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RESUMO

Neste trabalho as analises de difusio de oxitetraciiina (OTC) como espéacie
ativa, foram realizadas a 37 = 0,5 °C; em solucBes tampic pH=74 e 172,
condicbes estas similar ao trato gastro-intestinal, com microesferas de alginato de
calcio; microcapsulas de alginato de céicio coacervado com quilosana (baixa,
média e alta viscosidade); microcépsulas de alginato de caicio coacervada com a
quitosana baixa viscosidade, e revestidas com o polietileno glicol —~ PEG (2000,
4600 e 10000); microcapsulas de alginato de calcio revestidas com ¢ PEG e,
finalmente, microcapsulas de alginato de calcio revestidas com EUDRAGIT®. Na
primeira parte do trabalho, priorizou-se o estudo da estrutura, seguéncia e
composicio das unidades repetitivas dos biopolimeros alginato e quitosana, as
guais certamente exercem profunda influénceia na liberacdo controlada do farmaco.
Na segunda parte, o coeficiente de difuso (D) de OTC foi calculado atraves de
equacdes estabelecidas por Crank, para difusdo em esferas, que seguem a
segunda lei de Fick. Considerou-se a difusdo do interior para o exterior das
microparticulas, utilizando o método dos minimos quadrados e método iferativo de
Newton Raphson para ajuste dos dados. Foi verificado que o modelo matematico
para a difusdo de OTC tem uma representatividade muito boa em meio basico,
mesmo com o efeito de disparoc de OTC em forma de cristais alojados na
superficie das microparticulas, conforme observado por Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV). No entanto, em meio acido, o ajuste ndo foi 0 esperado, pois
fatores como a alta solubilidade do farmaco no meio; além da presencga de fissuras
nas microesferas, devido aos cristais na superficie, contribuiram para que o perfil
desviasse do obtido em ouiros meios, resultando em um comportamenio ndo-
Fickiano. Finalmente, observou-se a possibilidade de medulago da velocidade de

liberacao nos diversos fipos de microesferas.

Palavras chaves: aiginato, quitosana, poli(etilenc glicol), oxitetracicling,

microesferas



ABSTRACT

Diffusion siudies of oxvietracycline (OTC) entrapped in microbeads of
calcium alginate, calcium alginate coacerved with chitosan (high, medium and low
viscosity) and calcium alginate coacerved with chitosan low viscosity, covered with
Poly(ethyiene giycol) - PEG (2 000, 4 800 and 10 000) and alginate covered with
EUDRAGIT®, were carried out at 37 + 0.5 °C, in buffer solutions at pH 7.4 and pH
1.2, similar to the conditions of the gastric-intestinal system. The diffusion
coefficient, or diffusivity (D), of OTC was calculated by equalions provided by
Crank for diffusion, which follows Fick's second law, considering the diffusion from
the inner paris 1o the surface of the microbeads. The least square and the Nawion
Raphson methods were used {o obtain the diffusion coefficients. The microbeads
sweliing in pH 7.4 and OTC diffusion is classically Fickian, suggesting that the OTC
transport, in this case, is controlled by the exchange rates of free water and
relaxation of calcium-alginate chains. In case of acid media, it was cobserved that
the phencmenon did not follow Fick's law, due probably to the high solubility of the
OTC In this environment and the presence of cracks formed during the drving
process of the microbeads. It was possible to model the release rate of OTC In

several types of microbeads.

Key Words: alginate, chitosan, poly(ethylene glycol), oxytetracycline, microbeads
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INFLUENCIA DO POLIETILENO GLICOL (PEG) NO PROCESSO DE
MICROENCAPSULAGCAO DA OXITETRACICLINA NO SISTEMA
ALGINATO/QUITOSANA: MODELAMENTO "IN VITRO™ DA
LIBERACAO ORAL

I. INTRODUCAQO

Muitos tfipos de materiais naturais e sintéticos tém sido investigados e
utilizados na area médica, a fim de se obfer um material que possa apreseniar umsa
hoa resisténcia mecéanica, quando necesséria, e que seja biocompalivel com o
organismo humano. Desta forma, ele pode substituir drgdos, ossocs, veias, artérias,
tecidos moles como cartilagens, dispositivos para o sisterna de liberagdo controlada,

entre outros. Nestas condicbes eles se denominam biomateriais [1- 61

Durante a década de 80, a tecnologia de sistemas de liberacéo controlada
comecou a se expandir, e tem sido foco de pesquisas em decorréncia de sua
amplitude de aplicagdo. Esta tecnologia, quando aplicada a liberacao de farmacos
no organismo por um determinado tempo, consiste, basicamente, na liberag&o do
principio ativo contido em um suporte polimérico, sob condigdes farmaceuticamente
ideais. Assim, a liberac8c ocorre somente, quando e onde ela é necessaria, & na

concentrac&o apropriada para o efeito terapéutico desejado [7-10].

Desta forma, esta € uma tecnologia promissora que pretende substituir
algumas das técnicas convencionais de administragdoc de medicamenios hoje
aplicadas (comprimidos, injetaveis, pulverizagdes), pois muitos métodos utilizados
requerem freqgiiéncia e repeticdo nas doses [11]. Assim, a2 opgao por esta técnica
tem levado a medicamentos que melhoram a salde humana, trazendo vantagens
para pacientes idosos e doentes crénicos, principalmente pessoas que devem
tomar muitos remédios por dia e sio portadores de outras doencgas associadas.
Atualmente existem no Brasil cerca de 30 produios comercializados sob a forma de

liberacao controlada.



Existe uma tendéncia atual em se adotar a administracdo de medicamentos
segundo as técnicas de Liberacdo Controlada (Drug Delivery System), tanto por via
oral (microesfera resistente ac ambiente estomacal); por inalagdo; pela pele (tal
como 08 adesivos de nicotina) ou, ainda, por injecbes sem agulha utilizando

tecnologia semelhante &s impressoras jato-de-tinta [11].

O que conduz as pesquisas na area & a oblengio de sistemas de liberacéo
controlada cada vez mais seguros e confiaveis, a fim de se manter a concentracéo
apropriada do medicamento no organismo de um paciente, dentro de uma faixa
determinada de concentracdo e por um determinado tempo, sem risco de toxicidade
112]. Desta forma, os testes "in vifry” devem ser reprodutiveis & permitir medidas
com elevada precis&o para posterior correlagae in vivo”, assegurando, assim, um
avango no conhecimenio em biomateriais e, principaimente, o progresso do objetivo

alvo das pesquisas — ¢ ser humano.

Esta pesquisa tem como objetivo estudar a cinética de liberagdo controlada
de OTC em microesferas de alginato de calcio; alginaio de célicio incorporado com ©
PEG, com ou sem reticulagdo com o glutaraldeido; alginatc de calcio coacervado
com a quitosana; alginato de calcio coacervado com a guitosana e revestido com o
PEG utilizando o glutaraldeido; e aiginato de calcio revestido com o EVPRAGT®
elucidando o modelc matematico que descreve ¢ comportamente difusional de
OTC, e correlacionando os valores do coeficiente de difusas global com a

morfoiogia das microesferas.



ii. REVISAC BIBLIOGRAFICA

2.1 HIDROGEIS COMO BIOMATERIAIS

Os hidrogéis compreendem um grupo de materiais poliméricos reticulados
por ligagbes ibnicas, ou covalentes, que Intumescem a um consideravel grau em
meio aguoso. Normalmente o termo hidrogel é utilizado para designar um polimero,
sintético ou biopolimero, e macio, com consisiéncia elastdmerica e que infumesce
em agua sem se dissolver [13, 14]. Assim, quando as molécuias de agua migram
para os volumes livies existentes enire as cadeias do polimero reticulado, elas
induzem o sistema ao intumescimento , caracterizado por um volume de equilibrio.
Por isso, e aliado a outros fatores, os hidrogeis tem atraido consideravel interesse
como biomateriais.

O principio quimico marcante da maioria dos hidrogéis ufilizados como
biomateriais € seu carater hidrofilico, atribuide a presenca em sua estrutura de
grupos gue induzem sua intumescéncia em agua, tais como -OH, -COOH, -
CONH,, -SOzH, dentre outros. Desta forma, podem reter uma significante fracao de
agua em seu interior, provocado por interagdes fortes entre estes grupos funcionais
no polimero e as moléculas de agua; tais como pontes de hidrogénio, gue sdo na

grande maioria responsaveis pelo intumescimento dos hidrogéis {13].

Tendo em vista que antes do intumescimento as cadeias esto em posicdo
de equilibrio, € natural que elas oferegam uma ceria resisténcia as mudancas
impostas. Desse modo, o intumescimento pode ser descrito por um estiramento das
cadeias, onde a pressio osmdtica no sistema, que provoca penetracic da agua na
massa do polimero, sera contrabalanceada pela press@o coniraria das cadeias

poliméricas que tentam resistir & expansdo; neste ponto, o intumescimento €
alcangado [15].

Além diste, a insolubilidade e estabilidade destes materiais séo devidas a

presenca de uma rede tridimensional gerada por ligagbes cruzadas, também



responsavels por suas propriedades no estado intumescido. No caso de sistema de
liberacéo controlada, o fransporte de medicamento deniro do meio polimeérico, e sua
migragdo para o meio aguose, implica normalmente em um processe de absorgao
de agua e oufro simultdneo de dessorcdo do medicamento, por mecanismo de
difusdo confrolada pelo intumescimenio do polimere, gue pode estar reticulado ou
ndc [16]

Qualguer polimero solivel em agua que adquira insolubilidade por ligacdes
cruzadas, ou incorporacac de um copolimero em bloco, onde um dos componentes
possa apresentar uma unidade hidrofébica, podera ser usado como um hidrogel
para a difusdo conirolada. Provavelmente, o mais conhecido @ mais largamente
usado € o colageno reticulado, utilizado em inddstria farmacéutica, e como base de
filmes fotograficos. No entanto, as pesguisas na area foram se desenvolvendo em
direcdo a utifizaggo de polimeros sintéticos, devido a facil preparacéo e baixe custo
destes, como 05 metacrilaios de hidroxietiia; acrilamidas e seus N-agucares
derivados substituidos; N-vinilpirolidona e poli{xido de etileno) [17].

Normalmente, as caracteristicas de liberacdo de medicamentos s80 pouco
influenciadas pela natureza quimica do polimero, a ndo ser gue exista alguma
afinidade entre a matriz e o farmaco; portanto, a grande influencia reside em
controlar os seus pardmetros fisicos. Por exemplo, contedo de agua, grau de
ligagbes cruzadas, cristalinidade e morfologia (presenga de duas ou mais fases)
[17].

2.2 POLIMEROS BIOCOMPATIVEIS E BIODEGRADAVEIS

A biocompatibilidade dos hidrogéis é devida a alta quantidade de agua, gue
eles s&0 capazes de absorver, e as propriedades de sua superficie, simulando um
tecido natural. Quando se descreve as interacdes entre a superficie do biomaterial e
o organismo humano, esta-se tentando definir o termo biccompatibilidade [18,19].
Este termo € freglentemente usado como sindnimc de ndo-loxicidade e



basicamente esta dividido em dois grupos; compatibilidade mecanica (ou "bulk”) e

compatibilidade interfacial (ou biolégica) [20].

A rejeicBo & a resposta natural de um sistema bioidgice, dianie da presenca
de um corpo esiranho. Ela pode ocorrer por uma série de reacdes celulares, que
dependem das propriedades microscdpicas e macroscédpicas do corpe estranho
{tamanho, formato, natureza da superficie, etc). No casc de um biomaterial
polimérico, tanto a superficie quanio toda a massa podem ser alleradas, como um
resuliado de hidrélise e/ou deteriorizacic proveniente de uma reacdo imunoldgica

ou enzimatica [20-22].

E importante, em alguns casos, que os biomateriais se apresentem
bicdegradaveis, Dbicabsorvivels ou  bicerosivels; sendo  esses  fermos
frequentemente interrelacionados entre si. O termo bicabsorvivel tem sido
associado & suluras cirGrgicas provenientes de polimeros biodegradaveis e
biocompativeis, que gradualmente se dissclvem no organismo. Os polimeros
bicerosiveis tem sido relacionados & materiais que se deterioram por baixa
dissolugdo, devido a hidrolise de grupos laterais ou ionizacao; enquanto a cadeia
principal do polimero permanece sem se degradar. Freglientemente a ercséo
gcorre como um fendmeno de superficie. No entanto, o termo biodegradével € o
mais geral, sendo aplicado para muitos materiais diferentes como surfactantes,

inseticidas e componentes sintéticos em geral [17,21].

Normalmente a biodegradacdo ocorre por uma reagao de hidrolise devido ao
ambiente do organismo humano ser um meio preferencialmente agquoso. Em alguns
casos, enzimas aceleram consideravelmente a reacdo de degradacic e,
provavelmente a mais importante consideracdo com implantes biodegradaveis é
que os produtos da degradagdo sejam aidxicos e efelivamenie eliminados pelo

organismo, nao requerendo cirurgia para remogao [17].



2.2.1 BIOPOLIMEROS: ALGINATO E QUITOSANA

A gultosana e alginate sdo polimeres de ocorréncia natural, com auséncia de
toxicidadade e de facil degradacdo hidrolitica e enzimatica, gerando produtos
atdxicos. O primeiro deles pode ser oblido a pariir da hidrélise alcalina de parie dos
grupos acetamida da guitina, um biopolimero de ocorréncia em cascas de
crustaceos como caranguejos e lagostas. Uma maneira simpies de distinguir guitina
e guitosana € através da sclubilidade, pois guitosana € sollvel em solugio de acido
diiuido, mas a quitina ¢ insoclGvel. Por sua vez, os alginatos s&o produzidos a partir
da polimerizag8o da algina, um polissacarideo obtido a partir de algas marinhas
marrons, especiaimente a espécie Macrocystis Pynfera, encontrada ao longo da
costa da América do Norie e do Sul, Nova Zslandia, Australia e Africa. Eles fazem
parte da familia dos polissacaridecs, conhecidos pela sua alta viscosidade e
capacidade de gelificagdo. O uso destes maleriais como aditivos em processos
industriais de papel; plantas; alimentos, e para indUstria farmacéutica €, hoje em
dia, muito amplo [23-25].

Na Figura 2.1 estdo apreseniadas as estruturas do alginatc. Conforme se
observa, o alginato & um copolimero linear de acido B-D-manurbnico (M) e acido o-
L-gulurénico (G), ligagbes 1,4 u- e 1.4 B - glicosidicas, com proporgbes variaveis e

arranjos seqlienciais de M e G ao longo da cadeia (MM, GG ou MG).

A conformag&o de D-manuronato esta no *C,, enquanto L-guloronato esta na
conformacdo 'Cy4 , independentemente de sua unidade ao redor. A composicao
molecular especifica de uma amostra de alginato depende da alga de onde o
mesmo & exiraido, podendo ocorrer variacdes nas porcentagens de &cido
manurdnico (M) e gulurdnico (G ) [28].
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Figura 2.1 Estruturas do alginato: a) -D-manurdnico (M), b) a-L-gulurdnico (G} e ¢)

estrutura em bloco das unidades constituidas do alginato

Alem disso, existem diferencas estruturais entre os tipos de bloco. Os blocos
M estdo na forma ge uma fita flexivel, enquanto os blocos G formam cadeias rigidas
e, por fim, os biocos MG apresentam rigidez intermediaria e s&c sollveis a pH mais

baixo gue os outros tipos de blocos.

Dois blocos G podem ser figados por cations divalentes (Ca®*, Ba*', Sr**,
etc..), conduzindo a formacao de gel. A gelificacdo do alginato é baseada, portanto,
em sua afinidade por cerfos fons e a habilidade de ligar-se a estes ions
seletivamente e cooperativamente. O ion ligante € seletivo ac conteddo guluronato
e, se 0 conteudo for altc, apresenta maior resisténcia mecénica devido ao
comprimento dos blocos G [27- 29].

Diferente do alginato de sédio, que é muito solivel em agua, o alginato de
calcio € insoldvel. O processe de troca idnica no alginate de sodio e de fundamental

imporiéncia para a aplicagdo na inddsiria de alimentos e farmacéulica pois, a



interacao enire cations divalentes e os blocos G das suas moiéculas forma uma
estrutura de rede na forma de gel A determinagéo do coniteldo de sédio e calcio
em alginato & de fundamental importdncia para guantificar o processo de troca de
fon [301.

Semeihantemente ao alginato, a quitosana também & um copolimero linear.
Coniém unidades acetiladas {Z-acetoamido-2-deoxi-D-glicopiranose; e
desaceliladas {2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose) unidas por ligacles glicosidicas
B{1—4), com predomindncia das unidades desacetiladas (ver Figura 2.2). No
entanio, & um polieletrdlito de carga positiva guando dissolvido em meio aguoso
moderadamente acido como, por exemplo em soluctes diluidas de acido acélico e
acido cioridrico, porém sao insoliveis em meios neulros e alcslinos [21]
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Figura 2.2 Estrutura primaria de quitosana, na qgual R corresponde ao grupo acetil

ou atomo de hidrogénio.

A quitosana pede sofrer diversas modificagdes quimicas, tantoc nos grupos
aminc como nos grupos hidroxila, quando utilizados os reagentes apropriados,
podendo resultar, por exemplo, em derivados O- ou N-carboximetilados, derivados

entrecruzados, etc. [32]

As suas propriedades em solugio devemn ser provavelmente governadas pelo
grau de N-acetilagdo; pela distribuicdo dos grupos acetil; pelo pH e pela forga
idnica. Por exempio, a quitosana se dissolve em pH acido, onde os grupos NH; da
cadeia polimérica s&o protonados, tornando-se um polieletrélito. A mtua repulsao
entre as cadeias determina a dissclucdo do polimero. A seguinte reacio de
equilibrio descreve ¢ estado de ionizac&o segundo a equagdo guimica 2.1 [33]:



Quit-NHp + H30+(a§_} - QUEt—NH;(gq.} + HoO (2.1)

Acido acético & comumente usado para solubilizar guitcsana na
concentracgo de 0,1 M ou 1%, podendo também a mesma ser solubilizada na

presenca de um acido forte, como o HEC! [33]

As mairizes de gquitcsana apresentam habilidade em formarem gel a2 baixo
pH, onde possuem atividades antiulcera e antiacido; porém, a pH £€.8 tendem a se
desintegrar. Estas caracteristicas capacitam as matrizes de quitosana a serem um
biomaterial com potencialidade elevada em liberacéo, controlada em ambientes
gastro-intestinais [25,34-38]

Portanto, ©5 hidrogéls de quitosana apresentam varias aplicacdes,
particularmente no campo de farmacia ou biomaleriais, pelas propriedades
anteriormente citadas. Os géis de quilosana podem, ainda, ser reticulados
quimicamente utilizando-se diferentes técnicas de reficulacdo. A influéncia de
diferentes parametros, como: o tipo e a concentragdo do agente reticulante; o co-
solvente; a concentraglo e a massa molar da quitosana; ¢ grau de desacetilacio, o
pH e a temperatura, no processo de geleificagdo, tem sido extensivamente
estudada sob varias condicles [34-39].

2.3 POLIETILENC GLICOL (PEG): ESTRUTURA E PROPRIEDADES

O polietilenc glicol (PEG) HO-(CH,CH>-0)s-H € um poliéter produzido pela
polimerizag&o do Oxido de etileno e que apresenta baixa massa molar; enquanto
que, os de elevadas massas molares sdo conhecidos como Poli{dxido de etilenc)
(PEOQ). Ambos diferem em suas propriedades, de forma que se justifica a separagdo
em duas categorias. Os polimeros de baixas massas molares s&o fluidos viscosos

ou sblidos cerosos; enguanic os de elevada massa molar sdo termoplasticos



cristalinos moldaveis. Os polimeros, segundo POWELL [40], com n superior a
2.200 (M, = 100.000 g/mol) séo denominados PEQC.

