnnnnun e s s e s s s e s s s e e s s s e e s e e e e s e s e s e s e e e s e aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaeaaeeeeeeeeeeeeeeeeees 6(
Figura 19 — Espectros de absor¢éo na regido do ultravioleta de cetoprofeno em A) HCI 0,1 N, pH 1,2 com

0,75% de laurilsulfato de sédio; B) tampao fosfato pH 6,0 e C) tampéo fosfato pH 7,4. ............ccoooeei 63



Figura 20 — Espectro de absorc&o na regido do UV de misturas de gelana e pectina em A) HCI 0,1 N, pH

1,2 com 0,75% de laurilsulfato de sddio; B) tampéao fosfato pH 6,0 e C) tampao fosfato pH 7,4. ............... 64

Figura 21 — Curvas analiticas da absorbancia em funcao da concentracéo de cetoprofeno em A) HCI 0,1 N

com 0,75% de tensoativo — pH 1,2; B) tampéo fosfato pH 6,0 e C) tampé&o fosfato pH 7,4........................ 65
Figura 22 — Curvas DSC obtidas para o cetoprofeno, a goma gelana e a pectina. ...........cccoeecvvvvvreeeeeeennnnnnnns 6
Figura 23 - Curvas DSC de microesferas de gelana:pecting. ...........uuvvviiieeiiiiiiiiiiieieee e 7(
Figura 24 — Curvas TG/DTG dO CEIOPIOFENO. .....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii s a e e e e e e e e e e e e aeaaaeas 71
Figura 25 — Curvas TG/DTG das microesferas de gelana:pectina. ..............eeevvvviieirieriiiniiiiniiniirirnerenn.. 72

Figura 26 — Espectros obtidos por FTIR. (1) comparacao entre as amostras 11L0-3 e 11L0,5-3 e (2)

comparacao entre as amostras 41L0-3 € 41L0,5-3. ..o ——————————————— 7:
Figura 27 — Bandas caracteristicas do CEtOPrOfEN0. .........uuuiiiviiiiiiiiiiii e 7"
Figura 28 — Relacao entre concentracdo de polimeros e circularidade das microesferas...........ccccecvvvvnnnnnns 7

Figura 29 — Relacao entre a concentracéo de cetoprofeno e a eficiéncia de encapsulacdo das microesferas.

....................................................................................................................................................................... 78
Figura 30 — Concentracdo de mucina adsorvida Nas MIiCroESIeras. ........uuvvvviiiiviiieeiiiiiiiieiiievireeereereeee . 7
Figura 31 — Isotermas de adsorcao da mucina nas diferentes microesferas avaliadas. .............ccccccceeeeernnnnns 8
Figura 32 — Adsorgéo da mucina segundo os modelos tedricos de Langmuir e Freundlich. ........................ 81
Figura 33 — Isotermas de adsorcéao de Freundlich para mucina adsorvida nas diferentes microesferas........ 8
Figura 34 — Intumescimento das microesferas 11H1-3, 11H1-5, 41H1-3 e 41H1-5.....cccciiiiiiiiiiiiiiie, 84
Figura 35 — Eroséo (%) das microesferas apds exposi¢édo aos meios HCI 0,1N pH1,2 e tampé&o fosfato pH

A LT L= D o e SRR SOPPRERRR 85

Figura 36 — Comportamento de erosdo e intumescimento das microesferas ap0s exposicdo aos meios com
IfErentes ValoreS dE PH. ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e s e e e e e e e a e 86
Figura 37 — Perfis de liberacdo do CP a partir das microesferas em meios com diferentes valores de pH

(entre 0 — 120 min em pH 1,2 e entre 120 — 360 MiN €M PH 7,4). ...uuiiiiiiiiiiiiiises s 87



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Nomenclatura e composi¢édo das microesferas obtidas pela técnica de geleificacao ionotropica,
patir dos polimeros goma gelana e pectina, em solucao reticulante de cloreto de aluminio utilizando
cetoprofeno comOo fArMACO MOUEIO. .......uiiiiiieei e e e e e e e e e s s st e e e e e e e e e e nnnsereeeeaeas 41

Tabela 2 — Circularidade, diametro do circulo equivalente e indice Span das microesferas de goma

gelana:pectina (MEIA £ DP). ...ttt e e e e e e ekt e e e e e e e bt e e e e e enbb e e e e e anbneeeeennes 53
Tabela 3 — Rendimento (%) do processo de obtengao de MICroesferas. .........ccvvvvveeiiiiiiiiiiiiieie e 6
Tabela 4 — Valores de Eficiéncia de Encapsulagéo (EE%) das microesferas (média = DP)...........ccccveveeee... 61
Tabela 5 — Dados das curvas analiticas obtidas nos diferentes Meios. ............eeuvveeeeviiiiiiiiieeeee e 6
Tabela 6 — Resultados obtidos para o teste de repetibilidade. .............ooevieiiiiiiiii s 6
Tabela 7 — Resultados obtidos para o teste de precisdo intermediaria. ............ccccooeeeeee e 6
Tabela 8 — Resultados obtidos para 0 teste de eXatida0. ..........uuuuuuiiiuiiirr e 6
Tabela 9 — Dados das curvas analiticas obtidas nos diferentes Meios. ............eeeeeveeeiiiiiiiiiiiieiee e 6

Tabela 10 — Resultados de % de liquido absorvido pelas microesferas nos diferentes meios analisados (HC
0,1N pH 1,2; tampéo fosfato pH 7,4 e pH 6,0) em t=90 min (MédiatDP). ..., 76
Tabela 11 — Parametros do modelo da isoterma de Freundlich obtidos a partir da regresséao linear das

(oI 0TV z= 10 [T [ To T =3 Lo [ P 81
Tabela 12 — Solubilidade (mg/mL) do cetoprofeno em diferentes meios. ...........ccccceeiiiiiieveceeeee, 83
Tabela 13 — Valores dos coeficientes dos diferentes modelos matemaéticos nos diferentes=meios (r

(oo L= {Toil=T g1 (=R o (=l 0 (=] (=T 0T = Vox= To ) AR 8¢



AINE
ANOVA
ANVISA
C

Co

COX
CP

Ccv

D1o

Dso

Doo

Dha

DP
DSC
EE%
FTIR
HG

Kdo
LD
LQ
MEV
pH
pKa
Qt
Qq

RG-I
RG-II
TGA
TGl
uv
UV-Vis
XG

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Anti-inflamatdrio ndo esteroidal

Andlise de variancia

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Concentracdo média determinada experimentalmente
Concentracgao teorica

Ciclo-oxigenase

Cetoprofeno

Coeficiente de variagao

Diametro em m determinado para o percentil 10
Diametro em m determinado para o percentil 50
Diametro em m determinado para o percentil 90
Acido 3-deoxi-D-lixo-heptulosérico

Desvio padréao

Calorimetria exploratéria diferencial

Eficiéncia de encapsulacdo em porcentagem
Espectrometria no infravermelho por transformacdes de Fourier
Homogalacturonana

Coeficiente angular da curva analitica

Acido 2-ceto-3-deoxi-D-manooctulosdnico
Limite de deteccao

Limite de quantificacao

Microscopia eletronica de varredura

Potencial hidrogenibnico

Constante de dissociacdo acida

Quantidade total de farmaco adicionada
Quantidade quantificada de farmaco
Coeficiente de correlacéo linear

Coeficiente de determinacéo
Ramnogalacturonana |

Ramnogalacturonana Il

Termogravimetria

Trato gastrintestinal

Ultravioleta

Ultravioleta — visivel

Xilogalacturonana



SUMARIO

1 INETOTUGAOD ... ..ot 16
2  FUNdamentagao tEONICA. ..........cccouuevieeiieeieee e 20
2.1 Viaoral e liberacao controlada de farmacOsS..........cccccvveeiiiiiec i 20
2.2 Microparticulas POIMENICAS........cceeiieiie et ae e e saeesnne s 21
2.2.1  SIStEMASs MUCOAUESIVAOS. ......cocueeiiiiiiiieiiieiteeie ettt este e eseesreenbeeneeeneeanes 23
2.2.1.1 Mecanismo de muCOadeSE0: TEONAS. ........ccoueriueeriieaieeeieeeieeiee e e seeesaee e snee e 23
2.2.2  Técnicas de MICrOENCAPSUIAGED. .........cueirrieriiiieieie ettt 25
2.3 Polissacarideos empregados na obtencéo de microparticulas..........ccccccevvvevvernannnnn 28
2.3.1  EStudos dO grupo d€ PESGUISA.....ccuieiuieeieeiiieeiiieeiee e e siee e e aeeesieeaeee e esneeaeeesneeenes 28
PR T € To 0 0 F= o =] = o - TSRS URSRUSR 29
P2 TR T o = 0! 1 - SRR SURRRTRR 32
P O] (0] o] 0] (=] o [0 SRS 34
3 OBJBLIVOS. ... 37
4 MateriaiS € METOUOS..........ccoiuiieicic e 39
4.1  PrinCipaiS Mat@riaS-PriMaS.......ccueiiuiiieiieiieieeiesteeseese e sreestee e e e aseesseesseesseaseeaneesseesseansens 39
4.2 PrinCipaiS EQUIPAMENTOS.......cciiiiiieiiie ettt e ettt esteeeste e e ae e st e e teessaeestaeetaessaeesssesseessseessseanseeas 39
4.3  Obtencao das MICIOESTELAS. .......ccviiiieiie ettt sree e sreeannas 40
4.4  Caracterizacao das MICIOESTEIAS..........ccivieiieeiie ettt 41
4.4.1  Analise de tamanho e forma das particulas.........c.cccccoovvieveeiie i 41
4.4.2  Analise de morfologia de superficie e estrutura interna..............ccceeeveeeveeenenen. 42
e B S (= 1o 110 01T o] (o SRS 42
4.4.4  Avaliacao da eficiéncia de encapSUulaGan...........c.ccvvveveeiieeiie e 42

4.4.4.1 Validacdo de metodologia analitica para quantificagdo do cetoprofeno por

espectrofotometria na regiao do ultravioleta.............cccooeeii e 43

4.4.4.1.1 Determinacdo do comprimento de onda de maxima absorcao do cetoprofeno

Na regido dO UITAVIOIETA. ...........ccuieiie et 43



4.4.4.1.2 Especificidade / Seletividade...............ccoeeiiiiiiiiiiiiece e 43
4.4.4.1.3 LINECAMNUAUR.......cui ittt 43
A4 14 PrECISAO......ueiueeeeitiitt etttk ettt bbbt bttt b ettt 44
44405 EXAUAGEO........ciiiiiiiieiiieee et 44
4.4.4.1.6 Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacao..............ccccevvvevvveiieiiieecnnenn, 44
445 ANAIISES TEIMICAS. ... i tiiteeieiie ittt ettt et et ettt b e et et e sbeereeseeneeneeareaneaneas 44
T T R I 1| O PO TR 45
T 1 €7 D N I TS 45
4.4.6  Espectroscopia de absorgéo na regiao do infravermelha............ccccoooeiienne 45
4.4.7  Determinacdo da capacidade de absorgéo de liquidas.........cc.ccooveveiricienennen, 45
4.5 Selecdo de amostras para estudos de mucoadeséo e diSSOIUGAQ............ccccverurenene 46
4.6  Estudo da mucoadesividade das MiCroESTEIAS...........cccceiiriiiiiiiiiieieeeee e 46
4.6.1 Isotermas de adSOrca0 da MUCINA..........cc.eeiiiiirieiieeiie e eieesee e sre et ereesree s 47
4.7 Estudo da liberac8o do fArMAaCO...........coveiiiiiiie e 48
4.7.1  Avaliacao da solubilidade do cetoprofeno............cccoeveeiiiiiiccie e 48
4.7.2  Avaliacdo do intumesCimentO € ErOSAQ...........ccveeiuieiiieeiie e sre e 48
4.7.3  Determinacao do perfil de liberacao in vitro do cetoprofena..............c.cccueen..e. 49
4.7.4  Analise dos mecanismos de liberacdo do farmacaQ..............ccccccvevvveiie e cieecinnnn 49
4.8 Andlise estatistica dOS reSUIATOS ...........cooiiiiiiiee s 49

5 ReSUtAdOS € DISCUSSAQ..........coo oo oot e e e e e e eer e e e, 51

5.1  ODbtenGao das MICTOESTELAS.......cccviiiieiie et ae e esareenree s 51

5.2  Caracterizagao das MICIOESTEIAS...........coiviiiii e 52
5.2.1  Analise de tamanho e forma das particulas............ccccceveeiiiiiiieiii e, 52
5.2.2  Analise de morfologia de superficie e estrutura interna..............cccocceevvveeeveennnns 56
5.2.3  RENAIMENTQ. ..ottt sttt e ese e st e sbeebeeneeeseesreesneenneenneas 60
5.2.4  Avaliacao da eficiéncia de encapSulaCan.............cccvevvieeiieeiie i 61

5.2.4.1 Validacdo de metodologia analitica para quantificacdo do cetoprofeno por
espectrofotometria na regido do ultravioleta...............cccveeiiiiiiiic e 62



5.2.4.1.1 Determinacdo do comprimento de onda de maxima absor¢éao do cetoprofeno

Na regido dO UIFAVIOIETA. ...........coiuieieie et 62
5.2.4.1.2 Especificidade/Seletividade.............cccoviiiiiiieiie e 63
5.2.4.1.3 LINCAINUAUE.......cuiiiiiiiiie ettt 65
5.2.4. 1.4 PIECISED. ...c.utiuteiiee ittt etttk ettt bbbttt bbbttt ettt 66
5.2.4.1.5 EXAUUAOD. ......cciuiiiiiiieitiett ettt 67
5.2.4.1.6 Limite de Detecg¢éo e Limite de QuantifiCagao............cccccvvvrveiiincnieinen. 68
5.2.5  ANAISES LEIMMICAS. ... ecueiieeieeeiteeie ettt ettt s e et e bt ebeene et e eeesaeeneanens 68
ST T R B Y TP 68
5.2.5.2 TG/DTG ..ottt ettt ettt ettt h e bttt et n bRt h bttt ene e reenne et e 70
5.2.6  Espectroscopia de absorcao na regido do infravermelha.............ccccocoevveenenen. 73
5.2.7 Determinacéo da capacidade de absorcéo de liquidas.........c.ccccceovveiiieiieennne, 76

5.3 Selecdo de amostras para estudos de mucoadesao e disSolUCaQ..............ccccvenne. 77

5.4 Estudo da mucoadesSividade iN VItE0. ..o 78

5.4.1 Isotermas de adSOrca0 da MUCINA..........cceeciuiiiiieiie it see e 80
5.5 Estudo da liberagdo do fArmaco...........ccooiiiiiii i 82
5.5.1 Avaliagdo da solubilidade do CetoprofenO............cccoveiiiiiiiiienie e 82
5.5.2  Avaliagio do iNtuMESCIMENTO € EIOSAQ........ccuiiieeriieiiiiiriee et 83
5.5.3 Determinacéo do perfil de liberag&o in vitro do farmacQ............c.cceceeeieinnnnnes 86

5.5.4  Analise dos mecanismos de liberagdo do farmacaQ............cccocovceiiiiienciieenn 88

B CONCIUSDES. ... e e et e e e e e et ee e, 92



INTRODUCAO



16
%/m‘cﬁ(ﬂi(f

1 [INTRODUCAO

Por ser considerada uma via natural para a administracdo de farmacos, a via oral é
facilmente aceita pelos pacientes e ainda € uma das mais utilizadas na terapéutica. Apresent
diversas vantagens como comodidade, esquema terapéutico mais simples e totalmente sob
controle do paciente, posologia flexivel, facilidade de administracdo e evita o sofrimento
provocado pelas inje¢Bes das vias parenterais, além de ser econdmica, pois ndo requer condice
de esterilidade na linha de producdo (FASANO, 1998; KHAFA&Ml., 2007; PINTO, 2010;

ISHA et al., 2012). No entanto, diferencas fisiolégicas provocam grande variabilidade nas
respostas aos tratamentos que utilizam formas farmacéuticas convencionais administradas po
essa via. Por isso, atualmente o desenvolvimento de sistemas capazes de liberar o farmaco em u
sitio ou oOrgdo especifico e de maneira controlada tem sido alvo de iniUmeras pesquisas
(LUCINDA-SILVA e EVANGELISTA, 2003; SINHAet al., 2004; FRIEND, 2005; OLIVEIRA e
CAVALCANTI, 2007; PINTO, 2010; SAHASATHIANet al., 2010; FERRAREt al., 2012;
MOEBUSet al., 2012).

Formas farmacéuticas de liberacdo convencional sdo aquelas em que o sistema nao ¢
delineado para exercer o efetivo controle da liberagcdo do farmaco, e, assim, o principio ativo
tende a ser mais rapidamente liberado e absorvido pelo organismo, dependendo das sua
caracteristicas de solubilidade e permeabilidade, diferentemente daquelas de liberacdo modificads
sdo delineadas para vetorizar e/ou liberar o farmaco gradualmente em um determinado sitio
(ANSEL et al.,, 2000; PEZZINIlet al., 2007). Com a liberacdo controlada sitio-especifica, o
farmaco é veiculado até seu local de acdo ou absorcdo, o que melhora a resposta terapéutic:
tornando o tratamento mais eficiente (OLIVEIRA e CAVALCANTI, 2007). Ainda, é possivel
administrar doses menores, diminuir as flutuacbes da concentragdo plasmética e,
consequentemente, o risco de se atingir niveis toxicos ou subterapéuticos. Além disso, formas
farmacéuticas de liberacdo prolongada evitam varias administracfes diarias, 0 que aumenta &
adeséao do paciente e o0 sucesso da terapéutica (PEZZINI et al., 200%&tI8HAR012).

O uso de polimeros naturais hidrofilicos como a goma gelana e a pectina tem sido alvo de
diversas pesquisas para o desenvolvimento de sistemas carreadores de farmacos, ja que ess
polissacarideos sé@o passiveis de sofrer modificagdes quimicas e/ou bioquimicas e apresentam, r
maioria das vezes, ampla variedade de estruturas, elevada estabilidade, boas propriedades c
geleificacédo, biocompatibilidade, atoxicidade e mucoadesividade (FRIEND, 2005; é&Rall)

2006); aléem de formarem géis que agem como uma barreira controladora da taxa de liberacao de
farmacos (ONOFRIet al., 2009).
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A goma gelana € um exopolissacarideo obtido através do processo de fermentagéo aerobi:
pdo microorganismoSphingomonas elodea (GIAVASISt al., 2000). Por ser um polimero
hidrofilico anibnico apresenta importantes propriedades mucoadesivas €t Edt., 2000;
SALAMAT-MILLER et al., 2005; NARKARet al., 2010); € capaz de formar microesferas de
hidrogel na presenca de cétions divalentes e seu emprego na obtencdo de sistemas de liberac:
controlada farmacos tem despertado particular interesse (AGNIH&TdR| 2006; PATILet al.,

2006; RAJINIKANTH e MISHRA, 2007; BABLEt al., 2010).