As diferencas nas propriedades s3o devidas, principaimente, a imporfancia
significativa das hidroxilas terminais no PEG, e so tamanho da cadsia polimérica no
PEOC.O PEG apresenta-se como um polimero solivel em agua e solventes
orgénicos; possul capacidade lubrificanie; baixa toxidez, estabilidade; psguena
volatilidade; podendo complexar com metais; ser facimente modificado
quimicamente, e apresentar compatibilidade bioclégica. A mals interessante entre
todas as propriedades do PEG é certamente a sua elevada solubilidade em agua e

muitas das suas aplicacfes estdo associadas com asta propriedade [40].

Tanto o PEG quanto o PEO apresentam-se a lemperatura ambienie
completamente solidveis em agua, em todas as proporgdes, porgue possuem dois
sitios diferentes de hidratagdo: as hidroxilas terminais e os oxigénios dos meros.
Normaimente, a dissolugdo do PEG em agua e acompanhada de liberacdo de
energia. As solugdes aquosas do polimero de elevada massa molar possuem um
carater elastico em concentracdes menores que 1%; tais solucdes séo classificadas
como pseudoplasticas. Para concentragbes do polimero em torno de 20% as
solugbes formam géis reversiveis. Solugdes ainda mais concentradas do polimero

formam materiais plasticos, onde a agua atua como plastificante [40].

Apesar de serem substéncias estdveis, apresentam-se higroscopicos, num
grau comparavel ao do glicercl. A higroscopicidade aumenta com a diminuicéo da
massa molar do polimero, e isto se deve principalmentie ao aumento relativo do
numero de hidroxilas terminais. Devido a isto, tem ocorrido uma expans&o em ssu
uso em aplicacbes quimicas, biomédicas e indusiriais, principalmente aliado ac seu
baixo custo. Sabe-se que adesdo de células do sangue em biomateriais € um
fendomeno de superficie, sendo controlado pelas proteinas adsorvidas que podem
gerar uma incompatibilidade interfacial. © PEG pode impedir essa ades&o devido a
sua habllidade ndc adesiva; entretanto, sozinho nao possui as propriedades

estruturais necessarias para & construcdc de artérias, caiéleres e circuiics
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extracorpéreos. Por isso, tem sido incorporado sobre a superficie dos biomateriais
por enxertia; por simples tratamento da superficie, baseado em adsorcéo primaria
ou dessorcéo secundaria; incorporacic por ligacSes cruzadas ou copolimerizaco
em bloco. Isto justifica o seu usc em baixa concentracdo para revesty
microcapsulas, pois melhora a sua biocompatibilidade e estabilidade. Este tipo de
revestimento tem melhorado a biocompatibilidade em fermos de deposicao celular
[41-44],

2.4 EUDRAGIT®: POLIMEROS ACRILICOS PARA LIBERAGCAO CONTROLADA
[45]

A linha de polimeros EUDRAGIT® utilizada para dosagem dérmica e oral de
principios ativos compreende dois graus basicos:

- Polimetilacrifato soluvel em fluido gastrico, por formacgéo de sal. Estes niveis
graduados de EUDRAGIT® apresentam grupos &cidos ou basicos. Eles permitem
liberacdo pH dependente do ative. Podendo, ainda, atuam em liberagdo para
formulagdes gastro-resistentes, com liberagio do principic dirigida para a regiao
intestinal.

- Polimetilacrilato insolivel em fluido digestivo. Estes EUDRAGIT® permitem
liberagéo dependente do tempo, com desenvolvimento de formulacdes de liberagéo
sustentada. Eles s&o insoldveis em agua, e formam filmes gue intumescem
baseados em ésteres melacrilicos ou em uma pequena porgdo de cloreto de
trimetilaminoetil metacrilate. As formulagbes com estes polimeros EUDRAGIT®
liberam o farmaco, independente do pH. Alguns grupos de amoénia guaternaria
estdo contidos no copolimero, diminuindo a permeabilidade do revestimento e
oferecendo propriedades de liberagdo mais sustentada.

Na Figura 2.3 estdo apresentados diferentes polimetacrilatos de uso
farmaceéuticos, sob o ponto de vista guimico, em termos de estrutura; e na Tabela
2.1 estao resumidos as aplicagdes para os EUDRAGIT®L, S e RS.

il



Copolimers de acido metacrilico Copolimero amincalquil metacrilsto

EUDRAGIT® L 100 /8 100/ L 100-55 EUDRAGIT® E 100
EUDRAGIT®L 30D -85 EUDRAGIT®E PO
R = COOH R = -CO-0-CH-CHN{CH3),
GASTRORESISTENTE GASTROSOLUVEL
ENTERICO

@HE(H} QHS

c C c C o

COG R

aiq uil

Copolimero de ester metacrilico copolimeros de aminocaiquil metacrilaio
EUDRAGIT® NE30 D EUDRAGIT®RL 100/RL 30 D/ PL PO
PLASTOID B EUDRAGIT® RS 100/RS 30 D/RS PO
R = CO-OCH; ou CO-OC4H, EUDRAGIT® RD 100
insoltivel, permeavel R = CO-OCH-CHaN(CHa),Cl
pH independente insoilvel, permeavel

ou pH independente

Figura 2.3 Polimetacrilatos farmacéuticos
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Tabela 2.1 — Aplicagbes farmacéuticas dos EUDRAGIT®L, Se RS

Tipo Aplicagbes | Propriedades de Funcionalidade Grau Disponibilidads | Contetdo polimérico
dissolugéo
EUDRAGITY
EUDRAGIT® L. | Liberagio do | Solavei em fluido Polimero anibnico baseado em L. 100- 55 Pa Revestimento entérico efetivo e
famaco no | infestinal acima de | dcido metacrilico e metacrilatos [ EUJRRAGHT Dispersio estave!
duodeno pH 5.5 com COOH L30D - 55 Agquosa
EUDRAGIT® Solugio Granulagbes de {drmaco em forma
Liberagéio do | Sohlivel em fluido Polimeros anidnicos baseados 112,56 orgdnica em de pé
farmaco no intestinal acima de | em acido metacrilicos & dicoot
jejuno pH B metacrilatos COOH isopropilico Liberacic especifica do farmaco no
EUDRAGITY | P8 intestino por combinagiio com
L 100 EUDRAGIT @0 tlpﬁ 8
EUDRAGIT EUDRAGIT® | Solugio Granulagdes de farmaco em forma
Liberagéo do { Soldvel em fluido Polimeros anidnicos baseados 5125 arganica em de pd
farmaco no intestinal acima de | em gcido metactllicos e aloool
ileo pH 7 metacriiatos COOH isopropilico Liberagdo sspecifics do firmaco no
EUDRAGITY 26 Intasting por combinaciic com
S 100 EUDRAGH ®&B tipo L
CEUDRAGIT Sohicho
RS Formulagdes | Insolivel Copolimeros catisnicos de EUDRAGIT® | organics em Aplichvel para revestimento de
de Hiberagho acrilato e metacritato com RS 12,5 Aleool particula e estrutura de matriz
sustentada Baixa grupos de amdnio quaterndrio isopropilico
permeabilidade “EUBRAGTT | Briniios
RS 100
EUDRAGIT® | Pé
RS PO
EUDRAGIT | Dispersio
R& 30D AQUOSS




Para formacdo de fiime gastroresistente sobre as microesferas sao
empregados polimeros gasfroresisténtes que apresentam grupos funcionais
com natureza anidnica, que em pH &cido do estdmago os torna insolaveis (ex
aceloftalato de celulose, copolimero do dcido metacrilico/metacrilate de metila).
Com a mudanca do pH para valores superiores a 55, estes grupos ficam
ionizados e tornam-se soldveis no meio, promovendo a liberagio dos farmacos
[46]. Assim agem alguns EUDRAGIT® contidos na Tabela 2.1,

2.5. O ANTIBIOTICO OXITETRACICLINA

Os antibidticos s80 agentes antimicrobianos empregados no tratamento
de infecgbes. Normaimente, a escolha de um antibidlico especifico, no
fratamanto de uma infeccio qualquer, dependera do micro-organismo causador
da infeccBo e sua sensibilidade; como também da gravidade da enfermidade;
da acao tdxica do mesmo; dos aniecedenies de alergia do paciente e do custo.
Podem ser administrados por via oral (capsulas), tépica (colirio, gotas, etc...) e
injetavel (intramuscular, intravenocsa). Apds administrados, podem atuar por
ac&o bactericida, matando os microorganismos existentes ou interferindo com a
habilidade do microorganismo em produzir cerias proteinas vitais, assim
inibindo & multiplicacéo dos mesmos [47].

Uma das familias de antibidticos comuns € a das tetraciclinas, emque a
oxitetraciclina faz parte, & cuja acao é bacteriostatica, com amplo espectro de
afividade. Por isso, podem ser prescritos nas infeccbes por bactérias
relativamente raras com Rickettsias, Clamidias, Brucelosis, dentre outras, e no
frato de infecgdes respiratorias e urindrias. No entanto, podem produzir
molestias no estdmago; outras infecgdes; manchas nos dentes e crescimento
anormal de fetos em muiheres gestantes [47].

Alem disto, as tefraciclinas formam um grupo de antibidticos que
apresenta em sua esirutura basica quatro anéis carbociclicos comuns, diferindo
um do outro quimicamente somente por variagdo nos substituintes. Na Figura
2.4 estdo apresentados o3 nomes genéricos e quimicos dos mesmos, assim
como suas respectivas estruturas. Como podemos observar, a estrutura béasica
apresenta dois grupos croméforos, anel A e andis BCD que absorvem no
ultravioleta, separados por uma hidroxila na posicdo doze. A modificagdo

i



destes grupos cromoforos por ruplura de um dos anéls, aromatizacao do anel
C ou A; extensdo do cromdforo ou blogueio de um cromdforo, destrdl a

atividade das tetraciclinas [48 49].

e u OH
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§- desmedl- T-cloroteiracicing

3‘@ 3= Py Y
Memmm Bﬂxaszdm
f-desnetil 6. desomi- 5. hidroxi &- tesoug ~ S-hidvoxiclickns - ciesmeﬁ!. fe desoed
§- metil eneteiracicine 7 deme Slommo teivaciclins

Figura 2.4 Principais derivados das tefraciclinas [48, 48].

E conhecide também que existe alta incidéncia de efeitc de ordem
gastrointestinal associado com ¢ uso da oxitetraciclina oral, incluindo nauseas
e dispepsia, particularmente quando tomado com o estomage vazio. Por estas
razbes, as tefraciclinas tem sido administradas tradicionalments para um
conjunto de animais e aves domésticos em alimentos, na dgua de beber ou por
injecac inframuscular, duas ou trés vezes ac dia. No entanio, esie modo de
administracéo & freqlentemente ndo econdmico.

2.608S SISTEMAS DE LIBERACAO CONTROLADA [12]
2.6.1 Dispositivos [12]

Varios polimeros ja foram testados em sistemas de liberagdo controlada.
Muitos, em fun¢ao de suas propriedades fisicas, fais como: Poli{uretancs) por
sua elasticidade; poli{siloxanos) ou silicones, por serem bons isolantes;
poli{metii metacrilato), por sua forga fisica e poli(vinil alcool}, por sua
hidrofobicidade e forga. Estes polimeros podem liberar o farmaco por:

- Difusdo, em um suporte polimérico nao degradavel;

- liberagaoc controlada, a medida que o sistema polimérico degrada,;
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- liberagio controlada por osmose;

- liberacao por troca ibnica

- liberacéo pro-droga.

A descricdo esquematica destes dispositivos esta apresentada na Figura
2.5 e 08 mecanismos gue podem aciona-los encontram-se na Tabela 2.2
Qualguer um destes sisiemas terapéuticos pode fer mais de um mecanismo
influenciando; no entanto, para cada sistema existe um predominante e,

nermalmente, os polimeros determinam o controle da difuséo.

=Y

(B)

{®

)

(E)

Figura 2.5 Descricao esguematica dos mecanismoes de liberagdo controlada: A)
suporte poliméricc nac degradavel, B} sistema polimérico
degradavel; C) sistema confrolado por osmose; D) liberagao por
troca ibnica E) liberacao pro-droga. [12].
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Tabela 2.2 Mecanismos gue acionam a liberagéo do farmaco [11]

a. Difusdo do farmaco em um suporte polimérico ndo degradave!

Nos sistemas monoliticos, o suporte polimérico € geralmente nac-
biodegradavel, onde o farmacc € liberado por migrag@o nos poros gue vao se
formando na matriz, 2 medida que o mesmo intumesce. C sistema consiste na
incorporacéo do farmaco no interior da massa de um polimero hidrofilico, que
pode ser intfumescido quando entra em contato com agua ou fluido bioldgico
semelhante.

A difusdo nos sistemas de capsulas (reservatdrio) € controlada pela
membrana que envolve o farmaco; nos casos de membranas ndo porosas, a
difusdo ocorre desde que ocorra desejavel solubilidade do fammaco. A
encapsulagao por membrana microporosa, €m que os poros variam na faixa de
alguns centésimos de milimetros a dez angstrons, inicialmente sé@o preenchidas
e permeadas com fluido gastro-intestinal e com subsegUente formacdo de um
gel.

Normalmente, na liberacdo controlada por difusBo, o principal

mecanismo refere-se a8 permeac@o do farmaco pelos poros e também a
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diferenca de concentracdo entre a malriz polimérica & o melo; que contrelarg a
k3

difusdo no sistema em funcdo do tempo, conforme se observa na Figura 2.6,

Hra

§

Figura 2.6 llustracdo da iiberacdo controlada do farmace sem a degradacao
polimérica [11].

Quando o polimero intumesce, sua Ty diminui para um valor abaixo da
temperatura do meio e, assim, passa para © estado elastdmérico, permitindo
que ¢ farmaco contido nele se difunda através da matriz. Com este tipo de
sistema & possivel, ao menos leoricamente, chegar & uma velocidade
constante de liberacao do farmaco.

A Tabela 2.3 mostra os fatores que infiuenciam o intumescimento dos
hidrogéis, 0s quais podem ser divididos em dois grupos: os que sdo favoraveis
a entrada de agua na estrutura polimérica, e aqueles gue resistem ou inibem o

fluxo de agua.

Tabela 2.2 Fatores gue influenciam o intumescimento de hidrogéis [50]

FATORES FAVORAVEIS AD FATORES QUE INIBEM O
INTUMESCIMENTO INTUMESCIMENTC

Potencial osmdtico -

interactes forles com a agua
interacbes fracas com agua

Volume livre alio Volume livre baixo

Flexibilidade alia da cadeia Flexibilidade baixa da cadeia

Densidade de reticuiago balxa— Densidade de reticulacéo alta
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b. Liberagdo controlada do farmaco a medida gue o sistema polimérico
degrada

Quando o farmaco é liberado, a medida gue o polimero degrada
(dissolve), estamos nos referindo a liberagdo com dissolugdo pelimérica. O
termo “dissclucdo” designa desprendimente fisico das cadeias poliméricas na
presenca de excesso de agua, sem envolvimento de alguma mudanca guimica,
em pequenos fragmentos, por processo guimico ou biclégico, e subsequente
liberacao no meio.

Os sistemas de liberacio de polimerns biodegradaveis podem ser
considerados como um casc especial de sistemas de dissolucae conirolada.
Os polimeros biodegradaveis comumente usados sdo; poli{acido latico);
poli(acido glicolico), derivados da dextrana, poli(amino acidcs) & seus
copolimeros, dentre outros.

No primeire estagio do processo de dissolucio, o polimero comega 2
intumescer como resultado da penetragio das moléculas de dgua. Durante
intumescimeanto, a porggo mais superficial da matriz polimérica forma uma
barreira, que retarda ¢ ingresso das moléculas de agua, agindo como uma
camada que controla a liberacdo do agente bioativo. A difus@o deste através
desta barreira contribui para a velocidade e a cinética de dissolucac da matriz
polimeérica.

Em sistemas monoliticos, a mafriz que se dissolve geralmente é
preparada por compressadc do polimerc, ou por evaporagdc do solvente
seguida de secagem de uma solucio polimérica, contende uma quantidade de
droga dissolvida ou dispersa.

Nos sistemas de reservatério, a solubilidade da membrana polimérica e
a liberacéo do medicamento dependem da espessura da membrana, do tipo de
polimero usado, e pode ocorrer em um sistema alternado de camadas de
farmaco e polimero.

¢. Liberacéo conirolada por osmose.

Os sistemas de osmose, para z liberaglo confrolada, s&o constituidos
por um cenfro de reservatério do medicamento, rodeado por uma membrana
polimérica semi-permeavel. Assim, a presenca da moiécula do farmaco no
reservatorio cria um gradiente de pressdo osmética, provecando difuséo
gradual de agua em direcdo ao dispositivo, forcando a molécula do agente
bicativo a sair por um orificio feito no sistema. A forca mecénica da membrana
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semi-permedvel deve ser forte o bastante para resistir a tenséo formada no
interior do dispositivo durante o tempo de vida operacional do sistema. A
velocidade de liberacéo do agente bioativo, no sistema de liberagéo osmaotica,
& diretamente relaciohado a velocidade de difusdo externa da agus, gue pode
ser controlado pelo fipo, espessura e érea da membrana polimérica semi-
permeavel.

d. Liberacdo conifrolada por troca ibnica e liberagéo pré-droga.

Os sistemas pré-drogas s&o os sistemas nos quais os grupos funcionais
do polimerc sao ligados covalentemente as moléculas do farmaco e
gradualmente liberadas por ruptura hidrolitica ou enzimatica; com isso, ndo séo
fisivlogicamente ativos e sua atividade ¢ adquirida por essa ligacdo 1abil que
pode ser removida “in sifu”, por enzimas hidroliticas. Se ocorrer ruptura por
hidrdlise quimica, a liberacdo do farmaco dependera da natureza ds ligagio
covalente & do pH do ambiente. No organismo isto ocorre muito devagar. Se a
molécula do medicamento é liberada por hidrdlise enzimatica, a liberacio é
dependenie da concentracio da enzima. Assim, o sistema de liberagio exata
depende das condicdes “in vivo" & no do sistema de liberagdo em si mesmo.

O sistema de troca idnica € usado na liberac@o controlada de agentes
bioativos ibnicos (ou ionizaveis). Polieletrdlitos sdo reticulados para formar
resinas de froca idnica insoliveis em agua. Desta forma, forma sal durante 2
absorcgo e liberacdo, por mudanga apropriada de ions nas redondezas.
Medicamentos catidnicos formam complexos com mudanga anidnica na resina
de troca ibnica, como grupos carboxilicos e sulfénicos de poli(acido sulfdnico
estireno) e poli{acido acrilico), respectivamente. lons de hidrogénio e/ou outres
cations, como ions sodio ou potassio, agem na liberacéo de farmacos por agio
do complexo resina-medicamento. Para a liberacdo do agente bioativo
anidnico, pode-se utilizar resina de troca idnica-catibnica que contém grupos
basicos, como amino ou grupos amdnio quaternarios de poli(metacrilato de
dimetil etilamina).

Para ser um suporte de farmaco, o polimero necessita possuir certas
caracteristicas;, como: continuar solivel em agua apds carregamento do
farmaco; apreseniar uma massa molar elevada ¢ basiante para permilir
filtrac@o glomerutar, mas baixa o bastante para atingir todo tipo de célula; as
ligactes suporte-farmaco devem ser estavels no fiuide do organismo, sendo
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posteriormente degradével por enzimas presentes no liscssoma. E preferivel
gue o polimero seja degradavel por enzimas, para ser eliminade pelo
organismo apés liberagdo do farmaco. O suporie polimérico deve ser néo-
téxico, ndo imunogénico & biccompativel

Os sistemas de liberacdo controlada por dissolugdo e pro-drogas s&o
conhecidos como sistemas conirolados quimicamente. O controle da liberagao
ocoorrerd no primeiro sistema por degradacie, enguanio no segundo por

hidralise.

2.8.2 Vantagens e limitacbes [50]
Como vantagens dos sistemas de liberacio controlada temos:

- niveis do farmaco no plasma sdo continuadamente mantidos em uma
faixa terapéutica desejavel;

~ 08 efeitos laterais nocivos, a partir da administrag8o convencional,

podem ser reduzidos ou eliminados pela administrac&o local;

- 08 farmacos que tem um tempo de vida curlo “in vivo” podem ser
protegidos da degradacac;

- a administragéo continua de pequenas quantidades de farmacos, pela
liberagcdc confrolada, poderia eliminar ¢ desconfortc no paciente em
comparacdo a administracdo parenteral de varias doses grandes do agente

bipativo.

Desta maneira, para se obter uma taxa de liberagdo constante sobre um
periodo prolongado, esta atividade deve ser mantida em um valor constante.
Logicamente, é importanie assegurar a integridade da membrana devido a
possibilidade de haver uma liberacdo do farmaco rapida, por causa de
imperfeicdes na estrutura da mesma. Devido a isio, ¢ sistema de liberagéc

controlado pode possuir as seguintes limitactes.:

- 0 alto custo de uma determinada formulacao polimero-farmaco, devido
ac prego do polimero ou do seu procedimento de obiencéo;
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- @ toxicidade ou auséncia de biocompatibilidade do material polimérico

usado;

- @ necessidade que existe, em alguns casos, de intervencao cirurgica
para implantar ¢ polimerc em um local apropriado;

- 0% problemas derivados pela presenga do implants;

- formacio de produtos secundérios nocivos, procedentes do polimero,
se este for degradavel;

- 0 impacto da degradacgéo do polimero no meio,

- o usc de aditivos no polimero, como plasiificantes, estabilizantes,

antioxidantes, cargas; que poderio provocar fortes reacdes no organismo
- o custo, o tempo & a probabifidade de sucesso.

Para que o projeto de liberaggo controlada ndo seja invidvel, devemos
selecionar a matriz polimérica, a partir de alguns critérios, tais como:

- massa molar, transigéo vitrea e funcionalidade quimica apropriados do
polimero, que permitem a propriedade de difusdo e liberagdo do agente ativo;

- 08 grupos funcionais do polimero nao devem reagir quimicamente com
g agente ativo;

- 0 polimerc e os produtos da sua degradacic n&o devem ser toxicos
para o meio e, no caso de aplicagcbes médicas, ndo devem ser tdxicos para o
paciente. Os polimeros devem estar livres de adifivos, impurezas,
estabilizantes, residuos de catalizadores ou emuisificantes, e nadc devem
induzir fendmenos cancerigenos ou nocivos em geral;

- 0 polimero n&o deve degradar-se durante a estocagem, nem durante o
seu periodo de uso. A degradacdo térmica é de menor importancia devido as
pequenas flutuacdes de temperatura no organismo;

- ¢ polimero deve ser faciimenie manufaturado no produto desejado e
deve permitir a incorporacao de grandes guantidades de agentes atives, sem a
deteriorizacdo de suas propriedades mecédnicas. Os pardmetros das
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propriedades fisicas e mecénicas do polimero mais importanie séo a geometria
do dispositivo, propriedades elésticas; grau de inturescimento; resisténcia &
trac@o; resisténcia a compressfio;, baixa cargas estalicas e oscilatorias;

resisténcia ao desgaste e a fadiga;

- o custo do polimero ndo pode ser excessivo, pois desse modo o projeto

nac sera competitivo.

Uma vez que as aplicacdes, a matriz polimérica & o agenie bipalivo
foram completamente investigados e aceilos, devemos selecionar a {ecnologia
de liberagao conirolada que meihor se adequar a aplicagao, as quais ja foram
mencionadas aqui.

2.7. PRINCIPAIS PARAMETROS AVALIADOS [51]

Dentre 0s mais importantes par@metros nos sistemnas de liberagao,
destacam-se a facilidade de permeabilidade de farmacos solGveis em agua,
nos sistemas em matriz ou reservaitdrio; suas propriedades fisicas, e a
durabilidade no estado vitreo, guando seco e eldstico, ac absorverem ceris
guantidade de agua. Estes sdo parametros fundamentais para a sua aplicacéo
pratica e podem ser otimizados com o conhecimento da ciéncia dos polimeros.

Por exemplo, em casos de polimeros com ligagdes cruzadas, guanto
maior o grau de reticulacdo, maior sera a forga de resisténcia que as cadsias
deverdo ter para resistir 2 expansao; assim, sistemas altamente reticulados
tendem a possuir baixos graus de intumescimento. Em casos de cadeias
poliméricas rigidas, muito cu pouco flexiveis, o intumescimento serd inibido
devido ao aumento da resisténcia a deformagdo; e se o volume livre do
polimero for suficientemente baixo, a dgua sera incapaz de penetrar na matriz
polimérica para iniciar o processo de intumescimento.

2.7.1 Estrutura do polimero

C volume livre representa os vazios nos quais as moléculas em difusao
podem saitar; entéo, em termos gerais, o coeficiente de difusdo aumenta em
ordem crescente do estado cristaline para ¢ estado vitreo e, por fim, para ¢
estado elastico. Este fato esta associado a densidade de um polimero ou ao
empacotamento de suas cadsias, ou de algum material polimérico em
particular, gue geraimente tende a diminuir nesta ordem.
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No estado viltreo, os polimeros sdc durps, rigidos e freglentemente
guebradicos, com baixe grau de movimentacdo molecular; logo, a velocidade
de difusdo do agente bioativo provavelmente seré muito baixa. No entanto, sob
aguecimento, a uma velocidade definida, pode ocorrer mudanca do estade
vitreo para © estado elastico. Neste estado, se o polimero néo se contrair por
alguma interacio molecular, ou ligacdo, ele sera um material mais fiuido, de
maior viscosidade e, assim, pode ocorrer separacéo de fase; formacgao de
cristalitos e ligagbes cruzadas (se TooTg). Como os polimeros nunca sao
totaimente cristalinos, acima de sua fransicio vitrea tero uma fase elastica

jurto com varias porcbes de dominios cristalinos.

2.7.2. Intumescimento de polimeros reticulados

A capacidade de um polimero intumescer em um sclvenie & governada
por uma analise tedrice complexa. Um solvenie gue intumesce o polimero pode
ser utilizado no casc de hidrogéis para moderar ou controlar a difusdo de
farmaces diretamente no polimero, seguindo a teoria da energia livre da
ristura do solvente com o polimero ¢ a densidade de ligagbes cruzadas. Neste
caso, o grau de intumescimento aumenta por redugio da densidade de
ligagdes cruzadas. O coeficiente de difusdo também aumenta com o aumento
do intumescimento podendo ser usado como um controle da velocidade de
liberacd@o na incorporacao de farmacos soluveis.

2.7.3 Difusdo do medicamento

0 tamanho da molécula do farmaco a ser difundida através da massa do
polimero, assim como suas propriedades fisico-guimicas, s&o exiremamente
importanies na liberag@o. A permeagdo na membrana n#&o depende somente
de seu coeficiente de difusdo, mas também da solubilidade no polimero e seu
coeficiente de distribuicio entre o polimero e © meio externo.

2.8 LIBERACAQ DE MEDICAMENTOS EM CONDICOES
GASTROINTESTINAIS

Muitos farmacos, como os antibidticos, podem ser encapsulados em

microesferas de alginato [52-54], microesferas de quitosana [55-61],

microesferas de alginato coacervada com quitosana [62-80] & microesferas de

alginato coacervada com a quitosana e revestidas com o PEG [81,82). Com as
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microesferas poliméricas surge uma alternativa de administrar medicamentos
simpies. Uma grande vaniagem deste sisterna inclui o fato de poderem ser
administrados por diferentes rotas. A rota mais conveniente @ mais comumente
empregada € a ingestdo ocral. Este tipo de administracdo esid sujeilo a
freqUentes mudancas de pH. Durante seu caminho, o medicamento passa da

parte géstrica, fortemente acida; para intestinal, aicalina.

2.8.1 Processos de microencapsulagéo

A microgncapsuiacdo compreende o revestimento de pequenas
particulas solidas, goticulas liguidas, ou bolhas de gas. Muitos termos séo
usados para descrever o conteddo de uma microparticula, tais como; agente
ativo; material de centro; material de recheio,; fase interna; nlclec e carga. Do
mesmo modo, o material usado para formar a particula € chamado ds suporie;
revestimento, membrana; casca ou parede [B3L

O gue distingus uma microparticula da oufra, a principio, € 0 seu
tamanho. Entre as de 1 e 1000 ym de didmetro, denoming-se microparticuias;
as de didmetros maiores que 1000 ym e menores que 1 um sdo denominadas
macroparticuias e nanoparticulas, respectivamente. Desta forma, as particulas
podem ser divididas em capsulas e esferas na escala macro, micro e nano [84].

A obtencdo de microesferas, como no exemplo da Figura 2.7, ocorre
devido ao fato do polimero gelificar por gelificacéo idnica, gelificacéo térmica ou
por combinacdo destes dois mecanismos [85]. Podemos obter as microesferas
por diferentes meétodos que podem ser divididos em fisicos, como a técnica do
spray drying, spray chilling; spray cooling; leito fluidizado; extrusédo;, co-
cristalizacéo e liofilizacao; métodos guimicos, através de inclusdo molecular ou
polimerizagao interfacial, e os metodos fisico-quimicos, incluindo coacervagéo;

separacao por fase organica e formacao de lipossomos [83,84].

Figura 2.7 Microesfera de poli(lactato-co-glicolato) [11]
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As microcapsulas podem apresentar uma larga variedade de geometria

e estrutura, segundo mostra a Figura 2.8.

Parade

{c)

Figura 2.8 Estrutura de microcapsulas: a) cépsula mononuclear, b) agregados
e ¢) estrutura dupla parede [84].

Quando um agregado ative € encapsulado por diferentes materiais, a
capsula € caracterizada por famanho de particula e distribuicds de famanhg;
pela geomeitria da particula; pelo contetdo ative e distribuicio; pelo mecanismo
de liberagdo; pela estabilidade de estocagem & por cutros parametros.

O custo de manufalura estd baseado no material de revestimento;
solvente; equipamento e trabalho. O preco do material de revestimento varia
grandemente e, como regra, ¢ malerial aceitdvel € o mais baralo.
Revestimentos gue podem ser aplicados sem envolver solvente ou dgua s&o
preferidos. As normas de seguranga e ambientais aumentam o custo do
processo, quando se utilizam solventes organicos volateis. Os processos que
requerem equipamentos simples e minimo trabaiho séo preferiveis.

2.8.1.1 Utilizando alginato
Os géis de alginato induzido por cations divalentes, constitui uma técnica
de encapsulacio simples por gelificagao idnica, que ocorre por uma fransicac

sol-gel, com formactes de juncdes intercadeias numa estrutura em rede.

Existe uma direta relaglic enlre resisténcia mecanica de um gel de
alginato e a porosidade da rede que forma o gel. Quando géis sao produzidos a
partir de alginatos com elevados conteGdos de acido gulurdnico, altos moédulos
sao obtidos, comparados aos géis formados com menor conteudo G. Isto
normalmente produz alta velocidade de difuso. A explicacio proposta para

este comportamentc € que géis com allo contelido G & seus pequenocs
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segmentos eldsticos, formam os poros mals consistentes, menos flexiveis.
Assim, o alginato de calcio apresenta uma estrutura de rede estatistica quando
comparada a estrutura mais dinamica de rede de géis que s&o formados com
baixo conteado G. Isto se dave aos segmentos elasticos relativamente longos

na cadeia, conforme se observa na Figura 2.9 [24].

Figura 2.9 Modelo proposto para estrutura de rede em geis feitos de alginate
com blocos de acido gulurdnico de diferentes comprimentos [24].

GRANT et al. (1973) [86] propds o mecanismo de formacdo do gel de
alginato gque pode ser explicado pelo modelo “caixa de ovos” para as interactes
de segmentos G com ions calclo. As regides de blocos G s&o alinhadas lado a
lado, resultando na formag&o de uma cavidade, onde os fons calcio fazem uma
jungéo entre as cadeias, semelhante ao ovo numa caixa de ovos [87],
formando uma rede fridimensional. A forca do gel esté diretamente relacionada
com a guantidade de zonas de jungao e a natureza das associagfes envolvidas
nestas zonas.

Desta forma, as propriedades fisicas dos géis de alginato, como forga e
porosidade, dependem da raz&o entre os mondmeros; composicao de uronato;
razéo M/G, e também da distribuicgo segliencial no copolimerc. A formacgac
destes géis depende principaimente das jungbes formadas aulo-
cooperativamente entre regides enriquecidas por sequéncias GG [24].

THU et. al. [54] observaram que a estrutura de gel de alginato néo &
somente influenciada pela concentragéo e estrutura quimica, mas também pela
cinética de formagao de gel. Essa cinética pode proporcionar um gel no formato
esférico, sistema em reservatorio, sem homogeneidade; ou seja, com alta
concentragdo proxima a superficie e diferentes graus de anisolropia
(heterogeneidade).

As esferas em gel de zlginalo de calcio sZo desesiabilizadas guando
quelados com fosfato, lactalo ou cifralo cu cations ndo gelificantes como soédio
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e magnésio. Ekstes jons frocam com os fons calcio ligando-s¢ nao
cooperativamente, conduzindo ao intumescimento do gel. Para gels de alginato
com alto conteudo de acido guluronico, eles iniciam o intumescimento quando
a raz&o de lons sodio para calcic € maior que 40 vezes.

2.8.1.2 Udllizando alginato/PEG e alginato/quitosana

Tantc o alginato, quanto a guitosana, s8o polissacarideos de estrutura
guimica diferentes, tendo um ou mais propriedades fisicas de uso comercial;
viscosidade e geleificacio sfo dois exemplos.

O alginato € um polidnion e & guitosana € um polication; quando
dissolvidos em melo apropriado, ocorre a interac@o elefrostatica dos grupos
carboxilicos do alginato com os grupos amina da quitosana & o resullanie
entrelacamento dos polimeros, podendo formar uma membrana que envoive o
farmaco; ou seja, encapsular por coacervacdo. Este & um tipo de complexo
formado por dois polimeros de cargas opostas.

Na Figura 2.10 esid apresentada a interagdo idnica entre alginaio e
guitosana em diferentes pH.

Figura 2.10 Representacéo esquematica das interagBes idnicas entre alginato
e guitosana: {(a) pH 5.4; (b) pH 2.0 {88].

E claro que a interacao entre os jons é favorecida a pH 5.4. Neste pH o0s
grupos carboxilicos sofrem ionizagdc e todos se ligam ao grupo amina
formando uma estrutura regular e conseglentemente, uma melhor
coacervacao.
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A membrana formada diminui a perda do material a ser encapsulado,
aumentando o fempo de liberacdo do farmaco. Ela pode ser forle o bastanis
para resistir a uma pressac de intumescimento osmotico, que surge dentro da
microcapsula. Uma membrana alginato-polication também reduzirg e controlara
a permeabilidade servindo como uma barreira.

Para a preparacio destas microcépsulas, o procedimento e materiais
aplicados séo vasios. Por exempilo, iremos abordar duas maneiras de prepara-
las. A primeira € um procedimento de um Unico estagio, onde a mambrana
complexa coacerva, formando uma interface enire as solugBes de aiginato e
quitosana. isto & feito simplesmente gotejando uma solucdo de alginalc em
uma solucdo agquosa de quiiosana, gera uma membrana com um centro
alginato liguido. Este centro & faciimente geieificado por adicao de cloreto de
calcio na solugdo de quitosana, ou por tratamento das microesferas de centro
Hguido com Cally {ag), apds a membrana ter sido formada. O processoe oposlo
pode ser feito, dependendo da interacio do agente bioativo com a membrana,
gotejando quitosana em alginato para produzir microcapsulas com um centro
guitosana. E finalmente, o procedimento em dois passos, ¢ qual compreende a
formacao de esferas de alginato de célcic gotejando uma solucdo de alginalo
em um banho geleificante contendo ions calcio, CaCl; (ag). Em seguida as
esferas s&o transferidas para uma solugdo contendo um policdtion, a
quitosana, para formar uma membrana sobre a superficie das microesferas.

Os géls podem ser feitos com a concenfrac@o de alginato distribuido
uniformemente ou com um gradiente na concenfracio de alginato afraves da
seccdo cruzada da esfera no gel, chamada microesferas homogéneas e néo
homogéneas, respectivamente. O grau de homogeneidade pode faciimente ser
controlado, ajustando a concentracido e razdo de geleificagdo para cations nao
gelificantes na solucio gelificante. E possivel produzir um gel ndo homogénio
com uma concentracBc do polimerc na superficie 10 vezes maior que a
concentracéo do polimero no ceniro.

CHANDY et.al. (1998) prepararam microesferas de aiginato de caicio;
microcapsulas de alginato/quitosana e microesferas de alginate de calcio,
incorporada com PEG, em um Unico estagio, para liberarem hirudina. Uma
parte destas microcapsulas sofreram um tratamento acido com 0.1 M de HCI
por 4 h. A Figura 2.11 mostra a liberacéo de hirudina em funcdo do tempo, no
tampao tris-HCI, pH 7.4, nesies dois sistemas. Observa-se na Figura 2.11 um
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efsito de disparo (~ 2h}, seguido por uma liberacio constante de hirudina nas

microparticulas sem tratamento 4&cido. A liberac8c de hirudina das

microparticulas, apds tratamento acido, reduziu a liberago, com diminuig&o do
efeito de disparo. No entanto, durante o tratamento das microparticulas em

baixo pH, 35-40% da carga do farmaco foi liberada.
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Figura 2.11 Percentagem de liberagdo da hirudina em tampéao tris-HCI, pH 7.4
sob varios sistema de liberacdo controlada: a) sem alterar
condicbes das esferas e b) apds fratamento acido (0.1 M HCI, 4h)
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CHANDY et. al. (1998) continuaram seus estudos, desta vez liberando
albumina humana em microesferas de alginato de calcio e microesferas de
alginato de calcio incorporande PEG (0,05, 0,1, 0,2 e 0,3%). A Figura 2.12
mosira a perceniagem de liberac@o de albumina de microesferas de géis de
alginato, incorporadas com o PEG, como funcao do tempo, em tampao tris-HC,

pH 7.4,
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Figura 2.12 Liberac@o do BSA em alginalo enxertado com PEG [81].

A liberagio inicial de albumina (BSA) foi substanciaimente reduzida por
incorporacéo de baixa conceniracdo de PEG nas microesferas de alginato. A
liberacéo inicial da mesma, em microesferas sem o PEG, foide 497% em 1h
de liberacdo, e de 35 a 38% para microesferas de alginato de calcio,
modificadas com o PEC. Entretantoc, as microesferas preparadas com alta
concentracée de PEG (0.3%) liberaram albumina em maior percentagem gue
microesferas preparadas com baixa concentragao (0.05%). Por exemplo, em 4
h, as microesferas preparadas com 0.05 de PEG liberaram somente 59% de
albumina encapsulada, enquanioc que as preparadas com 0.3 % de PEG
liberaram 75% de albumina. Desta forma, foi conciuido que baixa concentragac
de PEG modifica o perfil de liberaco de albumina em microesferas de alginato.