A pectina € um polissacarideo constituinte da parede celular de diversos vegetais
(SOUTO-MAIORet al., 2010), amplamente empregada como excipiente na obtencao de sistemas
de liberacdo célon-especifica, uma vez que permanece como agregados de macromoléculas n
ambiente acido do estdmago, ndo sendo digerida por proteases e amilases ali presentes, e
degradada por enzimas produzidas pela microbiota colonica (SINHA e KUMRIA, 2001b; a;
VANDAMME et al., 2002).

As formas farmacéuticas multiparticuladas, como as microesferas, apresentam importantes
vantagens em relacdo as monoliticas, como tempo de esvaziamento gastrico mais previsivel ¢
menos dependente do estado prandial (ZERBINI, 2010), e distribuicdo mais ampla e uniforme
sobre a superficie do TGI, o que promove uma absor¢cdo mais regular e diminui o risco de
irritac@o causada por acumulo localizado de farmacos irritantes as mucosas (MAESER&LLI
2008; KHAN et al., 2010; ZERBINI, 2010; KULKARNEt al., 2011; MAITlet al., 2011).

Microesferas obtidas a partir de polimeros mucoadesivos possuem a capacidade de
aderirem a diversas mucosas, como a nasal, vaginal, retal e a oral, e, seu emprego como sistem:
de liberacdo controlada de farmacos agrega importantes vantagens como a vetorizacao e a agé
localizada de farmacos, maior tempo de residéncia do sistema no o6rgao alvo, liberacéo prolongads
do farmaco, aumento da biodisponibilidade, reducdo na frequéncia de administracdo com
consequente aumento da ades&o do paciente ao tratamento (HAGERSTRIQMO000; VASIR
et al., 2003; EDSMAN e HAGERSTROM, 2005).

A microencapsulacdo é uma das técnicas capazes de modificar e controlar a liberacdo de
farmacos (KHAN et al., 2010). Dependendo dos materiais utilizados em sua obtencéo, as
microesferas podem liberar o farmaco em um sitio especifico e ainda protegé-lo de condicbes
adversas encontradas durante o transito no TGI, como o pH &cido do estbmago ou a presenca d
enzimas que podem inativa-lo antes de desempenhar o efeito terapéutico¢T&®AIR011).

Existem varios meétodos de microencapsulacdo, como, por exemplo, emulsificacédo-
evaporacao do solvente, coacervacao, geleificacdo ionotropica, polimerggaedoedrying, leito

fluidizado, dentre outros. A escolha do método mais adequado deve levar em consideragéo o tipc
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de farmaco que se deseja encapsular, o mecanismo de liberacdo desejado e a aplicacdo pretendi
(SUAVE et al., 2009).

A geleificacdo ionotrépica baseia-se na complexacdo entre polieletrdlitos e ions de carga

contraria, que ao entrarem em contato sofrem reticulacéo iénica. A formacéao de ligacfes cruzadas
intra e intermoléculas da origem aos hidrogéis, que sao redes tridimensionais hidrofilicas capazes
de absorver grandes quantidades de &gua ou fluidos biol6gicos (Pé(Tlal.,, 2010;
KEAWCHAOON e YOKSAN, 2011). A obtencdo de microesferas por geleificacdo ionotrépica
pode ser feita através de duas técnicas, gotejamento utilizando-se seringa ou por atomizacao o
air atomization(BULMER et al., 2012) A nao utilizacdo de solventes organicos toxicos é uma
grande vantagem deste método de obtencdo, que permite o desenvolvimento de produtos en
ambientes néo poluentes, também chamadesalé&iendly (PATIL et al., 2012).

As propriedades do gel formado dependem, dentre outros fatores, do tipo de cation que se
utiliza no processo de geleificacdo, MORITAKAal. (1991) mostraram que para formar géis de
gelana reticulados de mesmo médulo de armazenamento (G’) € preciso empregar maiores
concentracdes de cations monovalentes se comparados com cations divalentes. Do mesmo mod
em estudo com geéis de goma gelana, TAMNG@I. (1996) demonstraram que a maior valéncia dos
cations pode ser mais eficiente no processo de reticulagdo, pois ocorre uma interacao direts
polianion-cation-polianion. REDDY e TAMMISHETTI (2002), em estudo com carboximetil
guar, relataram que o ¥| devido a sua valéncia mais elevada que a d6, Peomoveu uma
reticulacdo mais rapida, além de uma maior capacidade de incorporacédo de soroalbumina bovina
permitindo um tempo de liberacdo mais prolongado, o que demonstra a eficiéncia do ion aluminio
como agente reticulante.

O cetoprofeno (CP) € um anti-inflamatorio ndo esteroidal (AINE) com propriedades anti-
inflamatodrias, analgésicas e antipiréticas, sendo muito utilizado no tratamento de dores e artrites
(MORETTI et al., 2001). O mecanismo de acdo do CP baseia-se na inibicdo ndo seletiva das
isoformas | e Il da enzima ciclo-oxigenase (VANE e BOTTING, 1998). Por possuir meia-vida
biolégica muito curta, tem sido veiculado em formas farmacéuticas de liberacdo controlada e
escolhido como farmaco modelo adequado para investigacdo de formulacbes de sistemas par
liberacdo controlada de farmacos (YAMADRAal., 2001).

No presente trabalho, microesferas de goma gelana e pectina obtidas por geleificacado
ionotrépica através da reticulacdo com o catiofi Adram desenvolvidas e caracterizadas. O
cetoprofeno foi utilizado como farmaco modelo para avaliar o desempenho das microesferas

como sistema de liberacéo controlada de farmacos.

Todvida € AP
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Viaoral e liberagdo controlada de farmacos

Dentre as diversas vias de administracdo de farmacos, a via oral € ainda a mais utilizada e
preferida, apresentando diversas vantagens como comodidade e adesdo do paciente ao tratamen
esquema terapéutico mais simples e totalmente sob o controle do usuario, posologia flexivel e
facilidade de administragdo. Além disso, elimina o sofrimento provocado pelas inje¢cdes das vias
parenterais, e representa uma via relativamente econOmica, pois n&o requer condicbes de
esterilidade na linha de producédo (FASANO, 1998; SASERAI., 2000; CHOURASIA e JAIN,

2003; KHAFAGY et al., 2007; PINTO, 2010; ISHAt al., 2012).

Apesar dos evidentes beneficios, a absorcéo sistémica de farmacos a partir dessa via de
administracdo apresenta alguns problemas relacionados as barreiras impostas pelo TGIl, como
diversidade de pH, tempo de transito, espessura da camada de muco e conteddo enzimatic
encontrados nas suas diferentes por¢ces. Além disso, o proprio epitélio que reveste todo o TGl
representa uma barreira fisica e bioquimica a entrada das moléculas de farmacos (HUATER
2012; GAMBOA e LEONG, 2013; RENUKUNTLAt al., 2013).

Outros problemas associados a liberacao oral sdo a distribuicéo irregular do farmaco pelo
organismo, a baixa especificidade e a necessidade de doses elevadas para se conseguir
concentracdo local requerida, o que pode provocar efeitos adversos. Porém, tais dificuldades
podem ser superadas com o desenvolvimento de sistemas de liberagdo controlada capazes
vetorizar o farmaco a um sitio especifico (GREGORIADIS, 1981; TORCHILIN, 2000).

O termo liberacdo controlada é utilizado para sistemas capazes de controlar tanto a
quantidade quanto a velocidade de liberacdo do farmaco veiculado (HAAN e LERK, 1984;
SANTUS e BAKER, 2003). Os primeiros produtos que chegaram ao mercado farmacéutico com
esta tecnologia foram na década de 1950 e continham farmacos antigripais. Eram designado:s
como medicamentos de longa duracéo, pois foram delineados para liberar o agente ativo de
maneira controlada e lenta, utilizando materiais de revestimento capazes de retardar a dissoluca
da forma farmacéutica (SANTUS e BAKER, 2003), diferentemente das formas convencionais
existentes, que liberavam seu conteudo rapida e prontamente (PEZAINROO07).

Desde entdo, diversos sistemas de liberacdo controlada para os mais diferentes tipos de
farmacos foram desenvolvidos, como lipossomas (CROSAS8S@l., 2000), nanoparticulas
lipidicas solidas (JAINet al., 2013), cristais liquidos (NEGRINI e MEZZENGA, 2011), dentre
outros, com grande destague para os sistemas poliméricos baseados em hidrogéis comq
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microesferas (MAITlet al.,, 2011) e microcapsulas (SA&t al.,, 1995), sistemas matriciais
(TIWARI et al., 2003) pellets (FERRARI et al, 2012) sistemas flutuantes (MALAKARt al.,

2012), dentre outros, muitos dos quais podem ser empregados para a liberacdo oral de
macromoléculas (MORISHITA e PEPPAS, 2006; CARVALId(al., 2010).

Além de controlar a quantidade e a taxa de liberagdo de um farmaco, pode-se ainda
desenvolver sistemas de liberacdo sitio-especifica, com o intuito de melhorar sua
biodisponibilidade, diminuir efeitos adversos e aumentar a adesdo do paciente ao tratamento
(SASTRY et al., 2000). De modo geral, a vetorizacdo de um farmaco € sua liberacdo seletiva e em
guantidade satisfatéria em um 6rgéo ou tecido alvo, no qual o farmaco ira desempenhar seu efeitc
farmacoldgico ou serd melhor absorvido para exercer um efeito sistémico, e independe da via de
administracao escolhida (TORCHILIN, 2000).

Utilizando tal estratégia, € possivel maximizar a concentracdo de farmaco na regiao
afetada pela doenga e minimiza-la em outros locais que néo o de escolha para o tratamento, o qu
pode prevenir efeitos adversos. Além do mais, a dose administrada, que em sistemas
convencionais deve ser elevada para se produzir efeito terapéutico, diminui e, com isso, 0 custo ds
terapia é reduzido (TORCHILIN, 2002).

Ao desenvolver um sistema de liberacdo oral sitio-especifica, trés caracteristicas
importantes devem ser consideradas para que sua agao seja ideal: 1) manter a integridade d
farmaco durante o transito pelo TGI até seu sitio de absorcéo; 2) liberar o farmaco no sitio alvo e
3) o sistema deve permanecer por tempo suficiente no sitio alvo para garantir a absorcao do
farmaco, e manter-se ali por interacbes especificas, para que néo seja facilmente eliminado
(RENUKUNTLA et al., 2013).

2.2 Microparticulas poliméricas

O termo geral microparticula é utilizado para sistemas da ordem de tamanho micro e pode
ser subdividido quanto a sua estrutura em microesferas e microcapsulas (COUVREUR e
PUISIEUX, 1993; SUAVEet al., 2009).

Microesferas sd@o particulas de formato esférico, que formam sistemas matriciais ou
monoliticos, nas quais o farmaco encontra-se dissolvido ou disperso através da matriz polimérica.
Ja as microcapsulas séo sistemas do tipo reservatorio, nos quais o farmaco esta encapsulado
circundado por polimeros, que constituem a membrana da capsula com espessura variave
(COUVREUR e PUISIEUX, 1993; SILVAt al., 2003; SUAVEet al., 2009).

Todvida € AP
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Se o farmaco estiver no estado molecular, ou seja, dissolvido na matriz polimérica, a
microesfera é dita homogénea, se estiver disperso, esta serad heterogéneaefSilyR003).
Nas microcapsulas, o farmaco pode formar um ou varios ndcleos, podendo ser classificadas comc
mono ou polinucleares, respectivamente (Figura 1) (SllievAl., 2003), sendo que o farmaco
pode estar incorporado na forma molecular ou em agregados, nos estados amorfo, cristalino ot
mesmo liquido. Estas estruturas morfologicas podem ocorrer simultaneamente, por exemplo, a
maior parte do farmaco pode formar o ndcleo e ser envolvido pelo polimero, porém algumas
moléculas podem dispersar separadamente ou entdo podem ser adsorvidas na superficie d
polimero. Assim, torna-se dificil a distincgdo morfoldégica entre microesferas e microcapsulas

polinucleares que contém o farmaco dividido em diversos nucleos pequenos (OKADA, 1997).

Figura 1- Classificagdo das microparticulas quanto a estrutura (adaptado de SHIMRGD3I)).

O emprego de formas farmacéuticas multiparticuladas, como as microesferas, apresenta
importantes vantagens em relacdo as formas monoliticas, como, por exemplo, o tempo de transitc
gastrointestinal mais previsivel e reprodutivel devido ao pequeno tamanho que apresentam
(MAESTRELLI et al., 2008). Particulas de até 2 mm sao capazes de passar livremente através dc
piloro, comportando-se como liquidos e, dessa forma, o esvaziamento gastrico fica menos
dependente do estado prandial (MAESTREEtLAI., 2008; ZERBINI, 2010).

As microparticulas também podem se distribuir por uma area maior do TGl e de maneira
mais uniforme, 0 que promove uma absor¢cdo mais regular e diminui o risco de irritagdo causada
por acumulo localizado de farmacos irritantes as mucosas (ZH&NG, 2002; MAESTRELLI
et al., 2008; KHANet al, 2010; ZERBINI, 2010; KULKARNIet al., 2011; MAITlet al., 2011)

Além de melhorar as propriedades de transporte, a administragcdo de farmacos em
microparticulas pode trazer outros beneficios, como controlar a exposicdo do farmaco aos
diferentes ambientes do TGI, protegendo-o da destruicdo em outros sitios que ndo o de acéo
resultando em uma melhor estabilidade. Por outro lado, a encapsulagédo do farmaco também pod:
evitar possiveis efeitos toxicos e inflamagfes das mucosas (CEELEISI2004).

Ainda, a liberacdo pode ser controlada pela degradacdo especifica dos materiais que

constituem as microparticulas, permitindo delinear perfis de liberacdo conforme desejado e
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vetorizar o agente ativo a um tecido ou 6rgao alvo, o que € muito importante para otimizar o
efeito terapéutico e reduzir efeitos adversos (CELLESI et al., 2004; FREIBERG e ZHU, 2004;
GAMBOA e LEONG, 2013).

2.2.1 Sistemas mucoadesivos

Apesar do longo histérico do uso de sistemas de liberagdo modificada de farmacos, cujo
inicio data de 1950 (SANTUS e BAKER, 2003), o conceito de mucoadesividade e a aplicacdo de
polimeros bioadesivos como estratégia para melhorar a absorcao de farmacos sdo mais recente
introduzidos na década de 1980 (PARK e ROBINSON, 1984; VASI&A., 2003; EDSMAN e
HAGERSTROM, 2005).

A grande atencao voltada aos polimeros naturais hidrofilicos, devido a sua caracteristica
de atoxicidade e ampla disponibilidade aliada a baixo custo (MAAORI., 2008), levou ao
desenvolvimento de diversos sistemas bioadesivos para a liberacdo controlada de farmacos, com
comprimidos revestidos (LLABOEt al., 2002), lipossomas revestidos (TAKEUGH lal., 2003;
THIRAWONG et al., 2008b), pellets (BAUTZOVAet al., 2012), micro e nanoparticulas
(KRIWET et al., 1998; LIMet al., 2000; DHAWANEet al., 2004; NAYAKet al., 2013), dentre
outros, para administracdo pelas mais variadas vias, como a oral, a nasal, a ocular, a bucal,
vaginal e a retal (HAGERSTROB! al., 2000).

Os sistemas mucoadesivos apresentam particular capacidade de aderir a camada de muc
gue recobre as mucosas do TGI. Eles podem permanecer por um periodo maior e em contato mai
efetivo com o sitio de absorcdo do farmaco, o que pode melhorar a biodisponibilidade,
principalmente para moléculas de elevado peso molecular e altamente hidrofilicas, que geralmente
sdo pouco absorvidas. A melhora na absorcdo também se deve ao fato de que o gradiente d
concentracdo no local onde o sistema permanece aderido é aumentado (HAGERET&ROM
2000; MORISHITA e PEPPAS, 2006).

A mucoadesao € uma caracteristica importante para os sistemas multiparticulados, que
deve evitar sua eliminacdo em funcédo do tempo de transito ao longo do TGI, permitindo um

tempo de contato mais prolongado com sitio de absorcdo (GAMBOA e LEONG, 2013).

2.2.1.1 Mecanismo de mucoadesao: teorias

O termo bioadesdo é um termo geral que se refere a ligacdo entre uma macromolécula
gualquer (bioldgica ou sintética) e um tecido bioldgico. A adesédo pode envolver tanto a camada

de células epiteliais quanto a camada de muco que as recobre. Se a ligacdo envolve 0 mucc
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utiliza-se o termo mucoadeséao (@Ual., 1988; VASIRet al., 2003; SMART, 2005; MORALES
e MCCONVILLE, 2011).

O muco é uma secrecao viscosa, com caracteristicas de gel, que recobre as células

epiteliais de diversos orgaos, como os do TGIl, com a finalidade de protegé-las de possiveis
agressbes e manter a homeostase, além de conferir lubrificacdo. E produzido pelas células
caliciformes do epitélio e sua composi¢cdo é complexa e dependente do local onde é encontrado
sendo constituido principalmente de glicoproteinas, agua, lipidios, sais, fragmentos celulares,
enzimas, podendo também conter produtos bacterianos (SCHACHTER e WILLIAMS, 1982;
KHANVILKAR et al., 2001)

A mucina, principal constituinte do muco, € uma glicoproteina, ou seja, possui em sua
estrutura cadeias de oligossacarideos ligadas covalentemente a cadeia polipeptidica (PEREZ
VILAR e HILL, 2004). A cadeia proteica € grande, representando de 10 a 30% do peso total da
mucina, e constituida de repetidas sequéncias ricas em serina, treonina e prolina. Os
oligossacarideos, cujos tamanhos variam de 2 a 15 agucares, sdo ligados através de ligagdes ¢
tipo O-glicosidica e na maioria das vezes essas cadeias laterais possuem acido sialico, acidc
sulfénico ou L-frutose como terminacdes, permanecendo negativamente carregadas em pH
fisiol6gico (GANDHI e ROBINSON, 1994; KHANVILKARet al., 2001; SALAMAT-MILLER
et al., 2005).

Os polimeros mucoadesivos sdo capazes de interagir com a mucina através de um process
muito complexo de adesao, para o qual diversas teorias foram formuladas na tentativa de explical
0S mecanismos envolvidos. Essas teorias sdo adaptacOes das teorias que explicam a adeséo
materiais ndo farmacéuticos, como tintas e adesivos, propostas anteriormente ao surgimento da
formas farmacéuticas mucoadesivas (EDSMAN e HAGERSTROM, 2005). Isoladamente, as
teorias mais utilizadas, que sédo a da adsorcao, a da difusdo e a eletrénica, ndo sado capazes
explicar o fenbmeno de mucoadeséo, portanto muitas vezes sao utilizadas em conjunto pare
entender o mecanismo complexo da interacdo com o muco (EDSMAN e HAGERSTROM, 2005).