2.8.1.2 Utilizando alginato/quitosana/PEG

CHANDY et al. (1999), em um outro firabalho, estudaram as
microesferas de alginalo de caicio coacervadas com quitosana, incorporando
as mesmas o PEG A ulilizagds de PEG, em microcapsulas de
alginato/quitosana, tem a funcio de tornar as microcapsulas menos adesivas
em comparagdo g quilosana que € mucoadesiva. Para tal, encapsularam
células vermelhas do sangue {Red Blood Celis — RBC) em microesferas de
alginato de calcio, microcapsuias de alginato/quitosana; microcapsulas de
alginato/guitosana/PEG; microcapsulas alginato/quitosana/GA, microcépsulas
alginato/guitosana/1-etil- 3- (3' -~ dimetil aminopropil) carboamida (EDC) e
finalmente, microcapsulas alginato/quitosana/PEG/GA. A Figura 2.13 apresenta

-y
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a jiberacdo de RBC em pH 7.4. A percentagem de hemoglobina liberada de
RBC em microesferas de alginato foi alta, comparada com as velocidades de
vérias microcépsulas modificadas. Eles concluiram que a incorporacdo de
baixas concentracoes de GA (0,05%), durante gelaggo, pode melhorar &
bicestabilidade de células encapsuladas e a liberagdo pode ser
substancialmente reduzida em microcapsulas de alginato/quitosana/PEG.

T {Hours)

Figura 2,13 O grafico mostra a difusdo de RBC através de varias
microcapsulas de alginato: (e) alginato, {0} alginato/guitesana,
(V) alginato/quitosana/PEG, (V) alginato/quitosana/GA, ()
alginato/quitosana EDC ¢ ( ) alginato/quitosana/PEG/GA.

2.9MODELAGEM MATEMATICA PARA A DIFUSAO DE OTC

Difus@o em solucbes poliméricas e géis tem side estudada por varias
técnicas como gravimetria, permeacéo por membrana; flucrescéncia & sondas
radioativas. Estes estudos conduzem a um melhor entendimento sobre
morfologia polimérica; fendmenos de fransporte; fus@oc polimérica e liberagdo
controlada de farmacos. Varias descricdes tebricas dos processos de difusée
foram propostas. Os modelos tedricos foram baseados em conceitos fisicos
diferentes como efeilo de obstrugdo; efeitc do volume livre e inieragdes
hidrodinamicas [89].

O processo responsavel pelo movimento da matéria, de uma parte a
outra, 0 qual é principalmente devido a movimentos moleculares aleatdrios &
chamado de difusdo. Em gases, os processos de difusgo sfo rapidos (10
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cm/min); porém s&c bem mais lentos em liquidos (0,05 cm/mim) e sdlidos
(0,00001 cm/mim). Difuséo, em gases e liguidos, pode ser predita por teorias;
no entanto, em sdlidos & dificil estimar com modelos tedricos. Particularmente
em polimeros, a difusgo é complexa, podendo ter valores entre os liquidos e
sélidos. Ela depende fortemente da conceniracio e grau de intumescimento do

polimero [89].

O primeiro tratamento matematico da difusao fol estabelecido por Fick,
onde a difusdo é fratada como um processo molecular dindmico, baseando-se
na hipdtese gue a taxa de fransferéncia da subsiancia, difundida através da
unidade de érea de uma secio, é proporcional ac gradiente de concentragio,
normal a esta secao [90]. A primeira Lei de Fick é a lel fundamental da difuséo,
expressa pela equagdo 2.3

J=-Dv(C’ (2.3}

onde,

J é o fluxo méssico [g/s.cm]

D é o coeficiente de difusao da espécie difusiva no sistema polimérico [cm?/s]
vC é o gradiente de concentracdo da espécie difusiva no sistema polimérico

(matriz, cilindro, esfera...) fg/em®

A eguagéc 2.3 é o ponto inicial de numeroses modelos de difusao em
sistemas poliméricos [89]. Esta equacdo mostra gue ¢ fluxo massico da
especie difusiva (J) € proporcional ac gradiente de concentracdo da mesma no
sistema polimerico (VC). Entretanto, a primeira lei de Fick sé & vélida em
situagbes de estado estacionario, onde a concentragao do difusante néo varia
com o tempo, o que experimentalmente nao ocorre. Desta forma, partimos para
a segunda lei de difusao de Fick, que descreve ¢ estado nao-estacionario, gue
reflete nossas condicdes experimentais, ou seja:

= V] (2.4)



Substituindo a eguacéo (2.3) na equacio (2.4), temos,

a&%:@.{@%“) 2.5)

Se o sistermna for isotropico (Dxf{espaco))

aCR 2 ®
—— = DY C 2.8
ot v 28

QO coeficiente de difusao (D) de OTC, espécie a ser difundida, pode ser
determinado a partir da eq. (2.6) para a difuso em uma microparticula
esferica. Nesle caso, a equacio (2.6) pode ser expressa em coordenadas
esféricas tal que:

- = =% *\\‘ 2
g? mﬂ(%ig{rz 8{3 |+ LB leng® I, . ! . GC, 2.7
L \ o j r’senb 86 98 | risen’@ Og°

podendo ser representada genericamente pela Figura 2.14:

Figura 2.14 Sistema de coordenadas esféricas

Sob circunstancias onde a difus8o depende apenas da direcdo r, a eq.
(2.7) simplifica-se a:

sc’ _f18f 8
?—D[;’E cr Lr or }) 8)
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ou

(2.8)

ac’ ( 2 %256
or L & r &

Quando as microparticulas estdo carregadas com OTC e s&o colocadas
na solugdc de liberagdo liquida livie de OTC, sob agitac8o, para facilitar 2
fransferéneia de massa de OTC entre a microparticula e a2 solugdo, serd
determinada por difusdo, sendo dada pela equacdo 2.8, Desia foram as
condiches de contorno s&o:

Condicao inicial t=0el<<a, C'=(C,, 2

Condigbes de contorno:. 0, r=0, G;: ={ {simetria)
¥

>0, r=a, C'=C,

sendoc a © raic da microparticula e C* a concentracdo de OTC na
microparticuia.

Assim, a transferéncia de massa da espécie difusiva ¢ dada pela
resolucdo da Equagao 2.8, usando o método de transformada de Laplace [88]:

o 6 } _Daia
Mo Z ol +aje (2.9)
M, = 9+%+gial
onde
téoiempo

a & definido (VIN)/(4r a%/3)
¥ & o voiume da solucdo excluindo o espacge
N & o nimero das esferas



-

Sy
3+agl

a, 880 termos de raiz positiva diferente de zerg dado por tang, =

Uma vez que o estudo de liberagdo de QOTC foi feilo atraves da
determinacio da sua concentracao na solucdo de liberacdo e atraveés de um
balance de massa no sistema, podemos afirmar que a quantidade de massa
liberada pela microparticula € igual a massa de OTC na soluggo. Tem-se,
entbo, a equacio 2.10, cuja Figura 2.15 esquemaliza o sislema de lberaclo de
OTC.

. o -Dgltfa?
C -C, =E__Zéa(i+a)e (2.10)

C,, —C, = 949z +gla’

T Co>(1
@
=0 >0

Figura 2.15 Esquema ilustrando a transferéncia de massa de uma espécie
difusiva da microparticula para a solugio.

No sisterna, a concentrago inicial de OTC na solugdo, C, € zero, e C, é
a concentracdo da espécie difusiva na solugdo, ¢ qual € assumida ser uniforme
e Ciz € a concentragdo do substrato no equilibric na solucéo. Assim, a
concentrag@o da espécie difusiva na solu¢do € dada pela equacéo 2.11 [91];

Lo gy baly aye P
Cpe o 9+ 9x+qgla’

210

E importante salientar a existéncia de limitacdes para a aplicacio deste
modelo; foram tomados cuidados em seu usc bem como na interpretagdc dos
resultados. £ praticamente impossivel se estimar & predizer o coeficiente de
difusdo de um difusante para sistemnas especificos com mais de uma fase. Por
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exemplo, temos um sistema de microcépsula em gue ¢ ceniro é formado por
uma rede de alginato e na superficie existe uma camada de quilosana
coacervada. Portanto, guando aplicamos o modeio matemético estamos
obiendo o valor do coeficiente de difuso do farmaco, que move-sg
primeiramente dentro da esfera de alginato, alravessa a membrana interfasica
e, por fim, a camada de quitlpsana precipitada. Neste caso, temos um
coeficiente global, porém torna-se impossivel determinar g difuséo na camada
de quitosana ou de alginato. As mesmas consideracbes foram feitas para as
ricroparticula de ceniro alginato coacervado com a quitosana € revestida com
o PEG utilizando o glutaraideido.

2.8.1 Método de determinacédo do coeficiente de difusdo [92,93]

0O coeficiente global de difusgo (D), de OTC lberada do interior das
rnicrocapsuias ac meio, pode ser determinado com 0 emprego de um programa
computacional desenvolvido em linguagem FORTRAN. A equacgdo 2.11, por
sua vez, pode ser empregada para representar os diversos sistemas de
microparticulas. Estes métodos séc desenvolvidos a parlir da soluggo
numérica de sistemas de equacdes, os guais se dividem em dois grupos:
métodos diretos & métodos iterativos.

Os metodos diretos s3c aqueles que conduzem & solugdo exata, apés
um nimero finito de passos. Os métodos iterativos se baseiam em iteragdes
sucessivas as quais, a partir de uma aproximagdoc inicial, fornecem novas
aproximagdes usando valores calculados anteriormente. Este método serd Util
se a seqléncia convergir para a solugdo do sistema. A escotha do método a
ser usado depende de cada caso. Nos nossos estudos escolhemos o método
iterativo dos minimos quadrados.

Aplicando o método dos minimos gquadrados, pode-se calcular o
coeficiente global de difuso D. O erro entre o valor experimental e ¢ vaior
calculado deve ser o menor possivel, logo de acordo com a seguinte fungio
objetiva temos:

exp

g[8 (&) ] @
" L\CE‘E CLE ca!J



Este passo iem o objetive de conhecer o valor do coeficiente giobal de
difusao que minimiza a fungao ¢.

Partindo da equacdo 2.12 o método escolhido deve destinar-se a
solugdc de uma equagdo nado-linear com uma incognita D. O mélodo de
Newton-Raphson apresenta bons resultados na determinaczo de zeros de
squacao algébrica nac linear, como também alcanca a convergéncia muito
rapidamente. Ele & relativamente simples de aplicar, podendo ser um bom
método iterativo utilizado para este tipo de squacdo. Este método combina
duas idéias basicas muito comuns nas aproximactes numericas: linearizagio e
iteracéo

Na linearizagdo, substitui-se um problema complicade por uma
aproximacao linear que, por via de regra, € mais facilmente resolvida. Em geral,
a aproximacéo linear €& obftida fomande os primeiros termos do
desenvolvimento de Taylor da funcéo em questio, assim:

% = { {derivada primeira, resolucdc analitica, a qual devera ser zero} (2.13)

af

=7 (derivada segunda, resolugfo analitica ) (2.14)

Genericamente, o processo iterativo consiste em evoiuir da aproximacac
D? (valor inicial) para a aproximagac D™
0O método se desenvolve da seguinte maneira:

D™= D —% (2.15)

Prossegue-se repetindo os calcules, até gue a precisdo desejada seia
atingida. Pode-se usar como critério de parada a falta de progresso nos dados;
issc ocorre quando a diferenga de dois iterados torna-se muito peqguena. Outro
critéric de parada pode ser a comparacao do valor obtido com uma variavel
dada, por exempilo, 0 erro permitido.

Usualmente os dados s&@o apresentados através de uma curva CJCe
versus & Um dos critérios do “comportamento fickiano” assegura que esta
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curva devera ser exponencial. Além disso, com ¢ valor de D obtido, com ©
auxilio da equacéo 2.15, pode-se gerar graficos a partir da equacao 2.11 para
verificacao da representatividade do modeio.

Com base nesta intreducio, a pesquisa deste trabalho fol direcionada
aos estudos de diferentes sistemas de biomatleriais, utilizadas pars liberagao
confrolada e & modelagem matematica do fendmeno de difusBo que ocorre

nestes sistemas quando carregados com o farmaco.



lil. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. MATERIAIS USADOS

Utilizou-se as notacdes indicadas na Tabela 2.1 para especificar as
amosiras. Foram ufilizadas irés amostras de quilosana, duas amostras de
alginato e frés amosiras de polietileno glicol, onde a designacdo do PEG é feita
indicando sua massa molar media (sem a unidade) apds a sua abreviagdo.

Tabela 3.1 - Notacao adotada para designacao dos biomateriais.

AMOSTRA E§TAQ@ PROCEDENCIA DESEGNAQ&G
FISICO
solidas Aldrich Qui-av
QUITOSANA Qui-my
Chui-by
solidos Sigma Alg-mv
AL GINATO Alg-bv
{M. Pyrifera}
POLIETILENO sdlidos Aldrich PEG 2000
GLICOL PEG 4600
PEG 10000
OXITETRACICLINA sélida Sigma oTc

OBS: b (baixa), m {média), a (alta) e v (viscosidada).

Purificou-se a quitosana dissolvendo 1 g em 100 ml de acide acético
{2%) e mantida agitagio constante por cerca de 18 horas. Apds este periodo a
solugdo obtida foi filtrada, em papel de filtro quantitativo faixa azul, a presenca
de impurezas foi observada no papel de filtro. Em seguida reprecipitou-se a
mesma em solucdo de NH,OH concentrado. O precipitado foi filtrado, lavado
com agua deionizada até neutralidade e seco em liofilizador [94].

3.2 CARACTERIZACAO DOS BIOMATERIAIS
3.2.1 Deferminacédo da Massa moiar

As massas molares médias das diferentes amosiras de quitosana foram
oblidas utilizando-se a Cromatografia por Permeacgdo em Gel (GPC) em um
cromatdgrafo Waters 488, com injetor auiomalico de amostras e detetor de
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indice de Refragdo. O software Milenium32® GPC foi uilizado como
controlador do sistema cromatografico. As colunas ulilizadas foram do tipo
Ultrahydrogel 1000 e Ultrahydrogel 500 (Waters), de poli-metilmetacrilato
hidroxilado, com volumes de exclusdoc de 1x10° e 8x10*, respectivamente,
conectadas em série. Foram utilizados padrdes de dexirana (Sigma) em
concentracio de 1 mg/ml, com massa molar 200000, 473000, 65282, 38800 ¢
9400 dalions. Um padrdo de D-glucosamina HCI (Seikagaku, peso molecular
212 g/mol) foi utilizado. Os padrées foram preparados em fase mébvel AcOH
0,323M/Na0OH 0,1M, filtrados para frascos especiais por membranas {0,45 um)
Millipore & mantidos em geladeira até a injec@o. A fase movel utilizada para
~ dissolucao das amostras foi AcOH 0,33M/NaOH 0,1M pH 3,8 £ 0.2, fiuxe de
0,8 mi/min & temperatura 40°C [95].

Além disto, fol considerada & massa molar do fabricanie para as irés

amostras de polietileno glicol e as duas amostras de alginato.

3.2.2 Espectroscopia na Regido do Infravermelho {FT — IR}

Os espectros na regido do infravermelho de todas as amostras foram
obtidos em especirofotdmetro FT - IR da Perkin Elmer modelo Spectrum 2000.

Foram feitos filmes de alginatos a partir da evaporagao de sua solugao
aqguosa em placa de petri, de poliestireno, e transferidos para estufa a
temperatura de 50 °C, por tempo suficiente para formacéo do filme, em torno
de oito horas. A espessura final fol na faixa de 20 a 50 um. Foi utilizada uma
faixa espectral de 400 — 4.000 cm™, resolucao de + 4 cm™ e uma média de 128
varreduras [{96]. Foram feitos filmes em triplicata e vérios testes para obtermos
Uma espessura gque seguisse a lei de Beer.

As amostras de quitosanas foram previamente reduzidas a
granulometria através da utilizac&o de nitrogénio liguido. Foi produzido um pé
para oblermos uma pastitha o mais transparenie possivel. Assim, 40 mg destes
foram misturados com 120 mg de KBr e colocados em estufa por 12 h a 80 °C.
Foram obfidos o©os especiros em friplicata, utilizando-se pastilha de KBr,
seguindo ¢ procedimento descritc em SABNIS and BLOCK (1997) [97]. Foram
corridos os espectros a uma faixa de 400 — 4.000 cm”’, resolucdode + 4 cm™ e

uma meéedia de 128 varreduras.
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Os espectros do PEG também foram obtidos em forma de pastilha de
KBr e foram corridos os espectros a uma faixa de 400 -~ 4.000 e, resolucao

de +4 cm’’ e uma média de 128 varreduras.

3.2.3 Espectroscopia de Ressondncia Nuclear Magnética de Préton (RMN
?H)

Foram obtidos espectros do RMN 'H para as amostras de aiginaio e
quitosana em um espectrofotdmetro Bruker-AC 200 MHz, a temperatura de 80
°C.

As amostras de alginato (~5 mg) foram dissolvidas em D0 a pD neutro,
com adicdo de EDTA {~1,5 mg) para impedir que fracos de cations divalentes
interagissem com as glucuronas [98). Foram feitos duzentos e cinglenta & sais
varreduras, operando no modo de Transformada de Fourier, O programa
utilizado foi o INVREC.

As amosiras de guitosana original (8-10 mg) foram dispersas em D0
so0b agitacdo, por 24 horas, o que resultou para as amostras de alta e média
viscosidade soiugfes limpidas, enguanto a solugdo de baixa viscosidade
apresentou turbidez nitida. Ac sclvente foi adicionado HCI, em quantidade
suficiente (D.O/HCI 100:1 v/v), para promover a solubilizagao da quitosana e
no sentido de deslocar os sinais interferentes da regidc examinada para a
determinacéoc do grau de acetilacac [94]. Uma aliquota de aproximadamente 5
m! da soluc@o da quitosana foi transferida para um tubo apropriado (g = 5 mm)
e os espectros foram adquiridos utilizandc o programa PRESAT, saturacdo do
pico de agua, com pulso de 80 °, com tempo de relaxacdo 7,0 usec e 128

varreduras.

3.2.4 Calorimetria Exploratéria  Diferencial (DSC} e Anélise
Termogravimétrica (TGA)

As andlises termogravimétricas dos copolimeros alginaio e quitosana
purificada foram realizadas em um analisador termogravimétrico SDT 2960 da
TA instruments, 4 uma taxa de aquecimento de 10 °C/min, em fiuxo de argdnio,
partindc da temperatura ambiente até a completa perda de agua. Enquanio,
para a OTC fol obiido o termograma completo.

As propriedades térmicas dos biopolimeros foram medidas usando-se a
calorimetria diferencial exploratdria TA 2820, com modulp DSC 2810 para
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tratamento de dados. Usou-se como padric o indio (T,= 15860 °C). As

amostras foram colocadas em um porta amostra padra, de aluminio, e dois
ciclos de aguecimentos foram feitos & uma velocidade de aguecimento de 10
°C/min em fiuxo de nitrogénio. As amostras de alginate foram resfriadas
rapidamente de 25 °C a -50 °C, utilizando nitrogénio liguido. Em seguida deu-
se inicio ao primeiro ciclo de aquecimento, até atingir 200 °C. Para fechar o
primeiro ciclo, um resfriamento a uma taxa de 20 °C/min foi feito até atingir -60
°C. A partir desta temperatura, uma segunda varredura fol realizada até 200 °C.
Para as amosiras de quitosana, seguimos o mesmo padrdo com a mesma faixa

de temperatura.

3.2.5 Espalhamento de Raio X de Alto Anguic (WAXS)

Os espeactros de Espalhamenio de Raio X de Alto Angulo (WAXS) das
amosiras de quilosana, e das amostras dos PEG, foram registrados em um
difratémetro, contendo um monocromador de niguel cujo propésito & filirar os

diversos feixes, isolando a linha de CuKg, a 40 ¥V & 30 mA.

3.3. PREPARACAO DAS MICROESFERAS
3.3.1 Sistema de microesferas de alginato de célcio

Foi feita uma dispersadc de 0,014 g/ml de OTC em uma solugéo de
alginato de so6dio de 1,75% (média e baixa viscosidade) e cloreto de sodic
0,9%. Esta soiugao foi gotejada em 80 mL de um banho gelificante, constituldo
de cloretc de calcio 2,0%. As microesferas obtidas foram deixadas nesia
solugdo por 30 minutos para endurecerem. Apds endurecidas, foram lavadas
com agua deionizada e deixadas secar a temperatura ambiente, até que a
massa nao variasse. Desta forma, foram feitas as microesferas de alginato de
calcic de média e de baixa viscosidade, por gelificacéo com ions calcio.

3.3.2 Sistema de microesferas de alginato(mv) -poli(etilenoglicol} — PEG,
com e sem reficulacdo com o Glutaraldeido (GA)

Foi preparada uma solucao de OTC (0,014 g/mL) em alginatc de sédio
1,75% contendo NaCl 0,9%. Esta solugdo foi gotejada em 100 mL de uma
solugio reticulante de PEG 0,5% e CaCl; 2% (ajustado o pH para 5), deixando
as microesferas de alginato-PEG formadas repousarem por 30 min para

gé%iﬁcag&c.
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Do mesmo modo, preparou-se uma solugdo de OTC (0,014 g/mi} em
alginaio de sbdio 1,75% , contendo NaCl 0,8% e PEG 0,5%. Esta solucéo Toi
gotejada em 100 mb de uma solucdo reticulante de CaCl; 2% e GA 0,2%.

3.3.3 Sistema de microcdpsuias de alginato-quitosana

Uma solucc de 0,3% de quitosana, em 0,02M HCI, foi preparada
deixando-se por 24 h sobre agitacgo. Apds esse lempo, fol preparado CaCly
2.0% em 100 mi desta solugdo e o pH da solugdo resultante fol ajustado para
5,7, usando-se (0,1 M de NaOH. A seguir, a solugdo foi filtrada para se obler
uma solugdo limpida. A esta solucio foi gotejada uma soiucio de OTC (0,014
g/mi}, dissoivida em alginato de sédio 1,75% e NaCl 0,9%. Desia forma,
preparou-se microcapsulas de alginato/quitosana por coacervacdo complexa
em um unico estagio.

3.3.4 Sistema de microcépsulas de alginato-guitosana-PEG

Uma solucdc de 0,3% de quitosana em HC! 0,02M foi preparada,
deixando-se por 24 h sobre agitacdo. Apds esse tempo, o pH da solugéo fol
ajustado para 5,7, usando-se NaOH 0,1 M, e posteriormente, fillrou-se a
solugdo para se obter uma solugdo limpida. Em 100 mL desta solucéo, foi
preparada uma soluggo 2,0% de CaCly; 0,2% e 0,1% de PEG e 0,05% e
0,08% de glutaraldeido. A esta solugdo foi gotejada uma solucic de OTC
(0,014 g/mi), em alginato de sédio 1,75% e NaCl 0,9%, para a obfencéo de
microcapsulas de alginato/quitosana/PEG, em um Unico estagio.

3.3.5 Sistema de microcdpsuias de alginato de célcio revestidas com

EUDRAGIT® RS- 100, L— 100 e S - 100

Foi preparada uma solug2o de OTC (0,014 g/mL), em alginato de sédio
1,756% contende NaCl 0,9%. Esta solugdo foi gotejada em 100 mL de uma
solugao reticulante CaCly 2%, deixando as microesferas de alginato formadas
repousarem por 30 min para gelificagcdo. Apds endurecidas, foram lavadas
com agua deionizada e deixadas secar a temperatura ambiente, até que a
massa nao vanasse. Enquanio isso, foram preparadas as soiugbes de
revestimento para as microesferas secas, partindo-se dos EUDRAGIT®, onde
o8 mesmos foram preparados a uma concenfracdo de 5%, partindo de 100 mi
de alcool isopropllico, gsp; além de, apds dissolvidos, serem acrescentados
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PEG 2000 2%; agua deionizada 2% e, finalmente, trietiicitrato (TEC) 0,5%.
Este Glimo como agente reficulante. Apés as solugbes prontas, as
microesferas foram imersas nas soclugbes individualmente e, & 37 °c  a
camada de revestimento foi reticulada. Este procedimenio foi repetido trés

vezZes.

3.4 INTUMESCIMENTO DAS MICROPARTICULAS

As microparticulas, apds produzidas, eram lavadas com &gua
deionizada, cujo o excesso de dgua era retiradoc com papel de fillro para
determinac@o de sua massa inicial. As microesferas eram secas & temperatura
ambiente, até que a massa néo variasse; logo apos, a massa seca era anotada

e a agua de hidraiagao determinada pela equagao 3.1:

P
_;a:[____??% mé X 100 (3.1)
(N (PR
Cnde: %I = porcentagem de intumescimento das microparticulas
my = massa das microparticulas secas

m, = massa inicial das microparticulas expandidas

3.5 DETERMINACAO DO TAMANHO DAS MICROPARTICULAS

Foi determinado o tamanho médio das microparticulas, apds serem
secas, utilizando-se um micrémetro para cada formulacido, com 50 espécies
medidas.

3.6 LIBERAGAO CONTROLADA DA OXITETRACICLINA

A concentracao de QOTC, liberada das microparticulas em solugéo de pH
1,2 e solucdo de pH 7.4, condicdes estas gue simulam ¢ ambiente gastro-
intestinai, foi determinada por medida direta da absorbancia nestas soiucdes, a
~268 nm, em um espectrofotdmetro Varian 1G. Refiraram-se aliquotas em
determinados intervalos, as quais foram posteriormente devolvidas ac meic de
liberacdo. Foram utilizados cerca de 10-20 mg de microparticulas, sendo as
mesmas colocadas em 200 ml do meio de dissolucdo, mantido em um banho
maria com agitagéc orbital tipo Dubnoff, da marca Marconi, com velocidade de
rotacao de 100 rpm, & temperatura de 27 £ 0,5 °C. Foi utilizada a curva de
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calibragdo de oxitetracicling, em pH 7.4 e pH 1.2, para se delerminar a
concentracdo liberada. Cada determinacéo fol executada em triplicata.

3.7 MODELAGEM MATEMATICA

Os dados de concentrago de OTC no tempo t (Cu), antes de atingir o
equilibrio; e da conceniracio no equilibrio (Cig), foram obtidos medindo-se
inicialmente a absorbancia de OTC na solucdo em que as microparticulas
foram imersas e, posteriormente, convertides para concentracac com o auxilio
de uma curva de calibracis. Inicialmenie, a cadsa duas horas, aliguotas eram
refiradas até completar 12 horas de ensaio. Testes mosiraram gue esse
intervalc era suficiente para assegurar uma faixa proxima ao equilibrio.
Posteriormente, as aliquotas eram retiradas de 12 em 12 horas até atingir 48
ou 72 h. Com esses dados foram calculados os coeficientes de difusdo.

3.8 DISTRIBUICAD DE TAMANHO DE PARTICULA DE OTC

A determinag8o da distribuico do tamanho de particulas cristalinas de
OTC, em meio aquoso, foi feita por Espalhamento de Luz em mastersizer S,
marca Malvern, modelo S-MAM 5005, com capacidade de determinacfc de
tamanho de particula de 0,05 a 3500 um. Foi preparada uma dispersao de OTC
0.0105 %, em 600 ml de agua, homogenizada e submetida a um feixe de raios
laser. A medida do desvic da luz é inversamente proporcional ao didmetro de
particuia; com os dngulos dos desvios, defini-se a distribuicio da populacio de
particulas cristalinas.

3.9 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Para observac&o da morfologia da superficie, e da superficie de fratura
das microparticulas, as amostras foram coladas em porta amostra com fita
dupla face. Foram obtidas micrografias de fraturas das amostras, feitas com
nitrogénio liquido. Em seguida, as amostras foram revestidas com uma camada
fina de ourc, em um metalizador (“sputtering”), e analisadas em um
microscopio eletrdnico de varredura Jeol, com um voitagem do feixe de 10 Kv.
Foram fotografadas as microesferas com varias ampliactes, cuja escala esia
registrada nas micrografias.
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iV. RESULTADOS E DISCUSSAD
4.4. CARACTERIZAGAO DOS BIOMATERAIS
4.1.1 Anélise das massas mofares médias

As massas molares médias foram calculadas empregando-se o software
Millenium 32, pela integrac@o dos perfis cromatogréficos oblidos na regiao de
massas molares maiores (correspondentes a regido entre 2x10° e 2500). Para
realizar estes célculos, o scoftware emprega a curva cumulative (gréfico
percentual gue representa a relagdo entre as massas molares e a sua fracac
massica). Uma vez construida a curva cumulativa, € possivel calcular
relativamenie as massas molares caracteristicas.

Observando os cromatogramas das Figuras 4.1 a 4.6, obfidas em
duplicatas para mesmsa amosira, podemos notar dois picos acima da linha de
base, correspondente o primeirc ao valor da massa molar media de cada
bicpolimerc & o segundo, provaveimente, tracos de impurezas oriundas do
préprio processo de oblencdo do polimero.
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[

Figura 4.1 Cromatograma de GPC em fase mével AcOH 0,33M/NaOH 0,1M,
para amostra quitosana alta viscosidade.
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Figura 4.3 Cromatograma de GPC em fase mével AcOH 0,33M/NaOH 0,1M

para amosira quitosana média viscosidade.
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Figura 4.5 Cromatograma de GPC em fase movel AcOH 0,33M/NaOH 0,1M
para amostra quitosana baixa viscosidade.
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Figura 4.6 Cromatograma de GPC em fase mével AcOH 0,33M/NaOH 0,1M
para amostra quitosana baixa viscosidade.

Na Tabela 4.1 est@o apresentados os valores das massas molares
meédias e das polidispersividades das trés amostras de quitosana. Os valores
das polidispersividades indicam uma estreita faixa de distribuicdo de massa
molar, com excegaoc da quitosana de baixa viscosidade gue apresenta-se mais
polidispersa €, portanto, menos uniforme. Os dados sugerem, ainda, que a
diminuicdo da massa molar, de qui-av para qui-bv, seguido pelo aumento do
indice de polidispersividade, sugerem que as amostras de qui-mv e qui-bv
foram preparadas por despolimeriza¢gdo da amostra qui-av, provavelmente,
pelo metode de hidrolise acido-base, que promove alguma desacetilacaoc.
Assim, quando a gquitosana € despolimerizada por hidrélise acida, uma ruptura
aleatdria das ligagbes glicosidicas ocorre ao longo das cadeias de quitosana,
gerando uma larga distribuicdo nas cadeias e um aumento na
polidispersividade do polimero.

Tabela 4.1 Massas molares médias e polidispersividades das amostras de
quitosanas obtidas a partir dos cromatogramas mostrados nas
Figuras 4.1 a 4.6.

—_— Polidispersividade
Amostras _ -
My M, (M 'M )
(g/mof) 10° {aimol) 10° w n
Qui-av 12,43 10,80 1,16
Qui-my 10,75 7.80 1,38
Qui-by 8,70 1,74 3980




4.1.2 Andlise da microestrutura dos biopolimeros por Especlroscopia na

Regido do infravermelho (FT-IR)

Na quitosana, derivado obtide por desacetilagdo parcial de gquilina,
predominam unidades estruturais desacetiladas que podem apresentar uma
proporgao e distribuicgo varldveis nas cadeias. Desla forma, € importante se
determinar ¢ grau meédio de desacetilacio, uma vez que quantc mais
desacetilada a quitosana, malor a sua solubilidade. A espectroscopia na regido
do infravermelho pode ser ulilizada para se determinar o grau médio de
desacelilacio de quitosana, afravés da banda referente & amida a 1655 cm™,
como uma medida do conteGdo de grupo n-acetil. A banda referente & hidroxila
em 3450 cm’, é considerada como um padrio internc para corrigir a
espessura de filmes ou para diferenca na conceniracédo de guitosanas.

SABINS E BLOCK [97] desenvolveram um méfodo para determinar o
grau medio de desacetilacBo. Eles se baselam na obtencdo de curvas de
cglibrac@o. Para fal foram ulllizadas quatro amositras de quitosanas, de
diferentes graus medios de desacetilagdes, determinados por métodos
analiticos. Em seguida, estabeleceu-se uma proporgdo na gquantidade de
amostra e de KBr a ser utilizada. Desta forma, a razéo de absorbéncia
{Avsss/Azasp) pOde ser obtida, utilizando as seguintes distancias conforme Figura
4.7, onde a absorbancia da banda referente 4 banda amida é dada pela
equagao 4.1:

Log (DF/DE} = {A)amida (4.1)
& para a banda referente a hidroxila, segundo a equacio 4.2
Log (AC/AB) = (Adnigroxiia (4.2)
Assim, DF, DE, AC e AB s&c definidas na Figura 3.7 e foram usadas no
presente frabatho com os graus médios de desacetilagao das amostras

determinados seguindc o mesmo procedimento experimental e utilizando a
gquacao 4.3

% (31 = 97,67 ~ [ 26,486.(Ags5/Ass50)] (4.3)
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Os valores dos graus médios de desacetilacdo foram transformados
para graus médios de acetilacdo para uma melhor comparagdo com ouiras
iécnicas. Onde a equacio 3.4 foi utilizada:

%(G4 =100- %GD (4.4)
Assim, a guitosana, alta, média e baixa viscosidades apressntaram
graus médios de acelilacdo de 20,62; 16,03 e 16,21%, respectivamente.

53.3 &
wl | O

K+ -y 3 £ T 14 bl 2w
° 3500 8000 2500 2000 1500 1000 B

Figura 4.7 Espectro de F7-IR tipico de guitosana [97].

Alem disto, o espectro de infravermelho de quitosanas mostram, de
acordo com a Figura 4.7, bandas caracteristicas de absorgac 3000 ~ 4000 cm™
{OH, NH) e a presenca de estiramento vibracional C-O de alcool primaric em
1068 cm™ (1090 cm-1 grupec éter); aminas alifaticas em 1070 2 1100 cm™
aminas (N-H) em 1600 cm™, COOH (C=0) em 1700 cm™; amida em 1600-1670
cm™’; vibracdo de deformacao de intensidade média N-H de amina priméaria e
de intensidade pegquena C-H do grupo CHj, referente ac grupo acetamida, em
16855 cm™ e 1380 cm™ (a quitosana nao é completamente desacetilada);
sobreposicio de aminas, amidas & &nions carboxilatos (O-C-O) em 1400 cm™;
grupo alquil (CH) em 1450 cm™; grupos ésteres em 1725-1750 cm™ & 1230 —
1277 cm’, estiramentc C-H em 2900 cm” e presenca de hidroxilas
(estiramente OH) na regiao de 3400 cm™ [371.
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Os alginatos apresentam espectros na regido do infravermeiho conforme

Figura 4.8 e na Tabela 4.2 estdo apresentadas as suas bandas de absorgado

{96].
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Figura 4.8 Espectros na regido do infravermelho de duas amostras de alginate
baixa e média viscosidade.

Tabela 4.2 - Afribuicgo das bandas de absorg¢ao do aiginato de sdédio [96].

Fregliéncia {em™)

Forrna da Intensidade

Atribuicio

3360 - 3380 Banda muito forte O-H estiramento

3250 Ombro forte O-H estiramento

2930 - 2932 Banda fraca C-H estiramento

2750 Ombro fraco C-} estiramento

1608 — 1611 Banda aguda maito forte COO estiramento

1413 — 1414 Banda aguda média COO estiramento

1317 Banda fraca (-0 estiramento

1294 Ombro fraco C-0 estiramento

1176 Ombro fraco -0 estiramento
C-C estiramento
C-C-C bending

1124 - 1126 Banda aguda media C-C estiramento
C-( estiramento

1087 — 1088 Banda aguda media -0 estiramento
C-0-C estiramento

1059 Ombro médio O-1 bending

1030 — 1035 Banda aguda muito forte ?

997 Ombro média ?

G47 — 930 Banda aguda fraca C-(» estiramento
C-C-H estiramento

503 Banda aguda fraca ?

892 Ombro fraco C-C estirament{o
C-C-H bending
C-0 bending

818 Banda fraca 7

781 Banda fraca -0 rotagdo interna

C-C-0 bending
{-C-H bending

L
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Pode se observar diferengas claras nos espectros do infravermelho, com
relacdo a diferenca de massa molar, devido a banda de O-H ser intensa ¢
significativamente diferenciada.

O PEG apresenta uma estrutura helicoidal, que contem sete atomos por
unidade quimica (CH>CHO), e uma sucessio de conformacdes estruturais
frans {CCOQCY, trans {COCC) e gauche (OCCO) e portanio, a rotacio interna
de uma série de ligacbes -O- em CH2-CH2-0- que origina um modelo TGT
gue assegura 0s modos de vibragdes deste polimero [95].
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Figura 4.9 Espectro na regido do infravermelho de amostras de PEG com
diferentes massas molares.

Nos seus especiros de infravermelho (Figura 4.9) as bandas na regiao
de 1500-800 cm™' s3o devidas as vibragdes de grupos das unidades repetitivas,
e as bandas devida ao modo de estiramento C-H s30 expressas na regiao de
300-2800 cmy'. Além disto, uma banda larga na regido de 3000 — 3600 &
devida a uma grande quantidade de grupos OH terminais [98].



4.1.3 Analise da microestrutura dos biopolimeros por Especiroscopia de
Ressonéncia Nuclear Magnética de Prétons (RMN H)

A técnica de RMN permite a determinagBo do contedde de pares
{(diades) e trincas {trlades} monoméricas adjacentes sendo a mais amplameanis
utilizada para a determinagéo da estereorregularidade de um polimero {100} O
grau de esiersoregularidade de um polimero esta relacionado as unidades

manomeéricas gque podem seér organizadas na cadeia de maneira aleatbria

{estatistica); alternada; em blocos; ou, ainda, em estruturas ramificadas.

A ressonancia magnética nuclear de prétons tem sido largamente
utilizada para identificar e quantificar espécies monoméricas. Por exemplo, 0s
graus de acetilagdo das amostras de quitosana foram determinados através da

raz&o entre as areas dos prétons metilicos do grupo acetamido  {Acha; 8= 2,00

ppm) e do préton ligado ao carbono 2 do anel glicosamina (Awg; 6=3,12 ppm),
expressa pela equacao 4.5 [94]:

GA = —[4‘7——111.300 (4.5)
3A4.;

Além disso, os espectros de RMN de protons podem apresentar
alargamento & superposicac de sinais e, apesar desta desvantagem, a RMN de
orotons pode ser utilizada com sucesso para fornecer informacgdes sobre a
composicao, taticidade e configuracéo de polimeros [100).

Na Figura 4.10 estd apresentado um espectro RMN H caracteristico de
quitosana, em DpO/MHCIH com as atribuicBes dos sinais observados. Nas
Figuras 4.11 a 4.13 estdo apresentados os espectros de RMN H' das amostras
da quitosana.
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Figura 4.10 Espectro de RMN H' tipico de quitosana em D,O/HCI, onde
R=COCH; ou H32].