DUCHENE et al. (1988) propuseram pela primeira vez um mecanismo de trés estagios
para elucidar a mucoadesdo. No primeiro estagio, ocorre um intimo contato entre o polimero
bioadesivo e a superficie bioldgica, seguido da interpenetracdo das cadeias poliméricas com as d
mucina e, por fim, a possivel formacdo de ligacdes quimicas fracas entre elas, sendo que @
primeiro estagio s6 € possivel devido a capacidade de intumescimento do polimero ou a existéncie
de liquido no muco (DUCHENEt al., 1988; SRIAMORNSALket al., 2010).

Na teoria da adsorcdo, a mucoadesédo pode ser explicada através da formacao de ligacoe

quimicas secundarias entre o polimero bioadesivo e 0 muco, tais como ligagdes de Van der Waals
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ligacdes de hidrogénio e interagBes hidrofébicas. Polimeros com grupamentos carboxilicos
realizam ligagcfes de hidrogénio, sendo esta a principal forca que mantém a adesao. J& a interagé
hidrofobica explica a mucoadeséo de substratos hidrofébicos, que muitas vezes podem aderir mai
fortemente que os hidrofilicos (LEEt al., 2000; VASIR et al, 2003; EDSMAN e
HAGERSTROM, 2005).

A teoria da difusdo baseia-se na interpenetracéo entre as cadeias do polimero bioadesivo ¢
as cadeias de mucina. Esta interdifusdo na interface de contato atinge certa profundidade entre
eles que é capaz manté-los aderidos através da formacdo de uma ligacdo semipermanente. A ta
de penetracdo depende de diversos fatores, como a mobilidade das cadeias, a flexibilidade d
polimero, os coeficientes de difusdo de ambos, que por sua vez é dependente do peso molecula
da densidade de reticulacéo e do comportamento das redes quando estas estdo expandtdas (LEE
al., 2000; VASIRet al., 2003; EDSMAN e HAGERSTROM, 2005).

Ja a teoria eletrbnica explica a mucoadeséo através da atracdo eletrostatica entre c
polimero bioadesivo e a mucina, devido a presenca de cargas elétricas de sinais opostos. Ac
entrarem em contato, forma-se uma bicamada elétrica na interface, sendo a adesdo umz
consequéncia das forcas atrativas nesta bicamada @tEf., 2000; VASIRet al., 2003;
EDSMAN e HAGERSTROM, 2005).

2.2.2 Técnicas de microencapsulacao

O inicio das pesquisas de microencapsulagdo data da década de 1930, mas 0 primeirc
produto comercial lancado empregando microcapsulas foi o papel de copia sem carbono, e s¢
ocorreu em 1954. Através da coacervacao, Barret Green desenvolveu microcapsulas solidas d
gelatina contendo tinta incolor dissolvida. As costas do papel recebiam uma fina camada deste
material e ao pressionar a caneta durante a escrita essas esferas se rompiam, liberando a tinta, g
reagia com o revestimento acido da frente das demais vias mudando de cor em funcdo do pH
originando assim a copia (FANGER, 1974).

A microencapsulacdo pode ser aplicada em diversas areas, como para a encapsulacao d
agrotoxicos (MOGULet al., 1996), na &rea alimenticia para a liberacdo controlada de ingredientes
como vitaminas e minerais (SCHROOYHt al., 2001); em cosméticos e mesmo na area téxtil
(NELSON, 2002; SUAVEet al., 2009). Na area farmacéutica, as primeiras pesquisas surgiram na
década de 1950 (SUAVEt al., 2009). Desde entdo, microparticulas biodegradaveis tém sido
amplamente estudadas para a liberacdo controlada de farmacos com o intuito de melhorar os

efeitos terapéuticos e diminuir os efeitos adversos (OKADA, 1997) sendo que diversas técnicas de
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obtencdo ja estdo descritas na literatura (BODMEIER e CHEN, 1988; etEH, 1995; DE
KRUIF et al., 2004).

As mais usuais sdo por separacdo de fases ou coacervacao, emulsificagcdo-evaporacéo d
solvente, spray drying e geleificacdo ionotropica.

A coacervagdo é uma das técnicas mais antigas e comumente utilizadas na obtengéo de
microparticulas. O termo coacervacdo designa a agregacdo de macromoléculas, como o0s
polimeros, que da origem a duas fases liquidas imisciveis: uma delas rica em coloides,
(coacervado) e a outra pobre em coldides (sobrenadante) (VANDEGAER, 1974; StLAIA
2003; SUAVEet al., 2009), de modo que esta técnica também é denominada por separagcédo de
fases. A coacervacao pode ser dividida em dois tipos, simples, quando apenas um polimero fa:
parte do processo, ou complexa, quando duas ou mais macromoléculas de cargas oposta
participam da reacédo (SILVAL al., 2003; DE KRUIF et al., 2004).

Na técnica da emulsificacdo-evaporagdo do solvente, o farmaco € dissolvido ou disperso
na fase que contém o polimero em um solvente organico, e entao esta é emulsionada em uma fas
externa, aquosa ou oleosa. Com isso, pequenas goticulas sdo formadas. O solvente organico
entdo removido por evaporacdo e o farmaco e o polimero precipitam dando origem as
microesferas, que sao posteriormente filtradas e secas (O'DONNELL e MCGINITY, 1997).
Apesar de muito explorada, esta técnica possui o inconveniente de utilizar solventes organicos
toxicos.

Ja a obtencéo de microparticula por spray-drgingn método fisico, no qual um polimero
que dara origem a particula é hidratado juntamente com o farmaco, e a mistura é atomizada
através de um orificio dgpray-dryerem uma corrente de ar quente que seca 0 material,
originando as particulas. Uma das grandes vantagens desta técnica € a possibilidade de obtenc:
continua e em grandes quantidades, sendo possivel a formacédo de microcapsulas e microesfera
dependendo da forma em que o farmaco encontra-se na solucéo polimeérica, disperso ou dissolvid
(YEO et al., 2001; SILVAet al., 2003).

A técnica de geleificacdo ionotropica permite a encapsulacdo dos mais diversos materiais,
como células, farmacos, enzimas, dentre outros (RE#A&)., 2001; BETIGERI e NEAU, 2002;

MAITI et al., 2011). Este método baseia-se na habilidade dos polimeros hidrofilicos carregados
positiva ou negativamente interagirem com moléculas de cargas opostas dando origem a rede:
tridimensionais reticuladas (BODMEIER al., 1989).

Na geleificacdo ionotropica, as microparticulas sdo obtidas pela extrusdo da dispersao

polimérica contendo o farmaco, ou outro material a ser encapsulado, sobre a solucdo do agent:

reticulante, podendo ser utilizado para isso seringa e agulha (FAHL, 2012), ou entdo um
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sistema de ar comprimido, sendo que o tamanho da particula dependera do diametro do bocal po
onde as goticulas sdo formadas (YED al., 2001). As esferas de hidrogel sdo produzidas no
momento em que a dispersdo contendo os polimeros é gotejada e entra em contato com a solugé
reticulante, responsavel pela formacdo de ligagbes cruzadas intra e intermoleculares, dandc
origem a uma rede tridimensional (PATéLal., 2010; PATILet al., 2012).

A Figura 2 apresenta um esquema do método de obtencédo por geleificacdo ionotropica,
evidenciando a reticulacdo dos polimeros anidnicos goma gelana e pectina con ‘oAl
agente reticulante.

Figura 2 — Representacdo esquematica para a reacdo de reticulacdo que ocorre durante a obtencao
microparticulas pelo método da geleificacdo ionotropica.

No meétodo de gotejamento, a gota se desprende da ponta da agulha no momento em qut
seu peso supera a forca de tensdo superficial e adota a forma esférica (SEIFERT e PHILLIPS,
1997), mas para que as particulas mantenham essa forma esférica mesmo apds o processo |
reticulacdo, € necessario que a gota de hidrogel formada ndo se deforme ao sofrer o impacto cor
a superficie da solucao reticulante e durante a agitacdo, sendo a viscosidade da dispersa
polimérica um dos fatores que contribuem para isso (CELEESIL, 2004; CHANet al., 2009).

A maior vantagem desta técnica € a possibilidade de obter microparticulas sem a
necessidade de empregar solventes organicos ou temperaturas elevadas, o que permite

encapsulacdo de células, enzimas e proteinas, além de farmacos, sem perder a viabilidade celul:
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ou a estabilidade dos demais. Além disso, trata-se de um método simples, rapido e com
possibilidade de escalonamento industrial da produgéo (¥&4D., 2001).

Independentemente do método escolhido para a obtencdo de microparticulas, deve-se
garantir que a técnica ndo afete a atividade bioldgica do farmaco, a eficiéncia de encapsulagac
deve ser satisfatoria, e a qualidade da microparticula e o perfil de liberagdo do farmaco devem sel
reprodutiveis (BRAGA, 2005).

2.3 Polissacarideos empregados na obtencéo de microparticulas

A diversidade de polimeros que podem ser utilizados na obtencdo de microparticulas é
grande, e a escolha deve ser muito bem fundamentada, uma vez que os constituintes influenciara
em caracteristicas como morfologia, presenca de cargas, forca de bioadesao e perfil de liberaga
do farmaco. Polimeros adequados a obtencdo de tais sistemas incluem diversas classes d
materiais, como biodegradaveis e nao-biodegradaveis, sollveis ou insollveis, naturais ou
sintéticos (VASIRet al., 2003).

A utilizacdo de matérias-primas de origem natural, como os polissacarideos, tem ganhado
atencdo para o desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos. Isso se deve as divers
vantagens que tais materiais apresentam em relacdo aos sintéticos, como por exemplo: ndo s
toxicos, sendo aprovados para o consumo humano, relativo baixo custo e sdo amplamente
disponiveis na natureza (KULKARN al., 2011; BANERJEEt al., 2012).

Além disso, a biodegradabilidade e a resisténcia frente a algumas enzimas especificas,
como € o caso da goma gelana e da pectina, que podem ser especificamente metabolizadas pel
polissacaridases da microbiota colénica, permitem o desenvolvimento de sistemas de liberacac
sitio especifica (BHARDWAG&t al., 2000; PREZOTTét al., 2012).

2.3.1 Estudos do grupo de pesquisa

O uso de polissacarideos naturais modificados e a associacao de diferentes tipos tem sidc
objeto de estudo do nosso grupo de pesquisa, com 0 objetivo de obter diferentes materiais €
sistemas inovadores para a liberacdo controlada de farmacos.

Inicialmente, a modificagdo da alta amilose, amido modificado com 70% de amilose
(Hylon VII - National Starch & Chemical), pela reticulagdo com trimetafosfato de sédio em meio
basico foi estudada e a influéncia do grau de reticulacdo nas suas propriedades fisico-quimicas
no controle de liberacdo na forma de comprimidos contendo diferentes farmacos foi extensamente

avaliada, sendo que o material, mesmo como mistura fisica na forma ndo compactada, levou ac
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prolongamento do tempo de liberacdo por até 24h. Os resultados também demonstraram que ¢
polimero modificado permitiu o significativo aumento dos indices de intumescimento, bem como
o efetivo controle das taxas de liberacéo dos diferentes farmacos estudados (CURY, 2005; CURY
et al., 2009).

Em outro estudo, a alta amilose foi associada a pectina e a mistura foi reticulada pelo
mesmo processo. Os resultados da caracterizagdo fisico-quimica também evidenciaram
importantes modificagdes estruturais e aumento dos indices de intumescimento dessas amostra
bem como a reducdo das taxas de liberacio em meio acido (CARBINATTO, 2010). A
incorporagcéo de diclofenaco por imersdo a essas matrizes permitiu reduzidos percentuais de
liberacdo do farmaco em meio &cido (<10%) (SOARES., 2013).

As misturas de alta amilose e pectina reticuladas foram empregadas na obtencéo de filmes
livres. Os filmes foram obtidos através da técnica de evaporacdo do solvente e foram
caracterizados, demonstrando reduzida capacidade de intumescimento em meio acido, reduzid
degradacgéo enzimatica e moderadas propriedades mucoadesivas (PREZ&T2D12).

Outro material, o amido resistente, obtido pelo método da retrogradacdo em ciclos
alternados de temperatura, também tem sido estudado pelo grupo. Este material associado
pectina foi utilizado na obtencdo de filmes que demonstraram reduzida permeabilidade ao
farmaco em meio acido (MENEGUIN, 2012). Associado a goma gelana, em estudos preliminares,
tem demonstrado a habilidade para a formacdo de microesferas através do método da geleificaca

ionotropica com ions trivalentes.

2.3.2 Goma gelana

7

A goma gelana € um exopolissacarideo hidrofilico linear anidénico obtido através do
processo de fermentacdo aerdbia pela bactpi@ingomonas elodea, antes conhecida como
Auromonas elodea daseudomonas elodéMORRIS et al, 2012). Foi descoberta em 1977 por
pesquisadores da empresa CPKelco, apdés um minusarsening feito com mais de 30.000
isolados bacterianos (CHANDRASEKARAN e RADHA, 1995) com o intuito de produzir
polissacarideos microbianos de massa molecular e pureza controladas, e assim, eliminar a grand
variabilidade que pode existir e afetar as propriedades fisicas dos biopolimeros naturais
(WHITTAKER et al., 1997; YAMAMOTO, 2006).

Comercialmente esta disponivel como Geélzantilizada em meios de cultura, ou
Kelcogel', para fins alimenticios e uso em produtos dos mais variados tipos, como cremes dentais

(PATIL et al., 2010). E aprovada pelos 6rgdos sanitarios para consumo e muito utilizada pela
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industria alimenticia, devido a sua propriedade de formar geéis transparentes e resistentes ao calc
e a acidos, mesmo em baixas concentracfes (CHANDRASEKA&#AN, 1988; MORITAKAet

al., 1991; CHANDRASEKARAN e RADHA, 1995; OGAWAt al., 2006; PICONE, 2008). Sua
estrutura é constituida de unidades repetidas do tetrassac@ti@oD(-glicose,p-1,4-D-acido
glucurénico,p-1,4-D-glicose ax-1,4-L-ramnose). Na forma nativa possui dois grupaoseatila

ligados a um unico residuo de glicose, sendo um acetil na posicédo 2 e um gliceril na posicao 6
(Figura 3) (CHANDRASEKARANet al., 1988; GIAVASISet al., 2000; PICONE, 2008), que

sdo removidos por hidrélise alcalina para gerar as formas comerciais, disponiveis com alto ou
baixo grau de acilacdo (GRASDALEN e SMIDSR@D, 1987; MORRi&l., 2012). No estado
sélido, a gelana possui uma estrutura ordenada na forma de dupla hélice coaxial, em que cada fit
€ uma hélice com giro para a esquerda (CHANDRASEKARANMI., 1988; MORRIS:t al.,

2012).

Figura 3 — Estrutura da goma gelana deacilada com indicacéo dos sitios de ligacdo dos grupamentos acet
gliceril da forma nativa (adaptado de MORRISal. (2012)).

Seu pKa é préximo de 3,5 devido a presenca dos residuos de acido glucurénico (PICONE
e DA CUNHA, 2010). Apesar de ser um polimero aniénico como a pectina, sua densidade de
carga € menor, cerca de 0,25 mol de cargas negativas/mol de monossacarideo (PICONE, 2008). /
forma nativa acilada origina géis fracos, elasticos e ndo quebradicos, ja a forma desacilada origina
géis firmes, ndo elasticos e quebradicos (CHANDRASEKAR#tNal., 1988; RINAUDO e
MILAS, 2000).

A habilidade de formar hidrogéis faz da goma gelana um material promissor para a
aplicacdo em sistemas de liberacdo controlada de farmacos, jA que a natureza hidrofilica e e
estrutura tridimensional da rede formada auxiliam na encapsulacdo e na regulacdo da liberacao d
farmaco (NARKARet al., 2010). Além disso, apresenta importantes propriedades mucoadesivas
(LEE et al., 2000; SALAMAT-MILLERet al., 2005; NARKARet al., 2010), e sua utilizacéo ja
foi explorada em sistemas para liberacdo nasal (@A@l., 2009; MAHAJAN e GATTANI,
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2009), ocular (SANZGIREt al., 1993), e em diversos sitios da via oral (KU8Cal., 2003;
RAJINIKANTH e MISHRA, 2007; NARKARet al., 2010).

O mecanismo de formacgdo do gel é reversivel e envolve duas etapas, a transi¢cdo entre o
estados desordenado (enovelada) e ordenado (dupla hélice) e a associagdo entre as molécul
ordenadas, sendo fortemente influenciado pela forca ibnica, tipo e quantidade de cations em
solucdo, temperatura e concentracio do polimRADRIGUEZ-HERNANDEZ et al., 2003;
OGAWA et al., 2006; YAMAMOTO, 2006).

Em solu¢des com temperaturas elevadas ha a presenca de cadeias simples e enoveladas
gelana (estado desordenado) que, ao serem resfriadas, se ordenam no formato de dupla hélice. /
moléculas em dupla hélice entdo se agregam e formam zonas de juncéo, e ao se complexarer
com cations em solucdo e formarem ligac6es de hidrogénio com a agua dao origem a rede
tridimensional do gel (Figura 4) (OGAWAt al., 2006; YAMAMOTO, 2006; PICONE, 2008;
NARKAR et al., 2010).

Figura 4 — Mudancas na conformacdo das cadeias da goma gelana durante sua gelificagdo (adaptado
MIYOSHI et al. (1995)).

A habilidade em formar microcapsulas de hidrogel na presenca de cations divalentes,
particularmente G4, tem sido explorada para a obtencéo de sistemas de liberagéo controlada de
diferentes farmacos (AGNIHOTRt al., 2006; PATILet al., 2006; RAJINIKANTH e MISHRA,

2007; BABUet al., 2010; NARKARet al., 2010).

Recentemente, MAITEt al. (2011) avaliaram a utilizacdo do cétion trivalentd” Ak

obtencdo de microcapsulas de goma gelana para a liberacéo de glipzida e demonstraram a efetiv

reducao das taxas de liberacdo do farmaco em meio acido.

T, O oo
e%/ﬁ/(]/ @Sp/dwﬂ//(f//ﬂ @Pj/ﬁ/f/



32

a7 - o
. %z(/amew/afm» lecrica

2.3.3 Pectina

A pectina é um polissacarideo natural, amplamente empregado pela industria alimenticia,
como agente espessante, estabilizante e geleificante (FIS&CGRE2013), e pela farmacéutica,
como excipiente na obtencdo de sistemas de liberacdo colon-especifica de farmaedsa(l.IU
2003; BIGUCCI et al., 2009). Recentemente, tem sido empregada na engenharia de tecidos
(MUNARIN et al., 2012), na vetorizacdo de genes (KATAVal., 2008) e na cicatrizacdo de
feridas (LIUet al., 2004).