O espectro de guitosana baixa viscosidade apreseniou picos 0s quais
indicam presenga de impurezas conforme comparagdo com os espectros de
alta e media viscosidade, porém, nfo interfere nos picos necessarios a
determinacdo do grau de acelilacdc. A quilosana alla, meédia e baixa
viscosidades apresentaram graus de acetilagao de 22,55, 1458 e 16,11%,
respectivaments.
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Figura 4.11 Espectro de RMN H' da amostra de quitosana alta viscosidade
em DOMHCL
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Figura 4.12 Espectro de RMN H’ da amostra de quitosana média viscosidade
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Figura 4.13 Espectro de RMN H' da amostra de quitosana baixa viscosidade
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O alginato de sbdio € um copolimero em bloco & sua microestrutura
além de depender da sequéncia dos comondmeros, depende também dos
efeitos de estereo e regiossequéncias . Por isso, foi adicionado o EDTA a
solugdo com o intuito de impedir que cédtions divalentes interagissem com
glucuronas, funcionando como quelante. Apresentamos o0s espectros nas
Figuras 4.14 e 4.15 para o alginalc de média & de baixa viscosidade,

respectivamenie.

Existem quatro possiveis dubletes ao longe das cadeias do alginato MM,
MG, GM e GG. Assim, a partir do numero e area relativa das linhas observadas
nos espectros, pode-se avaliar quantitativamente a razdo M/G atraves dos
sinais associados a cada bloco 98, 103].

As areas dos picos na regido expandida do espectro referente a 5.05
ppm (G-1), 4,67 ppm (M-1 e GM-5) e 445 ppm {GG-5) contém informacfes
sobre a razdo M/G e fragbes de dublietes nas proximidades vizinhas ao longo
das cadeias intactas. As proporcdes das regides alternadas s8¢ proporcionais
as areas destes picos e a fracdo moiar de G & proporcional a area de 505
ppm; desta forma, a composicdo e seqliéncia de distribuicdo pode ser obtlida
[98].
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Figura 4.14 Espectro de RMN H' do aiginato média viscosidade. Espectro
expandido na regido de interesse.

A
el



ik
A BT
e 3 HREE

E]
4
4

 tregrat

536 A5 A RIR R ASF A3 4SS 48 A8 48R £3E 418 4BE 460 4B 4E
e

Figura 4.15 Espectro de RMN H' do alginato de baixa viscosidade. Espectro
expandido na regido de interesse,

Os espectros de RMN 'H  apresentam pico dominante na regido 4,67
ppm, isto significa uma alta fracdo molar de M & o0s residuos G ocorrem em

seqiéncias alternantes.

Quantitativamente, as fragdes molares de G e do doublete de freqliéncia
Foo sao relacionadas com a intensidade {I) das respectivas linhas peilas
equacdes 4.6 e 4.7 [98]:

FG — [s0s (4.8)

- i
ll 467 + {445

= ...A445 4.7}
Fec Lot lass

A fracdo molar de M € entéo derivada das condigbes de normalizagéo Fg
e Fm = 1. As equagbes 4.8 € 4.9 mosiram as fracdes molares e as freqiéncia
de dubletes s&o dados por:



Fag *+ Fam =Fg (4.8

Fuwm + Fue = Fu {4.9)

Para longas cadeias (GP > 20), corregles para residucs nos finais de
cadeias podem ser negligenciadas, entc, Fue = Faw . Desta forma, valores
numéricos para a razdc WG e as freqléncias de dubletss foram calcuiados
[981

Os resultades obtidos para 0s alginatos de sédio sdc mostrados na
Tabeia 4.3.

Tabela 4.3 Fracbes e composigbes dos blocos de alginato de sddio média e

baixa viscosidade.

Composto Fragbes e composicio

Fu Fg Fun Fyg Fau Foc
Alg - by 0,58 0,42 0,41 0,17 0,17 0,25
Alg -my 0,67 0,33 0,51 0,18 0,16 0,17
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4.1.4 Analise Calorimétrica dos Biopolimeros por Calorimetria Exploratdria

Diferencial (DSC) e de Perda de Massa por Termogravimetria (TGA)}

Em temperaturas muito baixas os polimeros sélidos s&o rigidos,
quebradicos, duros, vitreos & em ifemperaturas mais aitas comportam-se como
viscoelasticos ou borrachosos, sendo assim eles s8o sensiveis as mudancas de
temperatura. A diferenca entre o estado vitreo e o borrachoso, do ponto de vista
molecular, estd na mobilidade das cadeias poliméricas e esta fransicdo &
conhecida como transicéo vitrea {Tg).

Pela sua natureza cinética, T, depende da escala de lempo das
perturbactes aplicadas ac polimero. Por esla razdo, a calorimelria exploratéria
diferencial pode ser ulilizada desde que assegurado gque itodas as amosiras
tenham a mesma histéria érmica, sendo um mesmo procaedimento adotado para
todas as amostras.

Foram feilas as analises de DSC de todas as amostiras, sendo realizados
um primeiro e segundo aquecimenio. Nas curvas de DSC do alginate, segundo
Figura 4.16, nao foram observadas as fransigbes vitreas. Observou-se no primeiro
aquecimento um pico endotérmico caracteristico, entre 80 e 150 °C, que pode ser
devido a perda de dgua estrutural. Nesta mesma Figura, enconira-se nos itens c e
d as correspondenies curvas de TGA, que permitem determinar o teor de
umidade. Para o alginato baixa viscosidade enconirou-se um tieor de 8.0%,
enquanto para o de média viscosidade o valor foi de 8.6%, entre 90 e 150 °C
como descriio.

No agquecimento destas amostras deveria ser possivel observar a
temperatura de transicao vitrea na qual as ampliludes de vibragdo dos atomos
provocaria & dilatacdc do sélido; levando ac aumento do volume livre
Provavelmente, a técnica ndo detecta a quantidade de calor de fodas estas
mudancas ¢ o0 sinal caracteristicc nao é observado nas curvas de DSC.
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Figura 4.16 Curvas de DSC para as amostras de alginato: a. primeiro e b.

segundo aguecimentos a 10 °C/min e ¢ e d curvas de TGA para o alg

- bv e alg - mv.

As trés amostras de quitosanas, segundo Figura 4.17, em seu primeiro

aquecimento, também apresentaram um pico endotérmico caracteristico entre 120

e 140 °C que pode ser devida a perda de agua estrutural que desaparece no

segundo aguecimento.
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As irds amostras de polietileno glicol em seu primeiro aguecimento sdo
cristalinas, segundo Figura 4.18. No segundo aguecimento um desioéameme na
temperatura de fusdo foi observado com novos valores para o PEG de massa
molar 2000, 4600 e 10 000
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Figura 4.18 Curvas de DSC para as amostras de PEG. a. primeiro e b. segundo

aquecimentos a 10 °C/min.
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Figura 4.18 Curvas de TGA para a amostra de oxitetraciclina a 10 °C/min.

Observamos trés perdas de massa do farmaco. A primsira ocorre em uma
faixa de temperatura entre 50 a 100 °C, com uma perda pequena de massa em
termos de percentagem; o que nos leva a crer ser devido & perda de agua da
amostra. O segundo estagio ocorre entre 150 a 280 °C e mostra uma perda de
massa maior. O Ultimo estagio ocorre a temperatura acima dos 280 °C e apresenta
alta perda de massa em relacdc aos demais, sendo relacionada a degradagac do

farmaco.

4. 1.5 Analise da microestrutura dos biopolimeros por Espalhamento de Raio

X de Alto Angulo (WAXS)

As cadeias macromoleculares de um polimero podem estar dispostas
aleatoriamente ou com ordenac¢&o molecular. No primeiro caso, o polimero & dito
amorfo e no segundc € considerado semicristalino. Ha dois fatores principais para
uma maior ou menor tendéncia ao ordenamento de cadeias: a configuracéo da

cadeia polimérica e a intensidade das interacdes enire cadeias.
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Em situacdes de alinhamento de cadeias, devido ao estiramento ou a agao
de um campo; o polimero pode continuar a ser ndo cristalino e mostrar reflexdes
peculiares, em um difratograma de raios-X.

As principaie técnicas utilizadas para a caraclerizacéo da organizagéo
molecular s@o: espalhamento e difracdo de raios-X; métodos térmicos; RMN de
sdlidos; sspalhamento de néulrons e espalhamento de luz em baixo angulo [104].

O método de espalthamento de raios-A € uma das técnicas mais antigas ¢
mais utilizadas para o estudo da estrutura dos polimeros. Um feixe de raios-X
incidente em um material & parciaimente absorvido, parciaimente espaihado, g ¢
restante & transmitido sem modificaco. O espalhamento dos raios-X ocorre como
um resuliado da inferacio com os elélrons no malerial. Os raios-X espaihados de
diferentes elétrons sofrem interferéncia entre si e podem até produzir um padrio
de difracdo. A variacdo da intensidade espalhada e difratada com ¢ angulo de
espalhamento da informacdes sobre a distribuicdo de densidade eletrénica e,
portanto, das posicdes atdmicas dentro do material [105].

As tecnicas de espalhamento de raios-X mais comuns sao o espalhamento
de raios-X a alto angulo (WAXS = wide-angie X-ray scattering) e espalhamento de
raios-X de baixo angulo (SAXS = small-angle X-ray scattering). Em termos gerais,
WAXS ¢ utilizado para obter informagdes estruturais na escala de 1 nm ou menor
& SAXS na escala de 1-1000 nm [104]. A relacdc de Bragg, escrita como d =
MZ2.send, onde A é o comprimento de onda da radiagdo, e 6 o &nguio de
intensidade maxima de espalhamento, pode ser utilizada para se esiimar a escala
de tamanho responsavel pelo maxime espaihado.

Os difratogramas de raios X para as amostras de quitosana comercial
Aldrich e para as mesmas purificadas, encontram-se nas Figuras 4.20 a 4.22.
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Figura 4.22 Difratogramas de raios X (WAXS) para amosiras de guilosana alta
viscosidade (qui-av} original e purificada.

O padrac de espathamento de um polimero amorfo consiste somenie de
halos alargados que, entretanto, podem oferecer informacdes teis sobre ¢ estado
de empacotamento das moleculas no interior da matriz amoria.

Percebemos que as quitosanas alla, média & baixa viscosidade sao
polimeros em que coexistem segmenios em regibes ordenadas (formando
dominios cristalinos) por volta de 26 igual a 21, com reflexdo mais forte, e
segmentos desordenados por voila de 20 iguala 11,

0Os indices de cristalinidade de quitosana podem ser delerminados a partir
de analises de difrag&o de raios X, segundo a equacgdo 4.10 [1086]:

Y%elen = (Io = 1,)/1c X100 {4.10)
onde:
icr & 0 indice de cristalinidade,

ic intensidade difratada relativa & regido cristalina (26=20)

I intensidade difratada relativa 2 regific amorfa (26=12).
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A tabela 4.4 apresenta os valores encontrados no grau de cristalinidade das

quitosanas calcuiados pela equacgio 4.10.

Tabela 4.4 Representacdo dos indices de Cristalinidade (Icr) em percentagem

para cada amostra de quitosana utilizada nesta pesquisa.

Amostra %ler
comercial purificada
qui-av 51,2 18,7
qui-my 58,0 33,2
qui-bv 86,3 38,8

Notamos, ainda, que todas as amostras de quitosana purificadas
apresentaram menor cristalinidade que as amostras comerciais. De fato, os
difratogramas destas amostras mostram sinais menos intensos que 0s observados
para a quitosana comercial. Assim, essas diferencas podem ser atribuidas a
ocorréncia de modificagdes no empacotamento das cadeias poliméricas devido ao
processc de purificacdo da guitosana, diferentemente do observado para as
amostras de quitosana de SIGNINI E CAMPANA [108]. Provavelmenie, as
interacdes por pontes de hidrogénio entre o grupo amino e ¢ grupo hidroxil na
guitosana tenham sido rompidas pela presen¢a do solvente usado na purificacéo
da quitosana, 0 gue resuliou em uma maior porcentagem de estrutura amorfa.

Os diversos PEG apresentam difraiogramas de raio X conforme Figura
4.23. Nesta Figura podemos perceber claramente que os difratogramas das
amostras PEG 2000 e 10000 sdo indistinguiveis entre si (ver Figura 4.23 a). Ja a
curva correspondente a amostra PEG 4600 apresenta maior resolugdo e &
bastanie distinguivel das outras. Este (ltimo se destaca pelos picos de intensidade
relativamente alta. No enfanto, observando a Figura 4.23 b nota-se a regiao
amorfa com picos referente a fase cristalina como diferencial entre as curvas.
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Figura 4.23 Difratograma de raios X para os diversos tipos de PEG: a)
sobreposicdes dos diversos PEG b) sobreposicdo dos PEG 10000
e 2000.

Apesar de n&o ser feita uma determinagdo quantitativa de graus de
cristalinidade para o PEG, o exame qualitativo dos difratogramas apresentados
permite concluir que as amostras sao semi-cristalinas, como esperado para uma

cadeia linear ordenada, sendc o PEG 4600 ¢ mais crisialino.
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4,2 LIBERACAODECTCEMPpPH1,2E7,4

A via de administragio mais fregliente para os farmacos € a oral; embora
alguns sejam destinados 3 dissclug@o na boca, a maior parte deles € deglutida.
Destes, a maioria € administrada para que tenha efeilos sistémicos que aparecem
depols da absorgdo, a parlir das varias superficles ao longe do tralo
gastrointestinai [107].

Uma vez administrado, e iniciada sua absorgao, o farmaco no permanece em
um s6 local; ao contrario, ele é distribuido por todo o organismo, até a eliminacao
total (ver Figura 4.24). Por exempio, depois da administracdo oral, e de sua
entrada no trato gastrointestinal, uma parie é absorvida pelo sistema circulatério, a
partir de onde sera distribuido para os outros liquidos, tecidos ¢ érgéos do corpo.
A partlr desses locals, pode retornar para o sistema circulatdrio e ser excretado
através do rim, ou ser metabolizado pelo figado e oultros lpcais, sendo excretado
como metabdlitos [107].

Administracéo oral -
Tracto
gasirintestinal
Farmaco g .
T B o
W
injeg&o . 1 €
infravenosa 8 iste m’a' Per]
circulgaidrio ht
_ > L3
Farmaco .
-4
g 1L
injegao
intramuscular T Sitios de N
Tecidos biotrans- | biotansformaggo
injecac S form agao do farmaco
subcutnea

Figura 4.24 Representacdo esquemdtica dos eventos de absorgio,
biotransformacéc e excreglo dos farmacos depois de sua

administrac&o pelas diversas vias [107].
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Em comparacio com as vias alternafivas, a via oral é considerada o meio
mais natural, simples, conveniente e seguro de administragdc de farmacos.
Entretanto, deve-se considerar as desvantagens dessa via; tais como: a resposta
lenta (em comparacao com a via parenteral); probabilidade de absorcZo irregular,
dependendo de fatores como constituicio fisica, quantidade ou tipo de alimento
presente no frato gastrointestinal; e destruicdo de certos farmacos pela reacdo
com os acidos do estdmago ou com as enzimas gastrointestinais [1071.

Neste trabalho a OTC, antibidtico que apresenta um largo espectro de acdo,
apresenta a desvantagem de irrifar o estdmago. Assim, o nosso objetivo fol
desenvolver um sistema de liberacdo que passasse infacio pelo estdmago =
tivesse maior absorcio no sistema intestinal.

Os perfis de liberagéo de OTC em microesferas de alginato de calcio, média
& baixa viscosidades, em tampao 0,2 M tris-HCI (pH 7 .4), estéo apresentados na
Figura 4.25.

Comparando-se 0s valores experimentais aos valores calculados, segundo
a Figura 4.25, observamos uma representatividade muito boa dos resultados
experimentais ao modelo matematico. Isto nos leva a crer que a OTC difunde
livremente das microesferas de alginato de calcio, para a solugao tampédo 7 4,
seguindc ¢ modelo de equagado desenvolvida por CRANK [90]. Além disso, a
liberag&o inicial de OTC apresenta claramente um efeito de disparo (burst) nos
dois tipos de microesferas. Este efeito pode ter origem durante a secagem,
quando a agua difunde para fora das microesferas, a OTC pode ser carregada
com ela estando dissolvida, podendo se depositar na superficie ou também por
nao estar completamente encapsulada.

O mecanismo de fransporte do agente ativo através da microesfera pode
ocorrer [108]: atraves de uma fase polimérica continua [108]; através de canais
interconectados; na forma de poros mindsculos ou pequenas rompimentos [110];
parailelamente, através da fase polimérica continua, e através de canais
interconectados [111]. Desta forma, a liberacéo controlada ocorre por permeacéo
do farmaco pelos poros da mairiz polimérica, sendo mantida pela diferenca de

concentraclo entre a matriz polimérica e o meio, gue conirolara a liberacéo no
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sistema em funcio do tempo. Além disso, o intumescimento da matriz polimerica

pode ou NAo ocorer.
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Figura 4.25 Liberacao conirolada de OTC em microesferas de alginato de calcio
baixa viscosidade (alg-bv) e aiginato de calcio media viscosidade
{alg-mv) em famp&o 0,2 M tris-HCIl (pH 7 ,4).

Na Tabela 4.4 apresentamos os valores de diameiro médio; porcentagem
de intumescimento e coeficiente de difusdc de OTC, encapsulada em
microesferas de alginato de caicio, de baixa e de média viscosidade, cuja
iiberacdo foi seguidaem pH 7,4 e 1,2, por 48 h de ensaio.

Os valores de didmetro e a porcentagem de intumescimento indicam gue
massa molar elevada de alginato produz esferas maiores, com retencéo maijor de
agua, devido, talvez a um volume livre maior entre as cadeias, as quais podem se

expandir @ acomodar mais moléculas de agua. Este resultado também foi oblido
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por MATULOVIC et al. [112] e SKJAK-BRAK et. al [113] os quais verificaram que
o tamanho das microcroesferas depende primariamenie da superficie de tenséo
{viscosidade) da solucdo de alginato de sddio e da distancia entre ¢ gotejamenic e

a solugdo, e nfo do didmetro internc da aguiha.

Tabela 4.4 Valores médios de didmelro, porcentagem de intumescimento &
coeficiente de difusgc em pH 7.4 e 1,2 para as microesferas de

alginato de calcio de baixa e de média viscosidade.

Microesferas | Digmetro Porcentagem de  Coeficlente de Coeficiente de
alginato médio {pm) intumescimento  difusio em cm™h difusic em cm%h
10° (pH 7,4} 10°%(pH 1,2 )
Alg-bv 507 £ 80 805+04 {274250) -
Alg-mv 662 + 81 91,8403 {233 £7.8) {183,0 £ 16,4

Os resultados mostram que n&o houve diferenca significativa na liberagéo
de OTC nos dois casos, conforme se nota na Tabela 4.4 em pH 7.4, ou seja, esta
dentro do erro experimental de medida, de acordo com os valores dos coeficientes
globais de difusdo (D) para a OTC nas microesferas de alginato de caicic. Uma
vez que a massa molar do alg-bv é relativamente menor que a do alg-mv, e isso
néoc alterou a liberagdo da OTC, fica evidente que a massa molar do aiginato nao
aparenta ser fator determinante na liberacéo do farmace.

Um outro fator que pode estar associado & obtencao de valores de difuséo
tao proximos estd relacionado & estrutura de rede tridimensional formada na
gelificacéo, o que pode interferir na liberagéo do farmaco. A estrutura de rede
tridimensional do alginato depende da razdo M/G, fragbes G-G e fragdes M-M,
alem do comprimento das cadeias. O valor da fragdo M para o alg-bv foi de 0,58,
enguanto que para o alg-mv foi de 0,67; a fracdo dos blocos M-M apresentou o
valor de 0,41 para alg-bv e 0,51 para ¢ alg-mv. As disposicdes dos blocos G-G ao
longo das cadeias, e o tamanhe das mesmas, sdo responsaveis pela estrutura
final da rede tridimensional formada. Assim, nos dois tipos de alginato a fracéo de

blocos M & maior gue a dos blocos GG, e mesmo tendo o alg-bv maior conteldo de
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blocos G, nfdo foi observada diferenca significativa na liberaggo de OTC nestas
microesferas. Deste modo, g liberacdo de OTC nestes géis, provavelmente,
também vai depender da irregularidade de blocos M e G, responsavel por uma
menor ou maiocr porosidade da rede polimérica.