E encontrada em diversas espécies vegetais, principalmente na parede celular, sendc
responsavel pela manutencéo de estruturas e pela sustentacdo da planta (SOUTGMAIOR
2010).

Apesar de sua abundancia na natureza, poucas sao as plantas usadas como fonte des
polissacarideo, dependendo do rendimento, custo e tempo do processo de extracdo. As substanci
pécticas podem ser extraidas de tecidos frescos ou secos de frutas ou vegetais através de divers
processos extrativos como a extragdo com agua quente, com compostos quelantes e com enzima
Maracuja, frutas citricas, toranja e manga sédo algumas das fontes de pectina com maior
rendimento para sua extra¢do, no entanto este polissacarideo tem sido obtido basicamente d

residuos das industrias que processam sucos e macas (MUNARIN2012).

Figura 5 — Estrutura esquematica dos dominios da pectina (adaptado de TARZIA (2010)).

A pectina possui pKa entre 3 — 4 (SRIAMORNSAK al., 2010) e sua estrutura €
composta por trés dominios principais: homogalacturonana, ramnogalacturonana | e
ramnogalacturonana Il, os quais estdo covalentemente ligados entre si (Figura 5), no entanto hé
autores que consideram a xilogalacturonana um quarto dominio (MOHNEN, 2008), e ainda ha
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controvérsias sobre o posicionamento de tais dominios para a formacdo da macromolécula
(YAPO, 2011).

A homogalacturonana (HG) € um homopolimero linear e o principal componente
estrutural da pectina, cerca de 60% de sua estrutura € composta por HG, que contém acidos D
galacturdnicos unidos por ligacdes glicosidicas do tigf@a—>4). Estes residuos podem estar
ederificados com grupamentos metila e acetila (VRIESMANN, 2008; CAFFALL e MOHNEN,
2009; YAPO, 2011).

A ramnogalacturonana | (RG-l) representa de 20 a 35% da estrutura da pectina e é
composta por unidades repetidas do dissacarideo formado por acido D-galacturdnico e ramnose
ligados emu-(1-2>4) ea-(1->2), respectivamente (MOHNEN, 2008; TARZIA, 2010)r€zede 20
a 80% dos residuos de ramnose desta cadeia principal possuem ramificacdes, principalmente
arabinose e galactose ligadas na forma de mono ou oligossacarideos. Outros sacarideos pode
ainda ser encontrados como residuos terminais dessas cadeias laterais, como por exemplo, fucos
glicopiranose, 4-O-metilglicopiranose (MOHNEN, 2008; TARZIA, 2010; MUNARé#N al,

2012).

A ramnogalacturonana Il (RG-Il) é a regido mais complexa da estrutura da pectina,
representando aproximadamente 10% desta (MOHNEN, 2008). Possui uma cadeia principal
pequena, com pelo menos oito residuos de &cido D-galacturdnico ligados entre si por ligagbes dc
tipo a-(1->4), como nas regibes de HG, e cadeias laterais coasp@®r diversos tipos de
acucares. Autores relatam a existéncia de 12 diferentes tipos de monossacarideos ligados por ma
de 20 diferentes ligagbes glicosidicas (MOHNEN, 2008; VRIESMANN, 2008). Dentre os
acucares das cadeias laterais estdo a ramnose, a galactose, a fucose, o proprio acido galacturénic
a arabinose e acucares raros, como 0 acido acérico, a apiose, o Dha (acido 3-deoxi-D-lixo-
heptulosarico) e o Kdo (acido 2-ceto-3-deoxi-D-manooctulosénico) (VRIESMANN, 2008;
TARZIA, 2010; MUNARIN et al., 2012).

As xilogalacturonanas (XG), consideradas por muitos autores como outro dominio da
pectina, sdo cadeias de HG parcialmente substituidas na posicdo @-B-pdose e estas, por
suavez, podem ser substituidas por uma molécula adicional de xilose formando um dissacarideo
(MOHNEN, 2008; CAFFALL e MOHNEN, 2009; TARZIA, 2010).

Por serem regibes altamente ramificadas, as RG | e |l sdo chamausydegionou
regido ramificada e a regido linear da cadeia constituida por HG é denomirsdaate region
ou regido lisa (MUNARINet al., 2012). Um dos modelos que tradicionalmente descreve a
disposicéo desses dominios para formar a macromolécula de pectina € a alternancia entre regioe
lisas (HG) e ramificadas (RG-I) (SCHOLS e VORAGEN, 1996). Porém, Vincken e co-autores
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(VINCKEN et al., 2003) sugerem um modelo em que dominios HG fazem parte das cadeias

laterais dos dominios RG-I (Figura 6).

Figura 6 — Possiveis disposi¢cées dos dominios da pectina para formacao da macromolécula. A) modelo €
gue regides lisas e ramificadas se alternam e B) modelo proposto por Vincken e co-autores, em qui
dominios de HG sé&o cadeias laterais de RG-I (adaptado de SGH@L$2009)).

A mucoadesividade da pectina € bem reconhecida e ja foi estudada através de diferentes
técnicas, como analise em texturbmetro (THIRAWOMNG al., 2007), em viscosimetro
(THIRAWONG et al., 2008a) e em estudes vivo (LIUet al., 2005). Devido a essa propriedade,

a pectina tem sido explorada em varios sistemas mucoadesivos de liberacdo controlaeia (KIM
al., 2003; THIRAWONGet al., 2008b), isolada ou combinada com outros polimeros, naturais ou
sintéticos. O uso de misturas de polimeros representa uma estratégia racional para a obtencéao c
materiais com propriedades moduladas para atender a necessidades terapéuticas especificas (Ll
et al., 2003; KHONDKARet al., 2007; PREZOTTét al., 2012; SOARESt al., 2013).

2.4 Cetoprofeno

Este farmaco surgiu em 1967, sintetizado no Rhéne-Poulenc Laboratories (Franga), atual
Sanofi, apenas 3 anos apo0s o0 seu prototipo ibuprofeno (CAILLETEAU, 1988). Aprovado desde
1973 para uso na Europa e desde 1986 nos Estados Unidos (CAILLETEAU, 1988; RAINSFORD,
1988).

O cetoprofeno (CP) é um anti-inflamatério nao esteroidal (AINE) da classe das
benzofenonas, derivado do &cido arilpropiénico, com propriedades anti-inflamatorias, analgésicas
e antipiréticas. Pelo sistema de classificacdo biofarmacéutica é considerado um farmaco de class
Il, por apresentar baixa solubilidade em &agua e alta permeabilidade (SHEMG 2006;
SHOHIN et al., 2011). Trata-se de um acido fraco, seu pKa é aproximadamente 4,6 (8HENG

al., 2006), de formula molecular; 1,403 € sua estrutura quimica esta representada na Figura 7.
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Possui massa molecular de 254,29 g/mol e seu ponto de fusdo é 94°C. Em metanol, o
comprimento de onda de maxima absorcéo é 255nm e seu log E é 4,33. E sollvel em éter, etanol

acetona, cloroférmio, dimetilformamida e acetato de etila (BUDAVARI., 1996).

Figura 7 — Estrutura quimica do cetoprofeno.

O CP é um anti-inflamatorio muito eficaz, sendo rapidamente absorvido e eliminado, com
uma elevada biodisponibilidade (90%), curta meia-vida (1 h), cuja atividade analgésica persiste
por aproximadamente 3 - 4 h apds a tomada. O tratamento de doencas inflamatdrias cronicas con
CP exige varias administracdes diarias, o que pode acarretar em baixa adesao do paciente, 0
mesmo em variagdes das concentracdes plasméticas a niveis abaixo do terapéutico por atrasos |
administracao (HABIB e MESUE, 1995). O uso prolongado e regular de um AINE pode ainda
causar danos nas porc¢des superiores do trato gastrintestinal (TGI), como dispepsia em 15 — 609
dos usuarios e Ulceras gastricas ou duodenais, presentes em 15 — 30% dos pacientes. Esses dal
sdo causados tanto por seu efeito topico, quando o farmaco, que € um &cido fraco, entra en
contato direto com a mucosa, quanto sistémico, devido a inibicdo da producédo de prostaciclinas,
sendo este ultimo o principal mecanismo causador de Ulceras (LAINE, 2002).

Para melhorar o esquema posologico, aumentando a adesédo do paciente ao tratamento,
reduzir os danos na parte superior do TGI, diversos sistemas de liberacao controlada contendo CI
foram desenvolvidos, como por exemplo, microesferas contendo complexos de CP e
ciclodextrinas (MAESTRELLIet al., 2008), micropéletes lipidicos (HASSA& al., 1995),
comprimidos revestidos para liberacdo pulsatil (RABIEal.,, 2009), nanoparticulas lipidicas
sélidas obtidas a partir de misturas de ceras de abelha e de carnaiba (KHERADMASIRNJA
2010) e comprimidos destinados a uma administracdo diaria com liberagdo do farmaco por 24 h
(RODA et al., 2002). Dentre as formas farmacéuticas citadas, as multiparticuladas apresentam a
vantagem de se distribuirem melhor que as monoliticas, evitando a irritacdo a mucosa gastrica
pelo acumulo localizado de farmaco (HASSANaI., 1995).
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3 OBJETIVOS

Obter e caracterizar microesferas de misturas de goma gelana e pectina obtidas através d
geleificacdo ionotropica com Al bem como avaliar as propriedades de liberacdo controlada do

farmaco.
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4 MATERIAIS EM ETODOS
4.1 Principais matérias-primas

- Acido cloridrico (Quimis)

- Brometo de potassio (Synth)

- cetoprofeno (Sigma)

- Cloreto de aluminio (Vetec)

- Fosfato de sdédio tribasico 1281 (Henrifarma)

- Fosfato de potassio monobasico (Vetec)

- Goma gelana (KelcogeCG-LA - CP Kelco)

- Hidréxido de sédio (Grupo Quimica)

- Mucina tipo 1l (Sigma-Aldricf)

- Pectina de baixo grau de metoxilacéo (LM-5206CS - CP Kelco)

- Laurilsulfato de sodio (Vetec)

4.2 Principais equipamentos

- Agitador magnético (Quimis)

- Analisador termogravimétrico SDT Q600 (TA Instruments)

- Balanca Analitica (Mettler Toledo)

- Bomba a vacuo TE-058 (Tecnal)

- Centrifuga (Sorvall TC)

- Calorimetro exploratério diferencial DSC 1 Star Syqtdettler Toledo)
- Dispositivo para determinacdo de intumescimento segundo Enslin
- Dissolutor SR8 Plus (Hanson Research)

- Espectrofotémetro UV-Visivel (Hewlett Packard-Kayak XA)

- Espectrometro FTIR-8300 (Shimadzu)

- Estufa com circulacao forcada de ar (Fabbe)

- Homogeneizador de solu¢des (Phoenix)

- Homogeneizador ultra-turrax (IKA)

-Microscopio eletrdnico de varredura (JEOL JSM-7500F)

- Microscopio-Estereoscopio com dispositivo de captura de imagens (Leica MZ APO)

- Peagdmetro digital (Micron3)
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4.3 Obtencao das microesferas

Dispersfes aquosas de misturas de gelana:pectina (1:1 e 4:1), em diferentes concentracte
(2% e 4%), foram preparadas a 80°C, sob agitacdo magnética durante 20 minutos, para a complet
dispersdo dos polimeros. Em seguida, adicionou-se o farmaco (0,5% e 1,0%, m/v) também sob
agitacdo magnética até completa disperséao.

As dispersdes obtidas foram gotejadas, utilizando seringa e agulha de irrigacdo sem bisel
23G 17 (0,6 x 25 mm), sobre uma solucdo de cloreto de aluminio (3 e 5%, m/v), previamente
resfriada em banho de gelo (4°C). As microesferas obtidas permaneceram sob agitacdo por 2(
minutos adicionais, a fim de completar a reacao de reticulagéo, e posteriormente foram separada
por filtracdo, lavadas com agua purificada (150 ml) e secas em estufa a temperatura ambiente. C
mesmo procedimento foi realizado para a obtencéo de microesferas sem farmaco, utilizadas comc
controle. As microesferas foram armazenadas em dessecador, sob vacuo. A Figura 8 representa

processo de obtencao descrito.

Figura 8 — Representacdo esquematica do processo de obtencdo de microesferas de goma gelana e pe
através do método de geleificacdo ionotrdpica.

As amostras foram denominadas de acordo com a proporcao gelana:pectina (1:1 e 4:1
como 11 e 41, respectivamente), a concentragdo polimeérica (L = 2% e H = 4%), a concentracao de
farmaco (0 = controle; 0,5 = 0,5% e 1 = 1% de cetoprofeno) e a concentracdo da solugéo
reticulante (3 = 3% e 5 = 5% de>Al A Tabela 1 mostra a composicdo de cada amostra obtida,

com a respectiva sigla que a denomina.
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Tabela 1 — Nomenclatura e composi¢édo das microesferas obtidas pela técnica de geleificacdo ionotrépica
patir dos polimeros goma gelana e pectina, em solucdo reticulante de cloreto de aluminio utilizandc
cetoprofeno como farmaco modelo.

Concentracéo de

Sj Proporcéo Concentragéo de Concentracao de :
igla ) . . . agente reticulante
gelana:pectina  polimeros (%) farmaco (%) A% (%)
11L0-3 1:1 2,0 0 3,0
11L0,5-3 1:1 2,0 0,5 3,0
11L1-3 1:1 2,0 1,0 3,0
11HO0-3 11 4,0 0 3,0
11H0,5-3 1:1 4,0 0,5 3,0
11H1-3 1:1 4,0 1,0 3,0
4110-3 4:1 2,0 0 3,0
4110,5-3 4:1 2,0 0,5 3,0
4111-3 4:1 2,0 1,0 3,0
41HO0-3 4:1 4,0 0 3,0
41H0,5-3 4:1 4,0 0,5 3,0
41H1-3 4:1 4,0 1,0 3,0
11H1-5 1:1 4,0 1,0 50
41H1-5 4:1 4,0 1,0 50

4.4 Caracterizagédo das microesferas
4.4.1 Analise de tamanho e forma das particulas

As anélises foram realizadas em estereoscépio Leica MZ A&ROaumento de 10 vezes.
Microesferas, previamente secas até peso constante, foram dispostas em uma placa de Petri
imagens foram capturadas com auxilio do programa Motic Images Advance 2.0 e digitalizadas
utilizando o programa analisador de imagem Motic Images Advance 3.2. Foram analisadas
populacdes de 100 particulas de cada formulagcéo e os parametros avaliados foram o diametro d
circulo equivalente e a circularidade.

Para uma andlise quantitativa da distribuicdo granulométrica das amostras, foi determinado

o indice de Span, que representa a polidispersidade da amostra, a partir da seguinte equacao:

Doy — D
Span = — 10 (Equacéo 1)
Ds,

em queDgy, Dip € Dsp sédo os diametrosuf) determinados para os percentis 90, 10 e 50,
respectivamente (ABASHZADEL't al., 2011).
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4.4.2 Analise de morfologia de superficie e estrutura interna

A morfologia de superficie e a estrutura interna das microesferas foram analisadas em
microscopio eletrénico de varredura de alta resolucdo JEOL JSM-7500F. Para avaliar a estrutura
interna, as microesferas passaram por um processo de criofratura, em que foram congelada
utilizando nitrogénio liquido e posteriormente fraturadas. As amostras foram fixadas em fita de
carbono dupla face e fotomicrografias em diferentes aumentos foram obtidas.

4.4.3 Rendimento

Para avaliar o rendimento do processo de obtencéo, as microesferas foram secas até pes
constante em dessecador contendo silica gel, sob vacuo. O rendimento foi calculado como sendo
massa obtida de microesferas secas dividida pela soma das massas dos polimeros e farmac
utilizados na sua obtenc¢éo, de acordo com a equacgao abaixo:

massa de microesferas secas

% Rendimento = 100 (Equacéo 2)

- ; X
(massa de polimeros + massa de farmaco)

4.4.4 Avaliacao da eficiéncia de encapsulacéo

Para avaliar a eficiéncia de encapsulacao do cetoprofeno, uma massa precisamente pesad
de microesferas foi intumescida em tampéao fosfato pH 7,4 por 24 horas e entdo trituradas em
ultra-turrax (IKA) a 11.000 rpm durante 1 minuto, para a completa extracdo do farmaco. Em
seguida a dispersdo foi centrifugada a 2500 rpm por 5 minutos e o farmaco presente no
sobrenadante foi quantificado utilizando espectrofotdmetro UV-VIS em 260 nm, em triplicata. O
mesmo foi feito com microesferas que ndo continham farmaco incorporado, como controle. A
eficiéncia de encapsulacgéo foi calculada através da seguinte equacéo:

Cq

EE% = Q_ x 100 (Equacéo 3)
t

em queEE% é a eficiéncia de encapsulacédo (@) ¢ a quantidade quantificada de farmacg é
a quantidade total de farmaco adicionada.
A metodologia analitica para a quantificacdo do farmaco foi validada.
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4.4.4.1 Validacao de metodologia analitica para quantificacédo do
cetoprofeno por espectrofotometria na regiao do ultravioleta

Os parametros de validacdo avaliados foram: especificidade / seletividade, linearidade,
precisao, exatidao, limite de deteccéo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) conforme preconizado
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, Farmacopeia Americana e Conferéncia
Internacional de Harmonizacao (BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP, 2011b). Foram validadas trés
metodologias, para quantificacdo do cetoprofeno nos meios: HCI 0,1 N, pH 1,2 com 0,75% de

laurilsulfato de sodio; tampéao fosfato pH 6,0 e tampé&o fosfato pH 7,4.

44.4.1.1 Determinacdo do comprimento de onda de maxima absorcao do
cetoprofeno na regido do ultravioleta

Solucgdes de concentracdo Z2ffmL de cetoprofeno em HCI 0,1 N, pH 1,2 com 0,75% d
laurilsulfato de sodio; tampéao fosfato pH 6,0 e tampéao fosfato pH 7,4 foram submetidas a uma
varredura entre 200 e 400 nm, em espectrofotdmetro UV-Vis, a fim de se verificar o comprimento

de onda no qual o farmaco apresenta seu pico de méaxima absorcéo.

4.4.4.1.2 Especificidade / Seletividade

Com o objetivo de avaliar a interferéncia da goma gelana e da pectina na quantificacéo de
cetoprofeno encapsulado nas microesferas e demonstrar que o resultado do teste nao é afetado p
esses polimeros, a especificidade/seletividade foi determinada avaliando-se 0 espectro de
absorcdo destes polimeros entre 200 e 400 nm. Solu¢des contepdtmI5de misturas de
gelana:pectina (1:1 e 4:1) nos diferentes meios testados foram submetidas a varreduras no UV.

4.4.4.1.3 Linearidade

A linearidade do método foi determinada através da obtencdo da curva analitica de
cetoprofeno nos diferentes meios testados. A partir de solugcdes estoque contenglon20de
ceoprofeno, foram preparadas diluicbes com concentragfes variando de Lgin2Q em
triplicata.
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44414 Precisao

A precisdo foi avaliada em trés niveis de concentracdo, baixa/(bL), média (10
pug/mL) e alta (15ug/mL), em triplicata, a partir de solucéo estoque a@d®L, contemplando o

intervalo linear do método.

44415 Exatidao

A exatidao foi determinada utilizando-se trés diferentes concentracdes, baigen(y
meédia (10 ug/mL) e alta (15ug/mL), contemplando a faixa de linearidade do método.
Realizaram-se cinco determinacdes por concentracdo e a exatidao foi calculada a partir da

seguinte equacao:
C
Exatidao (%) = o x 100 (Equacéo 4)
0
em que G2 a concentracdo média determinada experimentalmepté a &ncentracao teorica.

44416 Limite de Detecgao e Limite de Quantificagéo

Os limites de deteccédo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram determinados por meio da
analise de solucbes de concentracdes decrescentes de cetoprofeno até o menor nivel detectado (

5alg/mL), em triplicata, e calculados através das segmiequacoes:

3 X DP, N

= IC (Equacéo 5)
10 X DP,

= —Ic (Equacéo 6)

em quelLD é o limite de deteccad,Q é o limite de quantificacad)P, € o desvio padrdo do
intercepto com o eixp das trés curvas construidas com as concentracdes decrescentes do farmaco

e IC é o coeficiente angular da curva analitica.

4.4.5 Anélises térmicas

Para estudo de possiveis interagcdes farmaco-polimero bem como do estado fisico em que c
farmaco encapsulado se encontra, realizaram-se as analises de calorimetria exploratoria
diferencial (DSC) e termogravimetria / termogravimetria derivada (TG/DTG) do farmaco puro, da

goma gelana, da pectina e das diferentes microesferas obtidas.
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4.45.1 DSC

As curvas de DSC das amostras foram registradas utilizando-se calorimetro exploratorio
diferencial, modeldSC 1 Star SysterfMettler Toled§) a uma razdo de aquecimento de 10
°C/min, sob atmosfera inerte de gas nitrogénio (50 mL/min), na faixa de aquecimento de 25 a 200
°C para o farmaco, -30 a 400 °C para os polimeros e 20 a 100 °C para as microesferas. O
experimentos foram conduzidos utilizando-se cadinho de aluminio com tampa perfurada contendo

cerca de 1 mg de amostra e como referéncia um cadinho de aluminio vazio com tampa perfurada.

4452 TG/DTG

As curvas de TG/DTG das amostras foram registradas em equipafifemtstruments
SDT Q6002 uma razao de aquecimento de 10 °C/min, sob atmosfera inerte de gas nitrogénio (100
mL/min), na faixa de aguecimento de 25 a 500 °C. Os experimentos foram conduzidos utilizando-

se cadinho de aluminio contendo aproximadamente 7 mg de amostra.

4.4.6 Espectroscopia de absorgéo na regiao do infravermelho

Espectros em infravermelho por transformacdes de Fourier (FTIR) foram obtidos para os
polimeros isolados, o cetoprofeno e para microesferas obtidas a partir de misturas de gelana ¢
pectina nas proporcdes 1:1 e 4:1 contendo 0,5% de cetoprofeno e microesferas sem farmaco. O
espectros foram obtidos utilizando pastilhas de brometo de potassio em espectrometro FTIR-830C
(Shimadz{i) entre 4000 e 400 cth

4.4.7 Determinacao da capacidade de absorcao de liquidos

A capacidade de absorcdo de liquidos das microesferas foi determinada utilizando-se
dispositivo de Enslin adaptado (Figura 9) (VOIGT, 2000; CURY, 2005).
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Figura 9 — Dispositivo de Enslin adaptado para determinacédo da capacidade de absorcéo de liquidos.

As microeéferas foram secas até peso constante e uma massa de amostra precisamen
pesada foi imediatamente disposta sobre a placa de vidro sinterizada do dispositivo. As
extremidades do dispositivos foram vedadas . Foram utilizados meios com diferentes valores de
pH, simulando as diferentes regides do TGl — meio gastrico simulado sem enzimas (HCI 0,1N pH
1,2), meio entérico simulado sem enzimas (tampao fosfato pH 7,4) e meio coldnico simulado sem
enzimas (tampao fosfato pH 6,0). O volume de liquido absorvido foi avaliado em diferentes
intervalos de tempo (1, 2, 5, 10, 15, 30, 60 e 90 min). Foram analisadas microesferas com e sen
farmaco.

Os testes foram realizados em triplicata e os resultados expressos em porcentagem de

liquido absorvido, calculado de acordo com a seguinte equacéo:

o/ 14 . . _ mliq
% liquido absorvido = — x 100
par

(Equacéo 7)

em quemiq (g) € a massa de liquido absorvido, considerando a densidade da agua de 1 g/ml, e

Mpar € @ Massa de microesferas (g) utilizadas.

4.5 Selegdo de amostras para estudos de mucoadesao e dissolugéo

Com a finalidade de realizar os testes de mucoadesao e dissolugdo com as amostras d
caracteristicas mais promissoras, avaliaram-se os resultados de obtencdo e caracterizacdo d

particulas para a selecédo das amostras.

4.6 Estudo da mucoadesividade das microesferas

A mucoadeséo foi avaliada através da interacdo entre a mucina, principal glicoproteina
constituinte do muco (KHANVILKARet al., 2001), e microesferas dispersas em solucdo aquosa
(DHAWAN et al., 2004; SONIA e SHARMA, 2011).
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SolucBes aquosas de mucina (tipo II; Sigma-Aldfjdhram preparadas nas concentracées

de 50, 100, 150 e 200 ug/ml a partir de uma solucdo estoque de 500 ug/ml. Microesferas (20 mg)
foram adicionadas a 10 ml das solu¢cbes aquosas de mucina nas diferentes concentracdes citade
Apos agitacdo em vortex, as amostras foram incubadas em banho termostatizado com circulacao .
37°C por 1h. Em seguida, foram centrifugadas a 3000 rpm por 2 min e o sobrenadante foi
utilizado para a quantificacdo da mucina livre empregando-se o método de Lowry modificado por
Peterson (PETERSON, 1977; DHAWAN al., 2004). Trata-se de um método colorimétrico que
permite a quantificacdo de proteinas utilizando espectrofotémetro.

Para a determinagdo da mucina livre no sobrenadante, utilizaram-se os reagentes do kit
Total Protein Kit, Micro Lowry, Peterson's Modification (Sigma-Aldrich). Adicionou-se 1 ml do
reagente de Lowry a aliquotas de 1 ml de sobrenadante. As solu¢gbes permaneceram a temperatu
ambiente por 20 minutos e, entdo, adicionou-se 0,5 ml do reagente de Folin-Ciocalteu’s. As
solugbes permaneceram em repouso por mais 30 minutos para o desenvolvimento de cor e
absorbancia foi mensurada em espectrofotbmetro UV-Visivel em 749 nm, em duplicata. Para o
branco, o mesmo procedimento foi empregado utilizando-se agua destilada.

Para o céalculo da quantidade de mucina livre, utilizou-se uma curva analitica padrdo de
equagao y=0,0085x+0,0741 e r: 0,997.

A guantidade de mucina adsorvida foi determinada indiretamente a partir da quantificacao

da mucina livre no sobrenadante, através da equacao:

Qmucina adsorvida = @mucina adicionada — @mucina livre (Equacéo 8)

4.6.1 Isotermas de adsor¢cdo da mucina

Os dados obtidos foram interpretados utilizando-se as equacdes de Freundlich (Equacéo 9)

e Langmuir (Equacao 10), que descrevem as isotermas de adsorgitoa(HE998).

1 ~
Q. =kx Ce/n (Equacéo 9)
axC, .
Q. = b+C, (Equacéo 10)

em queQe € a quantidade de mucina adsorvida por unidade de massa de microesferas@ng/qg) e
€ concentracdo de mucina livre no sobrenadante (md¢/L8, a constante de Freundlich e
representa a capacidade de adsong@oa constante que representa a intensidade da adsoezao,

b sdo parametros de Langmuir, sendo a constardemaxima capacidade de ligacad ®
coeficiente de dissociagdo, que representa a afinidade entre a mucina e a microesfetaa{LAN

2001; KYZASet al., 2013). Para aplicar o modelo de Freundlich, plotou-se o grafico dewsg C
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log Q., para o0 modelo de Langmuir plotou-se o grafico. ¥&1/Q. e 0s valores das constantes

foram obtidas a partir de uma regresséao linear simples.

4.7 Estudo da liberacdo do farmaco
4.7.1 Avaliacao da solubilidade do cetoprofeno

A solubilidade do cetoprofeno foi determinada através do método do equilibrio (TONG e
WEN, 2008) nos meios HCI 0,1 N (pH 1,2) sem tensoativo ou contendo laurilsulfato de sédio
(0,5, 0,75 e 1,0%), tampéao fosfato pH 6,0 e tampéao fosfato pH 7,4. Cetoprofeno foi adicionado
em excesso aos diferentes meios testados, para garantir a saturacdo, e mantido sob agitacao e
homogeneizador de solucdes por 72h. Apos esse periodo, as amostras foram centrifugadas (150
rpm, 5 minutos), o sobrenadante foi filtrado em membrana deu®4® o farmaco soltvel foi
guantificado em espectrofotbmetro UV-Visivel.

Para determinar a concentracdo do farmaco solluvel a partir das absorbancias, utilizaram-se

as curvas analiticas previamente obtidas e validadas para cada meio.

4.7.2 Avaliagao do intumescimento e eroséo

O comportamento de intumescimento das amostras submetidas ao ensaio de liberacao
vitro foi determinado gravimetricamente. Uma massa precisamente pesada das amostras foi
imersa nos diferentes meios (HCI 0,1N pH 1,2 e tampéao fosfato pH 7,4) por 2 h e, apds esse
periodo, as amostras foram retiradas e o excesso de liquido removido cuidadosamente com pape
absorvente. As microesferas intumescidas foram precisamente pesadas, secas até peso constant
pesadas novamente. A porcentagem de liquido absorvido foi calculada a partir da equacéo
(BANERJEEet al., 2012):

(Mine — Myps) x

Mygps

% intumescimento = 100 (Equacéo 11)

em que m; = massa das particulas intumescidas,eimassa final das particulas secas.

A erosado que as particulas sofrem quando expostas a meios com diferentes valores de pt
foi obtida a partir da seguinte equacgéao:
(mips - mfps)

mips

% erosao = x 100 (Equacéo 12)

em quemyps = massa inicial das particulas secasyg = massa obtida apos a secagem das

paticulas intumescidas.
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4.7.3 Determinagéo do perfil de liberacao in vitro do cetoprofeno

Os ensaios de dissolugcédo para a determinacdo do perfil de liberag&o do farmaco
foram realizados com uma massa precisamente pesada de microesferas correspondente a 150n
de farmaco, baseado na eficiéncia de encapsulacdo de cada amostra. Para este estudo, fore
utilizadas as amostras 11H1-3; 11H1-5; 41H1-3 e 41H1-5, que apresentaram bons resultados par
os testes de circularidade e eficiéncia de encapsulagao.

O ensaio foi realizado utilizando-se o aparato 1 (cesto), sob velocidade de agitacao de 50
rpm e temperatura de 37 £ 0,4 °C. Foram empregados, como meios de dissolucéo, solugdes con
diferentes valores de pH, simulando a variacdo que ocorre ao longo do trato gastrintestinal e
garantindo-se as condic¢ds®k Inicialmente o ensaio foi realizado em meio gastrico simulado
sem enzimas (900 mL de HCI 0,1N — pH 1,2) durante 2 horas. Laurilsulfato de sodio (0,75%) foi
adicionado como tensoativo devido a escassa solubilidade do farmaco neste meio. A segunde
etapa do ensaio foi realizada em meio entérico simulado sem enzimas (900 mL de tampéo fosfatc
— pH 7,4) durante 4h como preconizado pela USP (USP, 2011a). Para ultima etapa do ensaio, ¢
pH foi ajustado para 6,0 através da adi¢cdo de HCI 2,0 N, simulando o pH do meio colbénico. Os
meios foram preparados de acordo com o descrito pela USP. Aliquotas foram retiradas em
intervalos de tempo pre-estabelecidos, sendo feita a reposicdo imediata de meio a mesme
temperatura.

A gquantidade de farmaco liberada foi determinada em espectrofotdmetro UV-Visivel, nos
comprimentos de onda de maxima absor¢cdo observados para cada meio. Os ensaios forar

realizados em triplicata.

4.7.4 Analise dos mecanismos de liberacao do farmaco

O mecanismo de liberacdo do farmaco foi avaliado a partir dos dados de dissolucédo
obtidos e aplicacdo de modelos matematicos utilizando o software Sigma Plot 10.0. Os modelos
matematicos empregados foram Korsmeyer — Peppas, Higuchi, Primeira-Ordem, Hixson —

Crowell e Baker — Lonsdale.

4.8 Anélise estatistica dos resultados

Os dados foram tratados estatisticamente pela andlise de variancia (ANOVA), seguida por

comparacdes multiplas pelo método de Tukey e adotou-se nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS E DIsCussAO

5.1 Obtencao das microesferas

Microesferas de goma gelana e pectina foram obtidas através do método de geleificacédo
ionotrépica utilizando A" como agente reticulante.

Embora a obtencéo de microesferas através de gotejamento seja amplamente empregada,
otimizacdo de alguns parametros, como concentracdo da dispersao polimérica e da solucac
reticulante, altura do gotejamento e diametro da agulha, para obtencdo de particulas com
propriedades desejadas geralmente impde desafios (GiAd, 2009). Estudos preliminares
foram realizados para investigar o efeito da concentracdo de polimeros e da proporcdo goma
gelana:pectina na obtencao das microesferas. Observou-se que as dispersdes com 2% (m/v) c
polimeros permitiu a obtencdo de particulas com melhores propriedades de forma e tamanho, ¢
que a propor¢éo 1:4 (goma gelana:pectina) ndo permitiu a formacgéo de particulas esféricas, pois
houve formagé&o de cauda e a circularidade maxima foi 0,538 + 0,149, sendo 1,0 o valor do circulo
perfeito (BARREIROSt al., 1996).

Para as baixas concentracdes de polimeros (0,5, 1,0 e 1,5%) e a proporcdo 1:4, a
viscosidade e a tensdo superficial ndo foram suficientes para contrariar o efeito de impacto e
arraste (SEIFERT e PHILLIPS, 1997; CHAM al., 2009), originando particulas deformadas e

com cauda, como representado na Figura 10, e foram, portanto, excluidas dos demais estudos.

Figura 10 — Esquema das diferentes morfologias das particulas apds o gotejamento. A) Particulas esférice
daamostra 11H1-3; B) Particulas deformadas — 1% (m/v) de concentracdo polimérica e C) Particulas com
cauda — proporcao gelana:pectina 1:4.
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Para a reticulagdo com maior concentracdo d€ (%), utilizaram-se somente as

concentracdes mais elevadas de polimeros (4%) e farmaco (1%) com base nos maiores valores d
circularidade apresentados pelas amostras obtidas nessas mesmas condi¢des, quando reticulac
com aluminio 3% (item 5.2.1).

A Figura 11 mostra microesferas com e sem cetoprofeno logo apdés a obtencdo por
geleificacdo ionotrépica. A presenca do farmaco nas particulas é indicada pela coloracéo branca

enguanto na auséncia do cetoprofeno as particulas mostraram-se transparentes.

Figura 11 — Microesferas ap0s o processo de obtengéo por geleificacdo ionotrépica. A) amostra 11H1-3 e
B) amostra 11HO0-3.

5.2 Caracterizacdo das microesferas
5.2.1 Analise de tamanho e forma das particulas

Ao desenvolver um sistema multiparticulado para a liberacdo controlada de farmacos, é de
extrema importancia que o método de obtencao seja capaz de produzir particulas esféricas e cor
distribuicdo de tamanho monodispersa, para que as taxas de liberacdo do farmaco sejam altamen
reprodutiveis (CHANet al., 2009).

Para avaliar o tamanho e a forma das particulas, mediu-se o diametro do circulo
equivalente, que corresponde ao diametro de um circulo de area equivalente a da particule
analisada (BARBER e HEALTHCARE, 1993) e o grau de circularidade, que é um fator de forma
e expressa a regularidade da particula, sendo 1,0 o valor que representa um circulo perfeitc
(BARREIROS et al., 1996). Avaliou-se a influéncia da proporcéao entre gelana e pectina, e das
concentragfes de polimeros, farmaco e reticulante sobre o tamanho e a forma das microesferas
Também foi avaliada a distribuicdo de tamanho das amostras através do calculo do indice Span
gue representa sua polidispersidade, ou seja, a amplitude da distribuicdo (TABBAKHEAN
2006; KAWADKAR e CHAUHAN, 2012).
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Os resultados do diametro médio, circularidade e indice Span das amostras analisadas

estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Circularidade, didmetro do circulo equivalente e irffi@m das microesferas de goma
gelana:pectina (média + DP).

Diametro do circulo

Amostra Circularidade . Span
equivalente um)
11L0-3 0,734 £ 0,062 728,947 + 34,875 0,12
11L0,5-3 0,770 + 0,054 747,182 £ 56,050 0,19
11L1-3 0,738 + 0,049 838,593 + 59,695 0,18
11HO0-3 0,730 £ 0,052 877,529 + 27,966 0,08
11H0,5-3 0,827 £ 0,026 793,486 + 25,478 0,08
11H1-3 0,809 + 0,032 844,840 £ 51,481 0,16
41L0-3 0,733 £ 0,040 777,444 + 34,049 0,11
41L0,5-3 0,751 £ 0,043 779,024 + 61,488 0,20
41L1-3 0,757 + 0,043 817,253 + 52,011 0,16
41H0-3 0,791 + 0,034 821,133 +£ 20,611 0,06
41H0,5-3 0,814 £ 0,025 799,921 + 49,207 0,16
41H1-3 0,830 + 0,025 803,368 + 48,851 0,16
11H1-5 0,819 + 0,022 924,557 + 31,640 0,09
41H1-5 0,849 + 0,035 887,221 + 70,774 0,20

De acordo com o tamanho, as particulas que compdem um sistema de liberacéo

multiparticulado podem ser dividas em nanoparticulas, que variam de 10 a 1000 nm e em
microparticulas, que variam de 1 a 1000 (FASANO, 1998).