Sabe-se gue o8 principais fatores que influenciam o cosficiente de difuso
no sistema polimérico s20 o tamanho e formato da molécula do agente ative; a
flexibilidade das cadeias poliméricas e a densidade de empacolamento, ou
cristalinidade, das cadeias poliméricas. isto reafirma o efeitc de uma cadeia
amorfa de alginato na conformacaoe da rede, aliada a valores baixos de conteldo
G.

TOMIDA et al. [114] observaram gue quande esferas de aiginato de calcio
s&o obtidas pelo gotelamenic da solucioe de alginaio de sédio, contendo o material
de recheio na solucdo de cloreto de caicio, ¢ modelo parece ser o de difuséo
controlada pela matriz do gal. Segundo MARTINSEN et. al [118], o coeficiente de
difusdo de albumina em 4% de géis de alginalo de calcio, provenientes de
Laminaria digitada, Macrocylis pyrifera e L. Hyperbores cresceu com o decréscimo
do conteddo de &cido gulurbnico (G). OSTEBERG e GRAFFUER [116]
observaram que alginatcs, contendo menores guantidades de conteldo G na
matriz, apresentaram mais baixa eficiéncia de encapsulacdc e tambem uma
liberacdo do agente ativo mais rapida.

O efeifc de disparo, dentre as liberagbes de OTC em pH 7,4, foi menor no
alginato de sédic de média viscosidade, segundc Figura 4.24, apesar de
apresentar uma fracdo menor de blocos G-G de 0,17, Por isso, foi escolhido ¢
alginato de sédic média viscosidade para ser o material das microcapsulas, aliado
a0 efeito da viscosidade facilitar a sintese das mesmas.

Na Figura 4.26 tem-se o perfil da liberacdo de OTC em microesferas de
alginato de calcio media viscosidade, em meilo acido. Observa-se que a liberagéo
& rapida, o que implica que o farmaco é liberado quase instantaneamente quando
& colocado no meio. O seu coeficiente de difusao foi de (183,0 + 16,4) 10°% em?/n.
Este resultado indica que a velocidade de liberacdo foi em torno de oito vezes
maior nesie meio, guando comparada ac tampéo 7.4; e que o efeito de disparo
(burst) fol em torno de duas vezes maior. A liberagBo mais rapida em fluido
gastrico simulado € atribuida ao fato da OTC ser muito solavel em meio acide. A
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solugdc 4cida penelra na matriz das microesferas de alginate de calcio
dissolvendo rapidamente os cristais do farmaco, ¢ que provoca rapida difuséo do
mesmo para fora das microesferas. A adminisiragio de antibidtico quase sempre
irrita o estomago, motive pelo qual a liberagdo em meio intestinal & ¢ mais
desejado. O ajuste do modelo matematico apresenta uma regido de desvio, como

se observa na Figura 4.26.
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Figura 4.26 Liberac3o controlada de OTC em microesferas de alginato de calcio
meédia viscosidade, em 0,1 M HCI pH 1,2

O pH do meio externo exerce influéncia sobre o comporfamento das
microesferas de alginato de calcio. Notou-se que elas sdo estdveis e ndo
intumescem em pH acide, como do estdmago; mas intumescem em pH intestinal,
alcalino. Por isso, as microesferas apresentam liberagio controlada em pH 7,4; no
entanto, a velocidade de difusdo varia de amostra para amostra, resuitando em
desvio padrgo elevado. Esse comportamentc pode ser explicado estudando a
morfologia das microparticulas.

Mesmo com este comportamento adverse, o mecanismo de transporte de
OTC em pH 7,4 & algo extremamente interessante de se aprofundar. Quando as
microesferas entram em contato com esse meio, sua Ty, nesse pH, diminui para
um valor abaixo da temperatura de liberagao. Com isso, a microesfera passa para
um estado elastomérico, ou seja, sua estrutura torna-se mais flexivel ocorrendo
relaxagBes das cadeias de alginato. Como as microesferas de alginato sao
hidrofilicas devido aos grupos —OH e ~COQOH em sua cadeia, a agua do meio se
aloja nos volumes livres € se liga através de pontes de hidrogénio na cadeia do

alginato. Desta forma, os grupos polares so hidratados, a rede intumesce, e o8
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grupos hidrofébicos s&o expostos. Tais grupos também interagem com molecuias
de agua, levando a formacio de agua ligada hidrofobicamente cu "agua de ligagéo
secundaria’ (secondary bound water). A microesfera neste estagio torna-se,
enido, um hidrogel & aumenta seu didmetlro. Apds os sitios hidrofdbicos e polares
interagirem com moléculas de agua ligadas, a rede absorve agua adicional, devido
a direcac das forgas osmdiicas das cadelas, levando a “diluicio infinita”. O
intumescimenio adicional ocorre pela "agua livre” (free waler ou bulk water), que é
absorvida quando grupos hidrofébicos, polares e 8nicos tornam-se saturados com
agua ligada. E assumido que esta dgua preenche 0s espacos entre as cadeias da
rede e/ou o centro de macroporos ou vazios [13,117].

A importéncia pratica da presenc¢a de agua nos hidrogéis, para a tecnologia
de liberacdo controlada, € sua relaggo com o fransporte. A agua que é ligada ac
polimero ndo serd capaz de contribuir muito para a dissolucgo dos cristais de
OTC. No entanto, agua livre no gel promove um bom ambiente para dissolugdo &
transporie do mesmo [13].

TANAKA et. al. [91] prepararam esferas de alginato de calcio contendo
diferentes solutos, com diversas massas molares. Os autores prepararam esferas
(3,3 £ 0.2 mmj por gotejamenio de uma solugdo de alginato (2% ou 4%) contendo
o soluto, em uma solugéo de cloreto de calcio preparada em tampao tris 1M (pH
7.0). As esferas foram gelificadas por 2 h na solugdo tampdo. Em seguida
montaram um reator especifico, onde a velocidade de agitagao foi de 625 rpm e a
temperatura constante de 30 °C. A difusdoc, também calculada a partir da equacéo
1.7, porém com outra abordagem matematica, ocorreu em agua como o meio de
liberac@o. Eles observaram que os valores de D, para os solutos de massas
molares baixas como glucose, L-triptofan e massa molar mais e?evac_ia, como o -
lactoalbumina (My < 2x10%) foram quase os mesmos. Estes resultados sugeriram
gue os soluios de diferentes tamanhos difundiram livremenie nas esferas, no
entanto, para solutos com massa molar elevada, como a albumina, a y- giobuiina
e a fibrinogénio (Mw> 8,5 x10%), o comportamento de difusao foi diferente para
cada um . A Tabela 4.5 apresenta alguns resultados dos coeficientes de difusdo

de alguns solutos.
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Tabela 4.5 Coeficientes de difusdo de solutos em agua e difundidos para dentro e

para fora das esferas em gel a 30 °C [91].

Coeficiente de difusao (x10°)
(cmiimin)
Para deniro das esferas pars fora das ssferas

em agua 2%Ca-alginsto 4% Cs-alginale  2%Ca-alginato 4% Ca-aiginato

Solutos

Glucose 408 410 - 4,10 -
L-triptofan 4,02 4,00 - - -
a-lactoalbuming 0,81 0,81 0,81 4,81 -
albumina 0,42 Nag difundido - 0,21 0,054
v - globuling 0,27 - - 0,12 0,040
Fibrinngen 0,12 - - 0,02 -

MARTINSEN et al. [115] também determinaram ¢ coeficiente de difusio da
albuminz (BSA), para fora das esferas, em géis de aiginato de célcio a 20 °C em
pH 7. Os autores verificaram a difusividade da albumina em esferas de alginato
do tipo L. hyperborea, L. digitada e M. Fyrifera. A difus@o aumentou com o
aumento do conieldo e comprimento de blocos de acide guluronico na molécula
de aiginato, & também aumentou com a diminuicao da concentracdo do alginato.
Além disso, a difus&o dependeu fortemente do método de preparagao dos géis de
alginato, e fol mais rapida em esferas homogéneas; formadas na presenca de ions
so6dio. Vale ressaltar que alginato do tipo L. hyperborea apresenta fracdo de
blocos G de 0,68, enquanto L. digitada de 0,39 e por fim, M. pyrifera de 0,40. Os

resultados dos autores encontram-se na Tabela 4.8.

Tabela 4.6 Coeficiente de difusdo de BSA em esfera em gel de L. hyperborea, L.
digitada e M. Fyrifera [115].

Alginato Concentracao de Na  Diomogeneas X 10° Drao-nomogeneas X 10°
(cm?/s) {em?/s)
M. pyrifera 2.0 (4%) 0,45 -
L. digitada 1,9 (4%) 1,02 1,22
2.5 0,82 0,50
3,0 0,34
4,0 0,54 0,33
L. hyperborea 3.0 (4%) 1,79 -
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E dificil em certos casos, comparar coeficientes de difusdo obtidos por
diferentes trabalhos, por causa das variages considerdveis nas condigbes
experimentais que certos autores tem usado. Nos nossos experimentos, seguimos
as condicbes experimentais da maioria dos autores da area, ou seja, liberagac a
37 °C e 100 rpm de rotacdo, situacBes gque simulam as condicdes do corpo
humano.

A adicio de gotas de alginato em ions divalentes (Ca®) produz uma
neutralizacc parcial dos grupos carboxilatos, presentes nas cadeias de alginalo,
formando microesferas gelatinosas insollvels (mas permeéveis). A equacdo 4.1

exemplifica a gelificacéo do alginato de sodio [73]:

2nNa(plginato)(aq.) + nCa™(ag) — nCalAlginatel(s) + 2nNz'(aq.)
{4.1)

A formacic de uma microesfera de alginato de caicio & o resuliado da
formacao de reticulacSes entre unidades de duas diferentes cadeias de alginaio
com ions calcio, onde preferencialmente o bloco G € envolvido. Ha dois tipos de
gelificac@o das microesferas; a gelificacdo externa, resuitando em microesferas
ndo homogéneas e a geiificacao interna, produzindo microesferas homogéneas.
Microesferas formadas utilizando o primeiro tipo de gelificaco apresentam um aito
gradiente polimérico, proximo a superficie da microesfera, o qual diminui em
direcdo ao centro. O gradiente é formado durante gelificacdo, onde ocorre uma
difusao do alginatc em diregcao a uma zona de gelificacio, localizada na regido
proxima a superficie. Isto promove uma camada externa n&o poresa. Microesferas
formadas por gelificag8o interna apresentam um processo de gelificacdo rapida,
mas n&o promovem a difusdo do alginato, resultando em géis mais homogéneos.
No entanto, apresentam maior porosidade que aguelas produzidas por gelificacéc
externa [67].

Assim, a transicdo sol/gel pode originar varios graus de anisotropias
(heterogeneidade) nas microesferas, por permilir gue cations reticulantes
difundam dentro da solugéo de alginato de sddio. Varios fatores contribuem para

isto; tais como, composic@o do alginato; massa molar e conceniracéo do alginato
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versus a concentracio de lons gelificantes e néo-gelificantes. Em microesferas no
estado de gel, o gradiente de concentracdo de alginato pode faclimente ser
visualizado por microscopia de transmisso. A ndc homogeneidade &
essencialmente um resuliado de um mecanismo de gelificacdo irreversivel,
caracterizado por fories ligacBes de lons reticulantes, & € governada pela
velocidade de difuséoc do ion gelificanie e 8 molécula do alginato [54].

No nosso estudo preferimos trabathar com microparticuias homogéneas,
gelificacao interna, em todos os sistermnas abordados. Utilizamos para tal um ion
ndo gelificante, o Na’nq, proveniente do NaCl, que pode promover uma
distribuicdo uniforme do alginato ac longo da microesfera impedindo que se forme
a camada exierna.

Continuamos nossos esiudos desia vez preparando microssferas de
alginalo de céaicio na presenca de PEG, utilizando em um dos sistemas o
giutaraideido como agenie reliculante enire o alginatc & o PEG. Nolamos,
segundo a Tabela 4.7 que os resultados de didmetro médio das microesferas ndo
apresentam aparente correlac@o com a influéncia das diferentes massas molares
dos PEG, nem com a adicdo ou nao de GA. O intumescimento, do mesmo modo,
também néo teve mudancas significativas.

Tabela 4.7 Valores meédios de diametro, porcentagem de infumescimento e
coeficiente de difusdo da OTC, para as microesferas de alginato de

calcio (mv)/PEG, sem e com o reticulante GA (0,2 %), empH 74 e

pH 1,2
Microesferas de Porcentagem de  Coeficlente de Coeficiente de
Alginato/PEG D;;;;; ® intumescimentc difusao em em¥h difusio em cm/h
10° (pH 7,4) 40° (pH 1,2 )
{um}
PEG 2000 sem GA | 714+ 79 §22+10 {38,9 £ 8,4} {208,5 = 918)
PEG 4600 sem GA | 736 + 89 920+17 {38,3£7.4) (3966 57.9)
PEG 10000 sem GA | 732 =72 g2,1x£18 (33,6 £ 3,4} {356,2 = 47,5}
PEG 2000 - GA 733 £ 87 84,013 (28,4 £ 8.2} {366,8 = 17.7)
PEG 4800 - GA 745+ 78 83817 (25,3100 {2027 £452)
PEG 10000 - GA 724 £ 79 838198 (374 +14.8) {3232 £ 34,5}
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O coeficiente de difusdo, em pH 7,4, mostra uma leve tendéncia a diminuir
para o sistema com GA em relacgo ao sistema sem GA, sugerindc que uma
possivel reticulacdo pode ter atrasado a liberagdo de OTC. No entanto, guando
comparada as microesferas de alginato de célcio os sistemas de um modo geral,
em pH 7.4 e 1,2, aumeniaram seu valores de coeficientes de difus@o. Além dissc,
a velocidade de difusdo varia de amosira para amosira, resultando em desvio
padréc elevado, atribuido a falta de homogeneidade das microesferas. Essa faita
de homogeneidade pode ser devido a um aumento da concentracdo ibnica no
meio, podendo gerar anisotropia no processo de gelificacdo. Esta hipdtese pode
ser confirmada com a analise morfologica das microesferas.

Uma vantagem destas microesferas € gue a presenca do PEG tomna as
mesmas menos adesivas, mais lisas e mais biocompativeis, por sua menor
aderéncia [81,82L E interessante lembrar que o tempo de esvaziamentc do
estémage sera dependente do tempo de residéncia das mesmas,; por ndo serem
muco-adesivas, elas diminuirdo o tempo de transito no frato estomacal.

Os sistemas de microesferas, com ou sem a adicdo de GA, em pH 1,2,
aumentaram seus coeficientes de difusdo guando comparado 2 microesfera de
alginato de calcio, provavelmente, quando se usou PEG, por este ser hidrofilico,
venha a atrair maior quantidade de agua e isto facilite ainda mais o fransporte de
OTC, com leve tendéncia a um aumento sem a adi¢do de GA.

Através do modelo matematico, que segue a equacgédo da segunda Lei de
Fick, foram construidos os graficos comparativos da cinética de liberagdo de OTC
empH 7.4 e 1,2, sem e com o GA, segundo Figuras 4.27 a 4.30, respectivamente.

Observamos que a liberacdo em meio basico, gue simula a condigio
intestinal, ocorre de um modo conirolade, devide a sua intumescéncia,
preservando, assim, os comentarios anteriores sobre ¢ transporie de OTC. Em
meio &cido, que simula o sistema gastrico, observamos ainda uma aceleracao
devido a alta solubilidade do farmaco. Essa aceleracao caracteriza um sistema
convencional de administracdo de farmacos, onde a presenca das microesferas
nao interfere praticamente em nada na reducfo da liberacio do farmaco. O perfil

cinético afasta-se do esperado por Fick.

g1



Na Figura 4.27, observa-se a liberagdo controlada de OTC empH 74. O
modelo matematico descreve o comportamenio difusional de OTC gerada pelo

fransporie de agua.
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No pH 7.4 a difuséo é caracterizada ser Fickiana, por uma velocidade de

difusgo do solvente menor que a relaxacao polimérica (Figura 4.28).
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Nas Figuras 4.29 e 4.30, a difusdo do solvente & rapida, isto é indicioque o

processo & ndo-fickiano, ou seja, o polimero esta neo estado vitreo.
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M.

Para se retardar a liberacdo de farmacos, em microesferas de alginaio, €
utilizada a técnica onde uma outra camada de polimero € depositada sobre as
microesferas, ulilizando o metodo da coacervagédo complexa. A nova barreira
formada pode prevenir possiveis defeitos de superficie das microesferas, como
rupturas e poros. Assim, coacervou-se as microesferas de alginato media

viscosidade com quitosana, de varias viscosidades, obtendo-se as microcapsulas.

ternpo (M)
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Os valores médios de didmetro, de porcentagem de intumescimento e de
coeficiente de difusfio obtidas para a OTC liberada em pH 1,2 e pH 7 4, durante 72
horas de ensaio em microcdpsulas de alginalo de calcio coacervada com a

guitosana, encontram-se na Tabela 4.8,

Tabela 4.8 Valores médios de didmestro, porcentagem de intumescimento e
coeficiente de difus@o de OTC em solucdo de pH 74 e 1.2 para as
microcapsulas de alginato de calcio recobertas com quitosanas de

difereniaes viscosidades.

Microcasulas de Digmetro Porcentagemde Coeficiente de Coeficiente de
Alginatofquitosana | Médio intumescimento  difusio em cm¥h difusio em cm*lh
{(pm) 10 °(pH 7,4} 10°% (pH 1,2)
Alg-mvigui-av 709 = 74 93,803 (32.3%£57) (86,4 +74)
Alg-mvigui-mv 680 =80 945+0,4 (22,8 +2,8) (78,5 + 18,3)
Alg-mvigui-by 875 £459 93908 (22,0 2.8) {81,084}
Alg-mv 862 + 81 918203 (23,6 = 7,8) (1830 18,4)

Para uma melhor visualizac&o dos resultados apresentaremos nas Figuras
431 e 432 os perfis de liberagao de OTC, em meio basico e em meio acido,
referente as microcépsulas de alginato de cdlcio média viscosidade coacervada
com os diversos {ipos de quitosana. Os resultados da Tabela 4.8 indicam gue a
guitosana retardou a liberacdo de OTC em pH 1,2, quando comparado ao
coeficiente de difusdo de (183,0 = 16,4) 10° cm?h, referente & microesferas de

alginato de calcio, média viscosidade, nao coacervada.