As particulas analisadas apresentaram diametro médio entre 728,9 eua246dendo

sa classificadas como microparticulas. O tamanho da particula dependera, dentre outros fatores,

da quantidade de material que compde a gota que a originou (ZANIBCAl 1995), assim a

amostra que apresentou o menor diametro médio foi a 11L0-3 (728194%0,05), o que pode

ser atribuido a auséncia de farmaco e a baixa concentracdo de polimeros (2%) nesta amostra.

Para as amostras contendo cetoprofeno, o aumento da concentracdo de 0,5 para 1% levo

ao aumento do diametro das microesferas (p<0,05), exceto para as amostras 41H0,5-3 e 41H1-C

Considerando que ao aumentar a concentracdo de CP, mais farmaco esta disponivel para ocup:

0S espacos intersticiais entre as cadeias poliméricas, ocorre uma expansao da estrutura, 0 qu

origina particulas de maiores tamanhos (KULKAR@&l al., 2011). No entanto, para essas

amostras, a concentragdo polimérica e a proporgcdo gelana:pectina ndo influenciaram no tamanh

de particula.

Para as amostras sem farmaco, a maior concentracdo de polimeros (4%) originou

microesferas de maior diametro (p<0,05), o que pode ser atribuido a maior massa de polimero,

bem como a maior viscosidade da dispersdo, o que promove a formacao de gotas maiores durant
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0 gotejamento, originando particulas de maiores dimensdes (MARSIAIS 2007; KULKARNI
et al., 2011).

O aumento da concentracdo do agente reticulante originou particulas de maiores diametros
para ambas as proporcdes poliméricas (p<0,05) e nenhuma correlacdo entre o tamanho da
particulas e a proporcdo de polimeros foi observada.

As distribuicdes de tamanho podem ser classificadas quanto a sua amplitude de variacao,
em monodispersas, quando a amplitude é estreita, ou polidispersas, quando é ampla (BAUMET
al., 2008). Quanto menor € o valor do Span, menor € a amplitude da distribuicdo de tamanho das
particulas e, portanto, mais homogénea é a amostra (YIN WIN; FENG, 2005).

O controle do tamanho e da distribuicdo de tamanho das microesferas € importante, pois
esses parametros afetam a reprodutibilidade da liberacdo do farmaco, a absorcdo e,
consequentemente, a biodisponibilidade (KHAFAGY et2007).

Os perfis da distribuicdo de tamanho das microesferas estéo representados na Figura 12 «
os valores do indice Span sdo mostrados na Tabela 2.

7 ) )
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Figura 12 — Distribuicdo de tamanho de particula para as microesferas de gelana:pectina
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As amostras analisadas demonstraram distribuicdo de tamanho unimodal, ou seja, valores
compreendidos em um Unico intervalo, com baixos valores de Span (0,06 a 0,2). Segundo
GAUMET et al. (2008), em uma escala de 0 a 1, valores de Span abaixo de 0,1 estdo
correlacionados a elevada homogeneidade na populacdo das particulas. Segundo ess
classificacdo, somente as amostras 11HO0-3, 11H0,5-3 41H0-3 e 11H1-5, que apresentaram Spa
de 0,08, 0,08, 0,06, e 0,09 respectivamente, podem ser classificadas como monodispersas, todas
demais séo consideradas polidispersas.

Quanto a forma das microesferas, os valores de circularidade foram satisfatérios,
apresentando-se entre 0,730 e 0,849, sendo o maior valor apresentado pela amostra 41H1-
(p<0,05). A maior reticulacdo desta amostra deve dar origem a uma estrutura mais forte, a qual
sofre menor impacto da tenséo superficial, mantendo sua estrutura preservada.

O aumento da concentracdo de polimeros promoveu a formacdo de microesferas com
maior circularidade (p<0,05), exceto para as amostras 11L0-3 e 11HO0-3, que ndo apresentararn
diferencas estatisticamente significativas entre si (p>0,05). Microesferas com farmaco
apresentaram maior circularidade que seus respectivos controles (p<0,05), exceto para as amostre
11L0-3 e 11L1-3. No entanto a circularidade néo foi influenciada pela propor¢ao dos polimeros.

A viscosidade da dispersao polimérica deve ser suficiente para que as particulas formadas
mantenham-se esféricas ap0s sofrer o impacto do gotejamento sobre a solugéo reticulante, cas
contrario, particulas deformadas ou com caudas serdo produzidas (SEIFERT e PHILLIPS, 1997;
CHAN et al., 2009). Assim, a maior viscosidade das dispers6ées com maior concentracao de
polimeros e a presenca de farmaco devem ter permitido maior resisténcia mecéanica das

microesferas, originando particulas mais esféricas ao final do processo.

5.2.2 Analise de morfologia de superficie e estrutura interna

A microscopia eletrénica de varredura de alta resolucdo (MEV) fornece visualizacao direta
das particulas, e dessa forma permite avaliar a forma, o tamanho e outras caracteristicas
(GAUMET et al., 2008).

As fotomicrografias revelaram a superficie altamente irregular das microesferas, como
observado por MAITIet al. (2011) em estudo com microesferas de goma gelana contendo

glipzida e reticuladas com aluminio. A Figura 13 evidencia essa caracteristica.
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Figura 13 — Fotomicrografia evidenciando a superficie irregular caracteristica das particulas (amostra
11L0,5-3; aumentos de 100 e 300x).

As figuras 14 a 17 apresentam as fotomicrografias das amostras estudadas, em que ¢
possivel observar que a incorporacdo de farmaco levou a uma maior irregularidade de superficie,

provavelmente devido a maior deposicédo do farmaco nessa regiao.
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Figura 14 — Fotomicrografias de microesferas de gelana:pectina na proporcédo 1:1 e 2% de concentragac
polimérica (aumento de 100x).

Figura 15 — Fotomicrografias de microesferas de gelana:pectina na proporgédo 1:1 e 4% de concentragac
polimérica (aumento de 100x).
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Figura 16 — Fotomicrografias de microesferas de gelana:pectina na proporcao 4:1 e 2% de concentrac:
polimérica (aumento de 100x).

Figura 17 — Fotomicrografias de microesferas de gelana:pectina na proporcéo 4:1 e 4% de concentraca
polimérica (aumento de 100x).
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Para avaliar a estrutura interna, as microesferas foram congeladas em nitrogénio liquido e

poderiormente fraturadas. Internamente € possivel verificar uma matriz polimérica homogénea na
auséncia de farmaco, no entanto, na presenca do farmaco verifica-se uma estrutura altament
irregular com a presenca de poros, o que indica que o farmaco se interpde entre as cadeias
expandindo a rede que adota uma estrutura diferente. A Figura 18 mostra a diferenca entre

particulas com e sem farmaco.

Figura 18 — Fotomicrografias evidenciando o interior de microesferas A) com farmaco e B) sem farmaco
(aumentos de 100 e 1000x).

5.2.3 Rendimento

O rendimento das amostras (Tabela 3) variou entre 59,91 e 92,76% e o0s valores elevados
indicam que a técnica de obtencdo de microesferas pelo método de geleificacédo ionotropica foi

eficiente, sendo o rendimento médio entre todas as amostras de 79,37%.
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Tabela 3 — Rendimento (%) do processo de obtengéao de microesferas.

Amostra Rendimento (%)
11L0-3 86,39
11L0,5-3 86,43
11L1-3 59,91
11HO0-3 84,66
11H0,5-3 80,47
11H1-3 79,43
4110-3 92,76
411L0,5-3 67,20
4111-3 90,18
41HO0-3 73,89
41H0,5-3 88,30
41H1-3 75,24
11H1-5 76,83
41H1-5 69,55

5.2.4 Avaliacado da eficiéncia de encapsulacao

A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) representa a porcentagem de farmaco que realmente ¢
encapsulado pelo sistema em relacdo a quantidade total adicionada (&H&JA&010) e traduz
a capacidade que a formulacdo possui de aprisionar o farmaco nas particulas formadas
(OLIVEIRA, 2005). Maiores valores de EE% representam processos de obtencdo mais eficientes.
A EE% das microesferas variou em um intervalo de 52,22 a 88,78% (Tabela 4), sendo a
amostra com iguais propor¢cdes entre gelana:pectina e com baixas concentracées de polimeros
farmaco (11L0,5-3) a de menor EE% (p<0,05).

Tabela 4 — Valores de Eficiéncia de Encapsulacao (EE%) das microesferas (média = DP).

Amostra EE %
11L0,5-3 52,22 + 3,14
11L1-3 74,63 + 8,68
11HO0,5-3 72,67 £ 3,17
11H1-3 88,78 + 2,16
411L0,5-3 84,89 + 4,69
411L1-3 76,44 + 4,38
41H0,5-3 74,27 + 3,60
41H1-3 72,93 +3,15
11H1-5 84,54 + 2,89
41H1-5 77,89 +1,22

A EE% elevada deve-se a baixa solubilidade do CP em meio aquoso, o que dificulta sua
perda para a solugéo reticulante durante o processo de obtencéo e na lavagem das microesfer:
(ELGINDY et al., 2011). AGNIHOTREt al. (2006) desenvolveram microesferas de goma gelana
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reticuladas com mistura de ions calcio e zinco para a liberacéo controlada de cefalexina e a EE%

encontrada variou de 47,58 a 69,24%.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 4, para as amostras 1.1, 0 aumento ds
concentracdes de farmaco e de polimeros levou ao aumento da EE% (p<0,05), entretanto para a
amostras 4:1 essas variaveis nao influenciaram a EE%.

Para as amostras 1:1, o aumento da concentracdo de CP de 0,5% para 1,0% permitiu c
aumento da EE%, o que deve estar relacionado com o aumento do diametro observado no item 5.
(Tabela 2). Da mesma forma, o aumento da concentracdo de polimeros de 2 para 4% levou ac
aumento da EE%, mesmo sem influenciar o diametro da particula. Nesse caso, 0 aumenta
observado pode ser atribuido ao maior nimero de sitios disponiveis para a reticulagdo com ion:
Al** quando o polimero se encontra em maior concentracdo, originando redes com maior
capacidade de aprisionamento do farmaco (NAY&Hal., 2012).

A andlise estatistica mostrou que para as amostras de proporcao 4:1 ndo houve diferencse
estatisticamente significativa entre elas (p>0,05). Essa proporcdo também ndo apresentou
diferencas entre o tamanho das particulas, o que pode explicar a mesma EE% para todas.

N&o se observou uma correlacdo direta entre a alteracdo da proporcao gelana:pectina, de
1:1 para 4:1, e da concentracdo d& Ale 3 para 5% com a EE% (p>0,05).

5.2.4.1 Validacao de metodologia analitica para quantificacdo do
cetoprofeno por espectrofotometria na regiao do ultravioleta

A validacdo foi feita para demonstrar que os métodos empregados para quantificar o
farmaco encapsulado nas microesferas e liberado durante o teste de dissolig@o séo

adequados e atendem as exigéncias analiticas, gerando resultados confiaveis.

5.2.4.1.1 Determinacdo do comprimento de onda de maxima absor¢éo do
cetoprofeno na regiao do ultravioleta

A Figura 19 mostra os espectros de absorcao de cetoprofeno na regido do UV nos meios
HCI 0,1 N com 0,75% de tensoativo laurilsulfato de sédio — pH 1,2; tampéo fosfato pH 6,0 e
tampao fosfato pH 7,4, com picos de méaxima absor¢cdo em 258, 260 e 260 nm, respectivamente.
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Figura 19 — Espectros de absorcdo na regido do ultravioleta de cetoprofeno em A) HCI 0,1 N, pH 1,2 com
0,75%de laurilsulfato de sédio; B) tampéao fosfato pH 6,0 e C) tampao fosfato pH 7,4.

5.2.4.1.2 Especificidade/Seletividade

Especificidade/seletividade do método € sua capacidade de medir exatamente uma
substancia em presenca de outras, como componentes do sistema, impurezas ou produtos
degradacdo, sem que estes interfiram  significativamente no resultado. A
especificidade/seletividade pode ser determinada analisando amostras contendo 0s possivei
interferentes que compdem o sistema. Um método especifico e seletivo fornece resultados exato

gue permitem uma definicho acurada do conteudo de farmaco na amostra. Caso a
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especificidade/seletividade ndo seja comprovada, a linearidade e a precisdo do teste podem se

afetadas (BRASIL, 2003; ICH, 2005; INMETRO, 2011; USP, 2011b).
Os polimeros ndo apresentaram picos de absor¢cdo na regido do UV (Figura 20), o que

comprova que as absorbancias mensuradas referem-se somente ao farmaco e que os métod

desenvolvidos séo seletivos e especificos.

Figura 20 — Espectro de absorcao na regido do UV de misturas de gelana e pectinaem A) HCI 0,1 N, pH 1
com 0,75% de laurilsulfato de sédio; B) tampé&o fosfato pH 6,0 e C) tampé&o fosfato pH 7,4.
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5.2.4.1.3 Linearidade

Linearidade de um método analitico é sua capacidade de demonstrar que os resultados
obtidos sdo diretamente proporcionais a concentra¢do do analito na amostra, dentro de um dads
intervalo (BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP, 2011).

As curvas analiticas da absorbéancia em funcdo da concentracdo de CP (Figura 21) foram
obtidas a partir da média dos valores das absorbancias lidas para cada concentragdo, no

comprimentos de onda de méxima absorcéo do farmaco.

Figura 21 — Curvas analiticas da absorbancia em funcéo da concentracéo de cetoprofeno em A) HCI 0,1 |
com 0,75% de tensoativo — pH 1,2; B) tampéao fosfato pH 6,0 e C) tamp&o fosfato pH 7,4.

Os dados obtidos a partir da regressao linear para as curvas analiticas estdo apresentadc

na Tabela 5.
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Tabela 5 — Dados das curvas analiticas obtidas nos diferentes meios.

0,
HCI 0,1 N com 0,75%) Tampao fosfato Tampéo fosfato

Parametros de t;r&siéztlvo oH 6,0 pH 7,4
Faixa de linearidade fig/mL) 3-20 3-20 3-20
Coeficiente angular 0,0648 0,0634 0,0658
Intercepto 0,0236 0,0223 0,0059
Coeficiente de correlacdo (r) 0,9999 0,9998 0,9999

Os coeficientes de correlacéo linear (r) obtidos estdo em conformidade com o preconizado

pela ANVISA, o que confirma a linearidade do método para o intervalo proposto.

5.2.4.1.4 Precisdo

Precisdo de um teste analitico é a proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas feitas para uma mesma amostra. Existem trés niveis de precisdo, a intra-corridas ot
repetibilidade, a inter-corridas ou intermediaria e a inter-laboratorial ou reprodutibilidade
(BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP, 2011b).

A repetibilidade avalia a concordancia dos resultados obtidos por um mesmo analista, no
mesmo local, utilizando o mesmo instrumento sob as mesmas condi¢cées, no menor espaco d
tempo possivel, em um Unico dia, por isso € também denominada de precisao intra-corridas. Por
outro lado, a precisao intermediaria avalia a concordancia de resultados obtidos em diferentes dia:
por analistas distintos, podendo utilizar diferentes equipamentos, portanto indica a variabilidade
que os resultados podem apresentar em um mesmo laboratério. Ja a reprodutibilidade requer un
estudo colaborativo, uma vez que avalia a concordancia entre resultados obtidos em diferentes
laboratérios, com analistas e equipamentos diferentes, por isso a denominacdo de inter-
laboratorial (BRASIL, 2003; ICH, 2005; INMETRO, 2011).

A repetibilidade foi avaliada utilizando-se trés diferentes concentracdes, com trés réplicas
cada, contemplando o intervalo linear do método e a precisdo intermediaria foi avaliada por
analistas diferentes, no mesmo laboratério, com resultados obtidos em dias diferentes,
respeitando-se o intervalo minimo de dois dias, conforme preconizado pela ANVISA (BRASIL,
2003).

A Tabela 6 mostra os resultados obtidos para os testes de repetibilidade.
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Tabela 6 — Resultados obtidos para o teste de repetibilidade.

Concentracao

Meio o Abs média DP CV (%)
tedrica (ug/ml)

HCI 0.1N com 5 0,357 0,005 152
0,75% tensoativo 10 0,752 0,007 0,97
pH 1,2 15 1,023 0,011 1,07
N 5 0,348 0,002 0,55
Tampado fosfato 10 0,675 0,003 0,50
pH 6,0 15 1,002 0,009 0.86
N 5 0,340 0,005 1,49
Tampéo fosfato 10 0,680 0,006 0,82
PH 7.4 15 1,008 0.005 051

A Tabela 7 apresenta os resultados obtidos para os testes de precisao intermediaria.

Tabela 7 — Resultados obtidos para o teste de precisao intermediaria.

Concentracéo

Meio o Abs média DP CV (%)
tedrica (ng/ml)

HCI 0,1N com 5 0,366 0,010 2,65
0,75% tensoativo 10 0,680 0,008 1,23
pH 1,2 15 1,032 0,011 1,06
~ 5 0,337 0,005 1,42
Tampao fosfato 10 0.668 0.014 2.05
PH 6,0 15 0,985 0,023 237
Tampao fosfato 5 0,342 0,006 1,70
oH 7.4 10 0,674 0,010 1,46
' 15 1,000 0,012 1,20

O meétodo proposto é preciso, visto que os CV obtidos para as diferentes concentracoes
analisadas, nos trés meios testados, foram menores que 5%, conforme preconizado pela legislagé
vigente (BRASIL, 2003).

5.2.4.15 Exatidao

Exatidado é a proximidade dos resultados obtidos pelo método analitico em relacéo ao valor
admitido como verdadeiro. Valores proximos a 100% séo desejaveis, porém admitem-se variagdes
na faixa entre 80 — 120% (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Os valores obtidos no teste de exatiddo (Tabela 8) demonstram que a metodologia
desenvolvida é adequada para a quantificacdo de cetoprofeno.

Todvida € P .
Sabrola (,gmf(w(e//a S regolli



68
) - Bl
L@/g&f//ﬁ(a lod e a@/}}(‘//o/'j(]ﬁ/

Tabela 8 — Resultados obtidos para o teste de exatidao.
Concentracéo tedrica Concentragdo média

Meio (ng/ml) experimental (ug/ml) Exatiddo (%)
HCI 0,1N com 0,75% S 4,99 99,88
tensoativo pH 1,2 10 9,94 99,39
' 15 15,42 102,78
5 4,98 99,56
Tampao fosfato pH 6,0 10 10,18 101,76
15 14,98 99,89
5 4,98 99,69
Tampao fosfato pH 7,4 10 9,99 99,93
15 15,04 100,26

5.2.4.1.6 Limite de Detecgéo e Limite de Quantificagéo

O LD é a menor concentracdo do analito na amostra que o método consegue detectar,
diferenciando-o do ruido de fundo, mas ndo € necessariamente quantificado com exatidao. Ja c
LQ é a menor concentragdo do analito que pode ser quantificada com niveis aceitaveis de exatida
e precisdo pelo método desenvolvido (ICH, 2005). Os valores de LD e LQ obtidos sé&o
apresentados na Tabela 9 e demonstram que a metodologia desenvolvida é capaz de detectar

guantificar baixissimas concentracfes de farmaco nos meios testados.

Tabela 9 — Dados das curvas analiticas obtidas nos diferentes meios.

0,
HCI 0,1 N com 0,75% Tamp#do fosfato  Tamp#o fosfato

Parametros de tensoativo —
oH 1,2 pH 6,0 pH 7,4
Limite de detecgao g/mL) 0,27 0,29 0,17
Limite de quantificacio (g/mL) 0,89 0,97 0,56

5.2.5 Anélises térmicas

Andlise térmica compreende um grupo de técnicas utilizadas para estudar o efeito dos
eventos térmicos, como 0 aquecimento, sobre uma substancia, e estas sdo muito Uteis para a ar
farmacéutica, uma vez que sdo capazes de fornecer informagfes importantes sobre estabilidade
comportamento térmico de farmacos e excipientes (GIRON, 2002).

5.2.5.1 DSC

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC —Differential Scanning Calorimeairyma

das analises térmicas mais utilizadas na area farmacéutica (DUNCAN e MIKE, 2006), pois
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permite avaliar a estabilidade térmica e oxidativa de farmacos e materiais biologicos, podendo até

ser utilizada para determinacéo de pureza (BERNAAI., 2002).

Durante o desenvolvimento de um novo produto, seja ele um novo farmaco ou uma nova
forma farmacéutica para farmacos ja existentes no mercado, € importante estudar as possivei
interacbes farmaco-excipientes, pois estas podem originar alteragcdes quimicas que afetam
resposta terapéutica de maneira positiva ou negativa (M&IRA, 1995; TTA et al., 2011).

O emprego da técnica de DSC permite avaliar tais interacdes, a partir de deslocamentos,
surgimento ou desaparecimento de picos endo ou exotérmicos que podem ocorrer nas curvas DS
de uma amostra (MURALt al., 1995).

No DSC, a amostra € submetida a um aquecimento ou resfriamento e mede-se a variacac
de entalpia entre a substancia em analise e uma referéncia. Essa variagdo de entalpia est
associada a varios eventos térmicos que a amostra pode sofrer, como fuséo, cristalizacdo
transicdo vitrea, reacdes de decomposicdo, dentre outros (BERNAIL, 2002; DUNCAN e
MIKE, 2006)

As curvas DSC obtidas para o farmaco, a gelana e a pectina estdo apresentadas na Figur
22.

Figura 22 — Curvas DSC obtidas para o cetoprofeno, a goma gelana e a pectina.

A curva de DSC do CP puro mostrou um unico pico endotérmico que pode ser atribuido a
fusdo do farmaco, send@nde= 91,0 °C e Fico= 96,5 °C, muito proximas as relatadas na literatura
por MURA et al. (1999) (Tnsee 91,6°C € Fico= 95,8°C) e TTA et al. (2011) (Fnsee 90 °C €
Tpico= 96,8°C).
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A curva de DSC da gelana mostrou um amplo pico endotérmico entre 70 e 140°C,

correspondente a evaporacdo de agua quimicamente ligada, e um pico exotérmico estreito entre
230 e 260 °C, que pode ser atribuido a degradacdo do polimero, ambos muito proximos aos
observados e relatados por VERMAalI. (2012).

A curva de DSC da pectina, assim como a da gelana, também apresentou um pico largo
entre 55 e 140°C, correspondente a perda de agua quimicamente ligada. No entanto a pectin:
apresenta um estreito pico endotérmico adicional em 191°C, que pode ser atribuido a
despolimerizacdo das cadeias de pectina (SOA&ES., 2013), e em 220°C aparece um pico
exotérmico que pode ser atribuido a degradacao do polimero (EINHORN-SatCGllL, 2007;
SOARESet al., 2013).

A Figura 23 apresenta as curvas DSC obtidas para as microesferas estudadas.

Figura 23 - Curvas DSC de microesferas de gelana:pectina.

As curvas representadas na Figura 23 demonstram que as amostras contendo farmacc
apresentaram o pico de fusdo do CP proximo a 95°C, o que pode ser confirmado pela auséncia d
pico nas amostras que ndo continham CP. O pico endotérmico, no entanto, apresenta-se mai
largo que o pico do farmaco puro, o que pode ser atribuido a sobreposicdo do amplo efeito

endotérmico causado pela desidratacdo dos polimeros (MiURIA 1995).

5.2.5.2 TG/DTG

Na Termogravimetria (TG) a amostra é submetida a um aquecimento controlado e sua
massa é avaliada em funcdo da temperatura ou tempo (GROENEWOUD, 2001). E uma técnica
muito utilizada, pois as mudancas na massa da amostra permitem obter informacdes importante:
sobre composicdo, estabilidade térmica e até mesmo sobre estequiometria e cinética de reacde
(BROWN, 2001; GIRON, 2002).
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Quando um sdlido é aquecido, este pode sofrer mudancas fisicas e quimicas, tais como

transicdo de fases, fusédo, sublimacdo, decomposicdo, oxidacdo, porém nem todos 0s evento
térmicos sdo acompanhados de mudancas na massa da amostra. No caso dos processos
decomposicao térmica, dessorcdo e oxidacdo, hd variacdo de massa, assim curvas TG/DTC
podem ser usadas para estudar condicdes experimentais que degradariam um polimero (BROWN
2001), ou determinar desidratacéo e higroscopicidade da amostra (DA $tlaVA2007).

A curva TG representa a perda de massa durante o aquecimento da amostra; ja a curve
DTG é a primeira derivada da curva TG e esta relacionada com a velocidade de degradacac
(EINHORN-STOLLet al., 2007).

A curva TG do CP (Figura 24) apresenta uma unica etapa de perda de massa, sendo est
atribuida & decomposicao térmica do farmaco e ocorre entre 210 e 310°C, valores muito proximos
foram observados por TA et al. (2011). O pico da curva DTG ocorre em 303 °C e ao final do

processo ha uma perda de massa de 98,8%.

Figura 24 — Curvas TG/DTG do cetoprofeno.

As curvas TG/DTG das microesferas estudadas estéo representadas na Figura 25.
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Figura 25 — Curvas TG/DTG das microesferas de gelana:pectina.

Ao analisar as curvas TG, é possivel observar que todas as amostras apresentaram un
primeiro evento de discreta perda de massa, da ordem de 2 a 7,5%, representado por um pequer
pico alargado na curva DTG entre 50 e 100 °C, e que pode ser atribuido a perda de umidade po
evaporacao durante o processo de aquecimento (SOARES2013).

Para as microesferas com farmaco, observa-se a decomposi¢cdo térmica em duas etapa
consecutivas, sendo um pico principal e estreito, entre 125 e 200 °C e um menor entre 200 €
300°C.

O primeiro e maior pico da curva DTG pode ser atribuido a degradac¢do dos polimeros e
aparece na forma de um unico pico integrado devido a reacdo de reticulacdo (S&XARES
2013)

O segundo pico pode ser atribuido a degradacédo do cetoprofeno. Tal fato é comprovado
pela auséncia deste pico entre as amostras que nao contém CP e pela analise térmica do farma
isolado, que demonstrou que sua degradacéo ocorre na mesma faixa de temperatura (Figura 24).

Para as amostras sem farmaco, a degradacdo ocorre em apenas uma etapa atribuida

decomposicao dos polimeros, portanto um Unico pico pode ser observado nas curvas DTG.
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Os dados de analise térmica demonstram que as condi¢cbes experimentais brandas dc

processo de obtencdo de microesferas pelo método de geleificacdo ionotrépica evitaram a

degradacéo dos polimeros ou do farmaco.

5.2.6 Espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho

A espectroscopia no infravermelho é um método que permite caracterizar compostos em
nivel molecular e estudar as interacdes intermoleculares entre diferentes compostos. A
espectrometria com transformagdes de Fourier (FTIR) apresenta algumas vantagens, como ¢
necessidade de pouca amostra por analise, ganho de tempo e sensibilidade, pois 0s espectr
apresentam altas resolucdes (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).

Para investigar possiveis interacdes entre farmaco e polimeros, analisou-se o farmaco
puro, os polimeros isoladamente e microesferas com e sem CP. A Figura 26 mostra 0s espectro
obtidos.
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Figura 26 — Espectros obtidos por FTIR. (1) comparacdo entre as amostras 11L0-3 e 11L0,5-3 e (2)
comparacao entre as amostras 41L0-3 e 41L0,5-3.

No espectro da gelana é possivel identificar uma banda larga entre 3650 e 3100 cm
referente a hidroxilas do anel da glicopiranose, que formam ligagbes de hidrogénio em varios
graus. A banda em 2925 ¢né referente & deformacao axial de grupos »-@Hquanto as bandas

em 1609 e em 1418 chocorrem devido & presenca de anions carboxilato (C@Ma banda
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em 1157 cnf e uma préxima a 1050 ¢hrorrespondem & deformacédo axial de ligacdes C—O
etérea e hidroxilica, respectivamente (AGNIHOERAEI., 2006; LEEet al., 2012).

Assim como para a gelana, no espectro da pectina verifica-se uma banda larga entre 3600 ¢

3100 cnt referente & deformacdo axial de hidroxilas (~OH) que participam de ligaces de
hidrogénio intra- e intermoleculares. Bandas que podem ser atribuidas a deformacdes axiais
simétricas e assimétricas de ligacdes C—H ocorrem entre 80@B00cm™. Uma banda
caracteristica em 1745 ¢hpode ser vista e corresponde & deformacdo axial de C=O de metil
éster, porém esta € discreta, uma vez que se trata de pectina de baixa metoxilagdo. Outra band
caracteristica ocorre em 1617 trdevido a deformacéo axial de C=0O de anion carboxilato
(COO) (GNANASAMBANDAM e PROCTOR, 2000; SRIAMORNSAIt al., 2008).

No espectro do CP é possivel verificar uma banda larga entre 3300 e 27@@\ido a
deformacgédo axial do grupamento —OH que faz ligacdes de hidrogénio e bandas acima de
3000 cm' podem ser atribuidas a deformacdo axial de ligagdes C—H. Bandas fortes e
caracteristicas do farmaco aparecem em 1698, amferente & deformacdo axial de C=0
carboxilica, e 1655 cih) referente & deformacado axial de C=0O cetdnica (Figura 27). Bandas em
1598, 1575 e 1445 cihsdo referentes as ligagdes C=C dos anéis aromaticos. Outra banda
caracteristica desse farmaco é a da deformacéo angular no plano da ligacdo C—OH que aparece e
1228 cn (VUEBA et al., 2006; YADAV et al., 2011; LIU e GAO, 2012).

Figura 27 — Bandas caracteristicas do cetoprofeno.

Os espectros das microesferas carregadas de farmaco (11L0,5-3 e 41L0,5-3) apresentaran
picos fortes em 1698 e 1655 ¢nraracteristicos do cetoprofeno, enquanto estes estavam ausentes
nos espectros das microesferas controle (11L0-3 e 41L0-3), o que indica que o farmaco esta

intacto no interior das particulas e permanece fisicamente aprisionado aos polimeros.
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5.2.7 Determinacdo da capacidade de absorcéo de liquidos

Um parametro importante a ser considerado no desenvolvimento de sistemas de liberacdo
controlada utilizando-se polimeros hidrofilicos é sua capacidade de intumescimento, ou seja, de
absorcéo de ligquidos, pois fornece informacfes importantes para o entendimento da cinética de
liberacdo do farmaco (MAITét al., 2011).

Quando um farmaco é administrado oralmente, ele é exposto aos diferentes contetdos dc
TGl e a grandes variacdes de pH ao passar pelo es6fago, estbmago, intestino e coloet(MAITI
al., 2011). O pH do TGI aumenta de aproximadamente 1,2 — 3 no estdbmago, dependendo do
estado de jejum ou alimentado, para 7 — 8 no intestino e depois diminui novamente entre 5,5 — 7
no colon, devido a acidificagdo causada pelos produtos de fermentacdo das bactérias presente
nesta regido (GUPTAt al., 2001; MAITIlet al., 2011). Deste modo, a analise de intumescimento
foi realizada em meios com valores de pH que simulam os diferentes ambientes do TGI.

A capacidade de absorver liquidos também esta relacionada com a protecédo do farmaco
durante o transito no TGI e com a degradabilidade do sistema, pois para a degradacdo enzimatic
ocorrer, € necessario 0 acesso aos sitios de clivagem pelas enzimas, que é dependente da entre
de liquidos na rede polimérica (Yt al., 2001; PREZOTTét al., 2012).

Além disso, ao absorver e reter o solvente no interior da rede polimérica, o arranjo entre as
cadeias € modificado, permitindo assim que o farmaco aprisionado seja liberado (COL&MBO
al., 2000).

O percentual de liquido absorvido ap6s 90 minutos esta apresentado na Tabela 10.

Tabela 10 — Resultados de % de liquido absorvido pelas microesferas nos diferentes meios analisados (HC
0,1NpH 1,2; tampéao fosfato pH 7,4 e pH 6,0) em t=90 min (médiazDP).

Liquido absorvido (%)

Amostra HCI0,IN pH 1,2 Tampao fosfato pH 7,4  Tampao fosfato pH 6,0
11L0-3 321,85 + 33,66 238,89 + 11,47 246,79 £ 25,51
11L0,5-3 293,54 + 50,70 276,68 + 18,84 248,51 + 14,76
11L1-3 266,18 + 15,12 258,19 + 0,36 243,06 + 7,70
11HO0-3 276,17 £ 24,94 233,71 £ 6,54 200,96 + 14,08
11H0,5-3 285,43 + 19,36 277,50 + 27,64 273,30 £ 0,57
11H1-3 284,31 + 35,76 263,16 + 6,28 237,29 + 16,16
41L0-3 268,20 + 42,09 310,53 + 0,64 236,55 + 4,08
411L0,5-3 280,93 £ 9,52 216,04 + 25,80 252,10 + 32,66
41L1-3 216,97 + 12,46 219,67 + 28,09 209,76 =+ 20,41
41H0-3 208,13 £ 26,41 185,19 + 18,16 189,05 + 20,44
41H0,5-3 241,08 + 45,13 248,02 + 30,85 257,91 + 21,53
41H1-3 283,55 + 67,85 244,14 + 2,36 217,39 + 41,90
11H1-5 269,73 + 50,77 233,25+9,11 197,43 £ 5,92
41H1-5 180,00 + 35,36 207,51 + 20,96 187,75+ 43,14
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A goma gelana e a pectina tém a capacidade de formar hidrogéis, que sao redes

tridimensionais reticuladas formadas por polimeros hidrofilicos, capazes de absorver grandes
guantidades de agua ou fluidos organicos, mantendo sua estrutura tridimensional (&WRTA
2002). As amostras apresentaram elevada capacidade de absorcdo de liquidos, com resultadc
variando de 180,00 a 321,85 %.

A andlise estatistica mostrou que tanto o pH do meio quanto as variaveis estudadas
(proporcéo gelana:pectina, concentracdo de polimero, farmaco e reticulante) néo influenciaram de

maneira significativa o comportamento de intumescimento das microesferas (p>0,05).

5.3 Selecéo de amostras para estudos de mucoadesao e dissolucao

De modo geral, amostras de maior concentracdo de polimeros (4%) apresentaram maior
circularidade, como é possivel observar na Figura 28.

Figura 28 — Relagéo entre concentragdo de polimeros e circularidade das microesferas.

J& a maior concentracdo de farmaco (1%) levou a maiores eficiéncias de encapsulagéo
(Figura 29).
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Figura 29 — Relacdo entre a concentracdo de cetoprofeno e a eficiéncia de encapsulacdo das
microesferas.

Sendo assim, foram selecionadas as amostras obtidas com maiores concentracfes de
polimeros e de farmaco, nas diferentes concentracdes de reticulante (11H1-3, 11H1-5, 41H1-3 €
41H1-5) para os estudos de dissolucdo e mucoadesdo, sendo que para este Ultimo ensaio, ¢

controles 11HO-3 e 41H0-3 também foram utilizados.

5.4 Estudo da mucoadesividade in vitro

A capacidade mucoadesiva dos polimeros est4 relacionada a flexibilidade de suas cadeias ¢
a presenca de grupos funcionais capazes de interagir com os grupos funcionais do muco. Porérn
quando se realiza uma reacdo de reticulagdo, tanto a flexibilidade quanto o nimero de grupos
funcionais livres podem ser reduzidos e interferir na mucoadesao do sistema (CRCAREVSKA
al., 2008).
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Figura 30 — Concentracdo de mucina adsorvida nas microesferas.

Para todas as amostras, a quantidade de mucina adsorvida aumentou com o aumento d
guantidade de mucina adicionada (Figura 30). O mesmo comportamento foi observado por
SONIA e SHARMA (2011) para microparticulas de quitosana modificada e ndo modificada para
liberacdo oral de insulina, obtidas por geleificacao ionotropica.

As amostras apresentaram valores de adsor¢cao de mucina bastante superiores (cerca de 4
aos relatados por DHAWANML al. (2004) em estudos com microesferas de quitosana. Os elevados
percentuais de mucina adsorvida (68 a 83%) demonstram a elevada capacidade mucoadesiva d:
microesferas.

Para cada concentracdo de mucina, ndo houve diferenca estatisticamente significativa
(p>0,05) na quantidade de mucina adsorvida, o que demonstra que a proporcao polimérica, a
guantidade de reticulante (3 ou 5%) e a presenca do farmaco néo influenciaram a capacidade

mucoadesiva das microesferas.
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5.4.1 Isotermas de adsor¢cdo da mucina

Uma isoterma de adsorcdo € uma representacdo grafica da relacdo entre quantidade d
soluto adsorvido por massa de adsorbgateusa quantidade de soluto livre no sobrenadante, a
partir deste grafico € possivel avaliar a distribuicdo da mucina adsorvida nas microesferas e livre
no sobrenadante (SNOEYINK e SUMMERS, 1990; &iGl., 2002).

As isotermas de adsorcdo da mucina nas diferentes amostras avaliadas estéo representad:

na Figura 31.

Figura 31 — Isotermas de adsorcdo da mucina nas diferentes microesferas avaliadas.

Varios modelos tedricos sdo empregados para descrever o fenbmeno de adsorgédo. C
modelo de Langmuir é usualmente aplicado para processos em que a adsorcado ocorre em um
monocamada (Figura 32), e considera uma distribuicdo homogénea do soluto por toda a superficie
do adsorbente, neste caso as microesferas. Este modelo é aplicavel quando existe uma fort
interacdo entre a superficie e o adsorbato, neste caso a mucina, que leva a formacéo d:

monocamada (N@t al., 2002).
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Figura 32 — Adsorcao da mucina segundo os modelos tedricos de Langmuir e Freundlich.

O modelo de Freundlich é adequado para a adsor¢do de um Unico soluto e baseia-se n:
distribuicAo multicamadas deste soluto na fase soélida. Este modelo assume uma superficie
heterogénea com uma distribuicdo de calor de adsor¢cdo ndo uniforme sobre a superficie dc
adsorbente (FREUNDLICH e HATFIELD, 1926; SNOEYINK e SUMMERS, 1990; &@l.,

2002; GUO e GEMEINHART, 2008), e foi o que demonstrou melhor correlagdo com os dados de
adsorcao da mucina (Tabela 11).

Foi realizada a linearizacdo dos dados (Figura 33), pois isotermas que podem ser bem

descritas pelo modelo de Freundlich se transformam em linhas retas (RAMPRIE)Y2004) e os

parametrok e n foram obtidos a partir de uma regresséo linear simples, atra\&giagio 13)

1 «
logQ, =logk + Elog Ce (Equagéo 13)

Tabela 11 — Parametros do modelo da isoterma de Freundlich obtidos a partir da regresséo linear das cun
delogC vslogQ..

Freundlich

Amostra K 1/n r?

11HO-3 0,327 1,550 0,997
11H1-3 0,144 1,731 0,996
11H1-5 0,143 1,765 0,989
41H0-3 1,374 1,109 0,976
41H1-3 0,098 1,866 0,992
41H1-5 0,215 1,669 0,983
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Figura 33 — Isotermas de adsorcao de Freundlich para mucina adsorvida nas diferentes microesferas.

Para o0 modelo de Freundlich, baixos valored.gteindicam que a interacéo na adsorcéo é
forte e quanto menor fica, mais independent€gdé a adsor¢ao; ja os valoreslde > 1 indicam
uma fraca interacéo durante a adsor¢cao e que os valores de quantidade de adsorbato adsorvido p
massa de adsorbent®] sofrem alteracbes mesmo com pequenas mudangas na concentracao da
solucdo Ce¢) (SNOEYINK e SUMMERS, 1990), de modo que os valoreg/deobtidos (Tabela
11) estdo de acordo com os dados de adsorcdo observados, em que verificou-se aumento d
quantidade de mucina adsorvida em fun¢cdo do aumento da concentracdo da glicoproteina nc
meio.

Os elevados valores denlihdicam uma interacéo fraca entre as microesferas e a mucina.
Considerando que as solu¢des de mucina utilizadas no estudo apresentavam valor de pH (4,79
superior ao pKdos materiais (goma gelana - pR,5; pectina - pK3-4; mucina - pk=2,6), as
estruturas devem apresentar-se carregadas negativamente, devido a ionizagdo dos grupo
carboxilicos e, dessa forma, interacdes hidrofébicas e/ou ligacdes de hidrogénio devem ser as
responsaveis pela interacdo (SRIAMORNSé#al., 2010).

5.5 Estudo da liberagédo do farmaco
5.5.1 Avaliagéo da solubilidade do cetoprofeno

Como a solubilidade € um parametro determinante para o teste de liberagdo, uma vez que ¢

necessario trabalhar nas condi¢8ied a solubilidade do cetoprofeno foi determinada nos meios
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de dissolucao utilizados, através do método do equilibrio, no qual o farmaco é adicionado em
excesso para garantir a saturacéo da solucdo (PEZZINI e FERRAZ, 2007; TONG e WEN, 2008).

As solubilidades encontradas estdo representadas na Tabela 12.

Tabela 12 — Solubilidade (mg/mL) do cetoprofeno em diferentes meios.

Meio Solubilidade (mg/mL)
HCI 0,1N pH 1,2 0,12
HCI 0,1N pH 1,2 com 0,5% laurilsulfato de sodio 0,90
HCI 0,1N pH 1,2 com 0,75% laurilsulfato de sédio 1,35
HCI 0,1N pH 1,2 com 1% laurilsulfato de sddio 2,34
Tampéao fosfato pH 6,0 1,63
Tampao fosfato pH 7,4 10,45

O efeito da adicao de tensoativo na solubilidade do cetoprofeno foi avaliado em HCI 0,1N,
e o0s resultados mostram que a adicdo de 0,5% de laurilsulfato de sédio aumentou a solubilidade
do farmaco em 7,5 vezes; com 0,75% a solubilidade foi 11,25 vezes maior e 19,5 vezes maior
para adicdo de 1% do tensoativo. A concentracdo de 0,75% de laurilsulfato de sodio foi a
escolhida para o meio de dissolucéo, pois foi a menor concentracdo que permitiu trabalhar em
condicdes sink

Comparando-se 0s meios sem tensoativo, € possivel comprovar a solubilidade pH-
dependente do farmaco. A maior solubilidade do CP ocorreu em tampéao fosfato pH 7,4 e pode sel
explicada devido ao carater acido do farmaco. Por se tratar de um &cido fraed,gplsua
solubilidade aumenta com o aumento do pH, sendo muito mais soltvel em valores de pH>>pK
(GENNARO, 2004; PEZZINI e FERRAZ, 2007).

5.5.2 Avaliagéo do intumescimento e erosao

O comportamento de intumescimento das amostras é apresentado na Figura 34. Os dado
evidenciam o comportamento de intumescimento pH dependente das particulas, em que a
capacidade de absorcdo de liquidos em pH 7,4 foi até 5,5 vezes maior que em pH 1,2. Tal
comportamento ndo pbéde ser evidenciado através do teste de absorcao de liquidos utilizando «

dispositivo de Enslin (secéo 5.2.7).
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Figura 34 — Intumescimento das microesferas 11H1-3, 11H1-5, 41H1-3 e 41H1-5.

Tanto a goma gelana quanto a pectina sao polieletrdlitos anidénicos e a alteracédo do pH
afeta a conformacéo das cadeias (NARK@&tRal., 2010). Em pH acido, ha predominio de ions
H*, que leva a protonac&o dos grupamentos carboxilicos, reduzindo a repulséo eletrostatica, assin
as cadeias podem se aproximar dificultando a penetragdo de liquido no sistema (BAdRAI
2008; OLIVEIRAEet al., 2010; SOUTO-MAIORet al., 2010). J& em valores de pH mais elevados,
0s grupos carboxilicos permanecem em sua forma ionizada, o que aumenta a hidrofilia e promove
a expansao da rede por repulséo eletrostatica, ambos fatores que favorecem a entrada de liquic
no sistema. Deste modo, os polimeros apresentaram maior capacidade de intumescimento em pl
7,4.

Para a amostra 41H1-5, em tampédo pH 7,4, o aumento da concentracdo de agente
reticulante levou a reducdo da capacidade de absor¢cédo de liquidos (p<0,05), o que indica que ¢
maior grau de reticulacdo deve ter permitido a formacdo de uma rede polimérica mais rigida e
com malhas de menores dimensdes, 0 que desfavorece a entrada de liquido (BARE&.JEE
2012). Por outro lado, a menor capacidade de absor¢cdo dessa amostra em relacdo a 11H1-5 de
ser atribuida a menor proporcédo de pectina em sua estrutura, uma vez que a maior proporcéo d
pectina deve favorecer a hidrofilia do sistema.

O comportamento de erosédo das amostras esta apresentado na Figura 35.
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Figura 35 — Eroséo (%) das microesferas apds exposi¢do aos meios HCI 0,1N pH1,2 e tampé&o fosfato pH 7
(média £ DP; n=3).

As microesferas sofreram uma maior erosdo em meio acido chegando a valores 4x maiores
gue em tampéao pH 7,4 (p < 0,05), sendo a amostra 41H1-5 a que apresentou a maior perda d
massa em meio acido (aproximadamente 45%) (p < 0,05).

A elevada perda de massa dessa amostra sugere que a maior reticulagao deve ter originad
uma rede mais rigida e empacotada, e a entrada de agua nessa estrutura deve provocar un
elevada pressao hidrostatica nas cadeias poliméricas, resultando na ruptura das cadeias ou mesr
dos pontos de reticulacao.

Analisando-se o grafico apresentado na Figura 36, pode-se observar que, de modo geral,
em pH 1,2 houve predominio da erosdo das microesferas, e em pH 7,4 houve predominio do
intumescimento. Em pH acido, a rede deve permanecer mais fechada devido a protonacédo do:
grupos carboxilicos e, apesar do baixo intumescimento (Figura 34), a quantidade de agua que
entra no sistema € capaz de exercer pressao suficiente para desestruturar a rede polimérica. P
outro lado, a maior hidrofilia do sistema em pH 7,4 deve permitir maior acomodacao de
moléculas de agua no interior da rede, ja que a ionizacdo dos grupos carboxilicos leva ao
afastamento das cadeias e expanséo da rede por repulsdo eletrostatica, mantendo a conformag

tridimensional da rede.
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Figura 36 — Comportamento de erosdo e intumescimento das microesferas apds exposicdo aos meios co
diferentes valores de pH.

5.5.3 Determinacao do perfil de liberacé&o in vitro do farmaco

Para que o farmaco possa ser absorvido apds sua administracdo, € necessario que ocort
sua dissolugdo, ou seja, suas moléculas devem ser liberadas da forma farmacéutica como um
dispersdo molecular (RODRIGUES e SILVA, 2005; JAMBHEKAR, 2013). Como a dissolucéo &
uma etapa fundamental para a farmacocinética, € importante avaliar a velocidade com que ess
processo ocorre, e isso pode ser feito através da avaliacdo do perfil de lilberaitém do
farmaco, que é indispensavel no desenvolvimento de novas formas farmacéuticas e permite preve
0 comportamento in vivo do sistema de liberagcdo (MANARASI., 2002).

Os perfis de liberacdo do CP a partir das microesferas estdo representados na Figura 37
Nos primeiros 120 min de ensaio em meio acido (pH 1,2), as amostras 11H1-3, 11H1-5 e 41H1-3
liberaram apenas 34, 20 e 22% do farmaco, respectivamente, demonstrando reduzidas taxas d
liberacdo em comparacdo com o0 meio entérico simulado sem enzimas (pH 7,4). Esses resultado
mostram-se coerentes ja que estas amostras apresentaram comportamentos de intumescimentc

erosdo semelhantes em pH &cido.
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Figura 37 — Perfis de liberacdo do CP a partir das microesferas em meios com diferentes valores de pH
(entre 0 — 120 min em pH 1,2 e entre 120 — 360 min em pH 7,4).

Para a amostra 41H1-5, um pronunciado aumento das taxas de liberacdo foi observado,
particularmente a partir de 60 minutos de ensaio e 84% do farmaco foi liberado até 120 minutos.
Esse comportamento particular deve ser atribuido a elevada erosdo dessa amostra em meio acic
(Figura 35), j& que esse € um processo que deve resultar na aceleragdo das taxas de liberagéo
farmaco.

Em tampéo fosfato pH 7,4, todas as amostras apresentaram taxas de liberagcdo mais
elevadas, apresentando um efditost durante os primeiros 40 minutos de ensaio. A amostra
41H1-5 liberou 100% de farmaco em 180 min, enquanto para a amostra 11H1-3, a liberacdo se
completou apds 240 min, e para as amostras 11H1-5 e 41H1-3 esse tempo foi 360 minutos.

O efeitoburst pode ser explicado pelo maior intumescimento dos polimeros (Figura 34) e
pela maior solubilidade do farmaco em pH 7,4. Com o aumento da solubilidade, a velocidade da
interface farmaco dissolvido e farmaco disperso € maior, levando a uma liberacdo mais rapida
(NARASIMHAN e LANGER, 1997). Além disso, a expansdo da rede polimérica apos o
intumescimento da origem a uma estrutura mais frouxa e movel, e essa nova conformacédo das
cadeias favorece a liberacéo do farmaco.

A amostra 41H1-3 foi a que exibiu as menores taxas de liberacdo do farmaco,

diferentemente da amostra 41H1-5 que, assim como no meio &cido, manteve a maior taxa de
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liberacdo também no meio entérico (p < 0,05). Para a amostra 41H1-3, a menor concentracao dc

cation deve ter permitido um menor grau de reticulagdo, de modo que mesmo apos a entrada de
grande quantidade de liquido a rede polimérica intumescida manteve sua conformacao
relativamente preservada, permitindo maior controle das taxas de liberacdo do farmaco. Esses
dados estdo de acordo com a menor erosdo em pH 1,2 e maior intumescimento em pH 7,4
apresentados por esta amostra.

Entre as amostras de igual proporcao polimérica (1:1), ndo foi observada influéncia do
grau de reticulacdo sobre a liberacdo do farmaco, sendo que ambas apresentaram perfis d

liberacdo semelhantes.

5.5.4 Analise dos mecanismos de liberacdo do farmaco

Para avaliacdo do mecanismo que rege a liberagdo do farmaco, diferentes modelos
matematicos (Korsmeyer — Peppas, Higuchi, Primeira ordem, Hixson — Crowell e Baker —
Lonsdale) foram aplicados aos dados de liberacao (Figura 37).

A partir dos valores de coeficiente de determinacddqTabela 13), o modelo matematico
que melhor se correlacionou com os dados de liberacdo dos sistemas estudados foi o de
Korsmeyer — Peppas (Tabela 13), em ambos 0s meios.

Esse modelo baseia-se na Lei das Poténcias e relaciona exponencialmente a liberacao di

farmaco com o tempo, através da seguinte equacao:

M,
T kxt" (Equacéao 14)

em queM; = quantidade de farmaco liberado no tempd.t= quantidade de farmaco liberado no

tempo infinito, ou seja, a massa inicial; n = expoente de liberag&acenstante cinética.
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Tabela 13 — Valores dos coeficientes dos diferentes modelos matematicos nos diferentes” meios (r
coeficiente de determinacao).

Amostra
Meio gastrico simulado sem enzimas  Meio entérico simulado sem enzimas

Modelos 11H1-3 11H1-5 41H1-3 41H1-5 11H1-3 11H1-5 41H1-3 41H1-5
< k 00003 0,1250 0,0122 0,0797 0,0000 0,0000 0,0000 5,0188
fﬁ;“p%g r2 09238 09021 09083 09329 09940 0,9490 1,0000  0,9680
n 24473 1,0354 15343 14649 34885 4,4091 3,8300 0,5887
k19018 1,3734 1,326 6,0754 64723 6,099 53006 7,4208
Higuchi 2 4692 07119 05468 05938 0,6155 0,1106 0,7253  0,0000
Primeira k 0,0023  0,0016 0,0016 0,0097 00111 0,0119 0,0070  0,0220
ordem r> 06961 08917 0,792 0,7336 0,4887 04971 06902 0,6784
Hixson— Kk 0,0008 0,0005 0,0005 0,0029 0,0027 0,0029 0,0019  0,0044
Crowell r? 0709 0,8952 0,8001 07814 0,6112 0,6011 0,7827 0,8521
Baker— k 00001  0,0000 0,0000 0,0008 0,0014 0,0014 0,0008 0,0025
Lonsdale r? 04544 06999 05358 05248 04563 0,481 05877 0,8291

Para a Equacdo 14, o valor mleletermina o mecanismo de liberacdo do farmaco a partir
da matriz polimérica. No caso de sistemas esféricos, valoras €de0,43 indicam que o
mecanismo de liberacdo € a difusdo Fickiana, ou seja, a liberacdo é controlada pela difusdo da
moléculas do farmaco segundo um gradiente de potencial quimico, o que constitui o transporte
tipo I. Valores den entre 0,43 e 0,85 correspondem ao transporte andmalo ou nao-Fickiano, no
qual as parcelas de contribuicdo dos processos de difusdo e de relaxamento das cadeia
poliméricas para a liberacdo do farmaco séo bastante semelhantes=Ra8&, 0 mecanismo € o
transporte caso I, no qual o intumescimento do polimero controla a liberacdo. E valores de
0,85 representam o mecanismo de transporte super caso Il, em que ocorre uma aceleracao de
taxas de liberacdo, a qual pode ser atribuida a um elevado estado de mobilidade das cadeia
poliméricas ou a um processo de erosdo da matriz (KORSMEXER., 1983; LEE, 1985;
MADERUELO et al., 2011; KAITYet al., 2013).

De acordo com os valores do expoente de liberagambéervados em meio acido (Tabela
13), o mecanismo que governa a liberacdo do farmaco a partir das microesferas € o transporte
super caso I, o qual deve estar relacionado com a elevada eroséo dos sistemas nesse meio (Figu
35).

Em meio entérico, com excecdo da amostra 41H1-5, a liberacdo foi governada pelo mesmo
mecanismo de liberacao (transporte super caso Il). Para a amostra 41H1-5 a liberacdo em pH 7,
foi controlada por um processo anémalo, de modo que as parcelas de contribuicdo do relaxamentc

das cadeias e da difusdo do farmaco sdo semelhantes, comportamento que esta de acordo cormr
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significativa erosdo que esta amostra sofre em meio acido, e o elevado intumescimento em pH 7,4
(Figura 34).

A cinética de liberacéo de farmacos a partir de matrizes hidrofilicas, como as microesferas

de gelana:pectina, envolve mecanismos complexos, pois depende de diversos processos, como
intumescimento do polimero e a dissolucdo e posterior difusdo do farmaco para o meio, que
geralmente ndo segue a difusédo Fickiana, além da contribuicdo da eroséo do sistema. A partir do:
resultados, € possivel concluir a grande influéncia que fatores como o grau de reticulagéo, o
intumescimento, a estrutura polimérica e o pH do meio de dissolugcéo exercem sobre o controle da
liberacdo do farmaco, sendo que o menor grau de reticulacdo e a maior quantidade de gelana n
estrutura da microesfera 41H1-3 foram as condi¢des que melhor controlaram a liberagcdo do

cetoprofeno.
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6 CONCLUSOES

A técnica de geleificacdo ionotropica mostrou-se eficiente para a obtencdo de microesferas
degoma gelana e pectina, apresentando elevados rendimento e eficiéncia de encapsulacéo.

As particulas mostraram-se esféricas e com distribuicdo de tamanho homogénea, e o
comportamento térmico evidenciou que a estabilidade dos componentes do sistema foi
preservada. A auséncia de ligacdes quimicas entre o farmaco e os polimeros foi evidenciada pelo
dados de FTIR.

As microesferas apresentaram elevada capacidade mucoadesiva, com valores de adsorca
de mucina superiores aos descritos na literatura e exibiram comportamento de erosao e
intumescimento dependentes do pH.

Com excecao da amostra 41H1-5, as microesferas permitiram o controle efetivo das taxas
de liberacdo em meio acido, apesar da significativa erosao sofrida nesse meio, enquanto em mei
entérico, as microesferas mostraram-se capazes de controlar a liberacdo do farmaco por até 36
minutos.

O mecanismo de liberagdo do farmaco mostrou-se independente do pH do meio e foi
controlado pelo transporte super caso I, com excecao da amostra 41H1-5, para a qual, em pH 7,4
a liberacdo seguiu o transporte anémalo.

No presente trabalho, foi desenvolvido e caracterizado um novo sistema promissor para a
liberagéo controlada de farmacos.
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