O volume livre represenia 0s vazios onde as moléculas em difusao podem
se alojar por um determinado tempo. Em termos gerais, o empacotamento
ordenado das cadeias poliméricas num polimero tende a servir como barreira
densa & difusdio [11]. E conveniente lembrar aqui que a cristalizagdo de um
polimerc é foriemente dependente de sua estrutura quimica, que poderé levar a
um ordenamento das cadeias. A quitosana baixa viscosidade apresenta a maior
cristalinidade (39,9%) em relacgo a quitosana média viscosidade (33,2%) e
quitosana alta viscosidade (18,7%). Isto justifica uma menor liberacdo em meio

acido,
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Segunde DALY and KNORR [82], os fatores que influenciam a formacgéo de
microcapsulas s&o: o grau de acetilacdc da quitosana; o grau de esterificacéo do

alginato € a proporgdo de acido manurbnico e gulurbnice do alginato. Quanto

maior 0 grau médio de desacetilagao (G ) da quitosana, maior sera a proporgaoc
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de grupos aminos livres presentes na cadeia polimérica e, porianto, maior sera a
sua interac&o com o polidnion alginato. O rendimenio da complexacéo enire os
polieletrdiitos aumenta também com ¢ aumento da esterificacio do alginato, ou
seja, pelo aumeanic dos grupos carboxilatos presentes no polimero, como tambem

pela distribuicdo dos mondmeros na cadeia polimérica do alginato.
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Figura 4.32 Liberacfo controlada da oxitetraciclina em microesferas de alginato
média viscosidade (alg-mv) recobertas com guitosanas. a) alta
viscosidade (qui-av), b} madia viscosidade {gui-mv} e c) baixa
viscosidade {qui-bv); em meio dcido, HCI 0,1 M.
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A quitosana baixa viscosidade, segundo resultados de RMN H’, apresenia
um grau de desacetilacgo de 83,9%, enguanto a quitcsana média viscosidade
possui o valor de 85,4% e finalmente, quitosana alta viscosidade apresenta o valor
de 77,5%. Desta forma, era esperado que a interagao entre a quitosana de meédia
viscosidade e o alginato produzisse um retarde maior na liberaco guando
comparado aos demais; no entanto, o retardo foi maior na interag@o entre a
quitosana de baixa viscosidade e o alginaio de média viscosidade. Talvez, um
efeito sinergético entre a cristalinidade e o grau de desacetilacde redunde numa
malha mais fechada. Isto tipifica uma correlagBo entre a difusividade e
ordenamento das cadeias.

Provavelmente, a guitosana baixa viscosidade, contendo mais cristaiitos,
contribuiv para diminuir a liberacdo em pH 1,2. Estes crigtalitos consistem de
regibes onde as cadeias polimericas estdo densamente empacotadas; em uma
conpfiguracdo orientada e ordenada atuando como barreira & liberagéo.
Difusividade dentro destes cristalitos acredila-se ser exiremamenie baixa, e
essencialmente toda difus@o em polimero semicristalino ocorre enire as regides
amorfas e cristalinas. Por isso, difusividade € menor em polimeros mais cristalinos
gue em polimeros menos cristalinos. Reducdo da velocidade de dissoiucdo de
OTC em ambiente gastro simulado pode reduzir a irritacdo que a OTC provoca
neste meic.

Notou-se pelos valores dos coeficienies globais de difusdo de OTC,
liberada das microesferas de alg-mv/gui-mv e aig-mv/qui-bv em pH 7 4, que esies
néc diferem significativamente da liberacac de microesfera de alginato de célcio
média viscosidade; enquanto gque, para a microesfera de alg-mv/qui-av, ©
coeficiente chegou a aumentar. Tal resultado foi inesperado, pois assim como em

meio acido houve retardo, esperava-se 0 mesmo para o meio basico.

A difusdo ocorre pela movimentacdo de moléculas de OTC dissolvidas em
agua, devido a acdio de um gradiente de concentragdo. Novamente, o processo de
intumescimento parece governar a velocidade de difusédo em meio basico e ndo
depende do numero e do tamanho dos espacos vazios e da facilidade de sua
formag@o. O nimero e o tamanho desses espacos vazios se relacionam ao

espaco livie no polimerc e ao grau de compactacio das cadeias do polimero, que
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¢ proporcional a cristalinidade e aos defeitos estruturais do gel formado. A
facilidade de formacfo desses espagos vazios depende da rigidez das cadeias e

das forgas de ligacdo intermoleculares do polimero.

Vale salientar que a presenca de guitosana nas microcapsulas as toma
mucocadesivas e assim, podem permanecer em fempo maior gue o tempo de
esvaziamento do trato gasirointestinal. Para melhor compreenséc  do
comportamento de esvaziamenio das regides do aparelno digestivo, a Figura 4.33

apresenta os diferentes pH enconirados no trato gastro-intestinat [107].
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Figura 4.33 Diagrama anatdmico que mostra o sistema digestivo e as localizagtes
implicadas na absorgéo dos fAarmacos e seus respectivos pH [107].

Um mecanismo de liberacgo controlada por um periodo maior que 14-15 h
e improvave!l pelos aspectos fisioldgicos envolvidos na absorgae de farmacos. O
tempo de esvaziamento do estdmago varia de 2 a 6 h, sendo responsavel por até
10% de absorcéo; enquanto que ¢ esvaziamento do intestino delgado ocorre enire
3 a 5 h, sendo responsavel por até 90% de absorggo. Finalmente, o intestino
grosso tem um tempo de esvaziamenio de 3 a 10 h, sendo responsavel por até
10% de absorcdo. Portanto, tentar reduzir a liberacdo para um tempo maior &
inviavel para a administracéo oral [46].

Foi escolhida a microcapsula de alg-mv/gui-bv para ser a microcapsula a
ser revestida com os itrés diferentes PEG (2000, 4600 e 10000), porque
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apreseniou o menor coeficiente de difus&o em meio acido e também em meio
basico.

De posse destas informacgdes, continuamos nossas pesquisas com a
introducdc dos diversos PEG, a fim de tornar as microcapsulas menocs
mucoadesivas e avaliar o seu comportamento difusional.

Na Tabela 4.9 apresentamos o valores médios do didmetro, porcentagem
de intumescimento & coeficiente global de difusio, em meic &cido e basico, para
as microcapsulas de alginato de célcio coacervadas com a quitosana e revestidas
com PEG 0,2% utilizando o GA (0,05%).como agente reticulante.

Tabela 4.9 Valores medios do diametro, porcentagem de intumescimenio e
coeficientes globais de difusfo para as microcdpsulas de alginato de
céicio média viscosidade/quitosana baixa viscosidade/PEG (0,2%)

em meio acido e GA (0,05%) como reticulanie.

Microcépsulas de | Diametro Porcentagem de  Coeficiente de Coeficients de
Alg-mviqui- Médio (pm) intumescimentoc difusdo em cm¥h Difusdo em em?h
bVIPEG (0,2%) 10 (pH 7,4) 10°% (pH 1,2}
PEG 2000 805 =66 93.3+03 (17,5 1,1 (2032 £61,7)
PEG 4600 771 = €3 842105 {174+ 1.4) {2725+ 77,3)
PEG 10000 733 £ 62 92,7+06 (21,3 4.4) {295,7 £ 25.1)

Os resultados indicam que houve aceleracdo da liberagdo em meio acido,
guando comparada & liberacdo neste mesmo meio para as microesferas de
alginato média viscosidade (183,0 = 16,4) 10° cm’h e alginato média viscosidade
coacervada com a guitosana baixa viscosidade (81,0 + 8,4) 10° cm¥h. Além
disso, a influéncia da massa molar sobre a liberacdo ndo estd indicando
correlacdo com o coeficiente de difusdo, pois o desvie padrao € bastanie
significativo para as microcapsulas revestidas com o PEG 2000 e PEG 4600.

Nas Figuras 4.34 e 4.35 apresentamos o perfil de liberacdo destas

microcapsulas.
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meédia viscosidade/quitosana baixa viscosidade/PEG de diferentes
massas molares: a) 2000, b) 4600 e ¢) 10000; em meio acido, HCI
0,1 M e GA(0,05%).
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Observa-se comportamento difusional similar &s microparticulas anieriores.
Em meio acido uma liberacdo convencional e em meio basico um comporiamento

regido pelo intumescimento.
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Figura 4.35 Liberagcdo controlada da oxitetraciclina em microesferas de alginato
média viscosidade/quitosana baixa viscosidade/PEG com massas
molares: a) 2000, b) 4600 e ¢) 10000; em meic basico, tampéc 74 ¢
GA (0,05%).



O procedimento experimenial adotado para produzir as microcapsulas
recobertas com PEG foi similar ao proposto por CHANDY et. al. [24,25]. Segundo
ele, houve redugio significativa da liberagdo de hirudina e albumina quando
utilizadas pequenas quantidades de PEG e glufaraldeido. Desta forma,
esperavamos também uma redugdo na liberacdo; no entanio, isto néo fol
observado. Provavelmente, o tamanho da molécula do farmaco a ser difundida
através da massa do polimero, e suas propriedades fisico-quimicas, colaboraram
para sua liberacao mais rapida.

A permeacio de OTC nestas microcapsulas ndo depende somente de seu
coeficiente de difus@o, mas também da solubilidade no polimero [26]. Portanto, os
dois principais fatores que influenciaram a difusdo sfo a difusividade & &
solubilidade. O primeiro € uma propriedade cinética e descreve a facilidade das
moléculas do agente ativo de moverem-se denfro do sistema polimérico; por sua
vez a solubilidade € uma propriedade de equilibrio que descreve a interagéo, ou
compatibilicade, entre o agenie ativo e o sistema polimérico.

Os resuitados podem indicar que a incorporagéo de baixos niveis de
gutaraldeido, durante gelificacdo, nao promoveu a reticulacdo nas microcapsulas,
o que retardaria a difus@o. No sentido de avaliar o efeito da concentracéo do PEG,
mantivemos a concentracdo de glutaraideido e refizemos o experimento a uma
concentracdo menor (0,1%) do primeiro.

Na Tabela 4.10 apresentamos os valores médios do didmetro, porcentagem
de infumescimento e coeficientes globais de difusfo para as microesferas de
alginato de calcio-mv/quitesana-bv/PEG (0,1%) em meio acide e GA 0,05%.

Tabela 4.10 Valores médios do diadmetro, porcentagem de intumescimento e
coeficientes globais de difusdo para as microcasulas de alginato de

calcio-mv/quitosana-bv/PEG(0,1%) em meio acido e GA (,05%.

Microcapsulas de Diametro Porcentagem Coeficiente de Coeficiente de
Alg-mviqui-bv/PEG | Médio de difusdo em cm’/h difusio em cm™/h
{um) intumescimente  10° (pH 7.4) 16 ° (pH 1,2)
PEG 2000 698 =65 942405 (22,8 £5,8) (304,7 + 41,3)
PEG 4600 726 % 55 94,2+ 06 (31,4244 (220,0 + 45,2)
PEG 10000 741 £ 45 921+04 (276=79) (2615+54,6)
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Os resultados indicam comportamento similar do PEG 0,1% em relagéo ao
PEG 0,2%:; mostrando que as conceniracbes de PEG ulilizadas n8c afetaram
significativamente a liberacdo, uma vez que a acelerag@o também foi observada
para o casc de PEG 0,1%. Além disso, as diferenies massas molares nao
influenciam a liberac8o; portanto, sem correlacBo com o coeficiente global de
difusgo. Nas Figuras 4.36 e 4.37 apresentamos o perfil de liberacdo destas
microcapsulas.

Estes resullados parecem inieressanies por due nos mostra gue uma
menor percentagem em massa de PEG acelera ainda mais a liberagio de OTC
em meio basico. Desia forma, existe a possibilidade de modulacéo da liberacio de
OTC em funcéo da concentragio do PEG.

Sabe-se que os defeilos de difusdo relatados em géls podem, em sua
maioria, ser explicados com base na mudanga de porosidade, mudanca no
coeficiente de particdo, interacdo de moléculas grandes com a matriz do gel,
interagdo entre solutos de diferentes difusbes, e nos efeitos de temperatura.

Como a microcapsula de ceniro alginato, coacervada com quitosana, e
recoberta com PEG, n3o promoveu uma reducdo significativa na liberagdo do
farmaco quando tratada com 0,05% de GA, tentou-se aumentar a concentracio do
reticulante para tentar reduzir & malha. Em outras palavras, uma matha mais
fechada pode retardar a liberac@o de um farmaco de massa molar baixa, como é o
caso de OTC.
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Figura 4.36 Liberag@o controlada da OTC em microesferas de alginato-
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Na Tabela 4.11 estdc apresentados os resultades de diameiro, de
porcentagem de intumescimento, coeficiente de difusao em meio acidc e basico
das microcdpsulas de alginato de calcio, coacervado com a quitosana, €
revestidas com PEG (2000, 4800 e 10 000). Utilizou-se GA como agenie
reticulante, em uma proporgdo maior que os estudos antericres, 0,08%. Os
graficos comparativos da cindtica de liberac8o de OTC estac apresentados na
Figura 4.38 e 4.38.

Tabela 4.11 Valores médios do didametro, porcentagem de intumescimenio e
coeficlente de difusdo de OTC para as microcapsulas de aiginato de

calcic coacervada com 2 gquitosana e revestidas com o PEG
reticuladas com o GA 0,08%.

Microcapsulas de | Didmelro Porcentagem de  Coeficiente de Coeficients de
AlginatoiPEG Meédio {um} intumescimento difusio em cmh difusio em cmih
10° (pH 7,4) 10° (pH 1,2)
PEG 2000 ~ GA 710+79 92,012 (63,7 £ 12,5) (203,3 +£28,8)
PEG 4800 ~ GA 776 + 98 893,7x13 (50,2 £ 10.,5) (315,3 £ 49,8)
PEG 10000 -GA | 708184 94,7 = 1,1 {89.5+82) (228,1£22.9)

Quando comparados os resultados com o sistema anterior, a difuso neste
sistema foi maior, sugerindo que a formacéo de uma rede fridimensional PEG-GA
nac ocorreu satisfatoriamente.

Os resultados evidenciam que o aumento na concentragdo de glutaraldeido
nao vem atenuar o comportamento da liberagéo de OTC, quando comparando 0s
resultados dos coeficientes de difusdo e a modelagem matematica dos resultados
(Figura 4.38 e 4.39).

Todos os sistemas estudados apresentam uma caracteristica similar:
liberaggo de OTC quase instantdnea em meio acido, caracteristico de um
comportamento nao-fickiano. Em aplicac@o pratica, estes sistemas deixam a
desejar uma vez que a absorgao do antibidtico OTC causa irritacdc no estdmago

{meio acido) e que idealmente deveria ocorrer no intestino (meio basico).
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Um outro assunto em discussdo s@o os elevados desvios padrbes nos
coeficientes globais de difusdo, nos diferentes sistemas poliméricos, ¢ que pode
ser indicio de microparticulas n&o homogéneas. Para verificarmos isto, analises de
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) foram feitas nas mesmas, no sentido
de complemeniar nossos estudos.

Uma alternativa farmacotécnica moderna e consistenie é revestir o farmaco
incluso em um granulado, com substéncias esiéveis em melo acido, que se
dissolvem em meios neutros ou ligeiramente alcalino, encontrados no duodeno €
intestino. Nesta pesquisa decidiu-se revestir as microesferas de alginato de calcio
com EUDRAGIT®, uma familia de revestimentcs & base de resina acrilica
termocuravel, utilizados em Industrias Farmacéuticas. Adotou-se esta alternativa
fendo em vista ndo exislir capsulas gastro-resistentes para assim serem usadas
como veiculos das microparticulas. Escolheu-se o sistema alginato de célcio
(mv)/EUDRAGIT® como modelo.

Nz Tabela 4.12 estdo apresentados os resuliados do coeficiente de difusao
da liberacdo da OTC em pH 7.4 e pH 1.2; e o didmetro médio das microcapsulas
de Aig-EUDRAG%T® e microesferas de alginato de célcio.

Tabela 4.12 Valores médios de didmetro, porcentagem de intumescimenio e
coeficiente de difusdo da OTC, para as microcapsulas de alginato de
céicio (Mv)/EUDRAGIT® em pH 1,2 e pH 7.,4.

Microparticulas de Coeficiente de  Coeficiente de
Alginato elou D;;;“dﬁg" difusic cm¥h difusio cmiih
EUDRAGIT® wmy  10°(PHT74  10°(pHA2)
{3 tipos)
RS - 100 684 = 78 (201£88) (3395 + 29,9)
5 -100 673 % 80 (36,3349 (1638 +41,6)
L -100 688 % 85 (326266)  (122,0£283)
Alg-mv 662 + 81 (23,3:£78) (1830 16,4)

Através do modelo matematico que segue a equacio da segunda Lei de
Fick [5,8], foram construidos os graficos comparativos da cinética de liberacdo da
OTC, Figuras 440 e 441,
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Os resuitados desies rsvestimentos mostram-se promissores para o
EUDRAGIT® L 100 conforme Tabela 4.12. O revestimento & insoliivel em acido
diluido e fluido gastricc e soluvel em tampdes e fluidos digestivos acima do pH
8,0; portanio, assegura tanio a ndo liberacdo do farmaco em meio gastrico, como

a liberacao deste em meio eniérico.
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Figura 4.40 Liberagdo controlada da OTC em microesferas de alginato média
viscosidade (mv) revestidas com o EUDRAGIT® : a) RS - 100, b) S -
100 e ¢} L-100; em meio acido, pH 1,2
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Vale salientar que esta microcdpsula se desintegrara gquando alingir o
duodenc e ird intumescer para liberar a OTC de maneira controlada, devido ac

transporie de agua livre. Portanto, o sistema torna-se viavel,
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Figura 4.41 Liberac&o controlada da OTC em microesferas de alginato média
viscosidade (mv) revestidas com o EUDRAGIT® : a) RS - 100, b) S -
100 e ¢} L-100; em meio basico, tampao pH 7.4,
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4.3 ANALISE MORFOLOGICA DAS MICROPARTICULAS
A anslise morfologica das microesferas de alginato de calcio foi realizads

através da Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). As micrografias relativas a

morfologia de superficie das microesferas obtidas, e a morfologia de fratura, s&o

mosiradas nas Figuras 4.42 e 4 43, respectivamente.
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Figura 4.42 Morfologia de superficie das microesferas de alginato de caicio média
viscosidade: (a) e (b)sema OTC e (¢) e {d) com a OTC.
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Figura 4.43 Morfologia de fratura de microesfera de aiginatc de célcio meédia
viscosidade: a) sessdo transversal de uma microesfera, (b) aumente
sobre a sessdo transversal, (¢) interfase superficie parte interna e (d)

sessao fransversal de um canal.
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A micrografia de MEV referente a Figura 4.42 {a) com aumento de 200
vezes, evidencia uma microesfera tipica de alginato de calcio sem o farmaco,
apresentando-se na forma esférica. No entanto, segundo a Figura 4.42 {c), com 0
mesmo aumento, quandc incorporada a OTC, a esfericidade diminui. Isto
svidencia que a OTC, provavelmente, interfere na coacervacdo da microesfera,
impedidndo um contato intimo entre as cadeias. criando uma geometria final mais
irregular. Ao secar a microesfera de alginato de caicio, livre do farmaco, reduz de
tamanho sem alterar grandemente seu formato; entretanto, as microesferas com
OTC tornam-se irregulares, com a presenca de cristais de OTC distribuidos na
matriz.

Foi observada, nas duas microparticulas com e sem a OTC, a presenca de
fissuras, segundo ampliagio de 1000 vezes nas Figuras 4.42 (b) & (d). Acredita-se
gue a presenca de fissuras seja devido ao conteldo G, responsavel pela baixa
reficulacdo das cadelas de alginatc de sédio, o que provavelmente levou a
formacao das fissuras.

A formagdo de canais pode ser observada no corte fransversal na
microesfera da Figura 4.43 (c) e principaimente no aumento deste corte
transversal, especificamente em um canal, Figura 4.43 (d). Provavelmente, a
tendéncia da OTC é alojar-se em grande quantidade nestes canais, além de
dissolvido ao longo da matriz de alginato. Isto justifica uma liberagao rapida de
OTC em meio acido, pois seus cristais se dissolvem, dando origem ao fluxo
responsave! pelo disparo inicial na concentragdo do farmaco.

Os géis de alginato possuem a capacidade de reter, no interior de sua
rede amorfa, meléculas de dimensbes inferiores a seus poros e cavidades. Como
o tamanho destes poros € determinado pela taxa de remoc¢ac do solvente, razéo
M/G e amorficidade do alginato, pode-se deduzir que o fluxo do farmaco ocorre
por preenchimento de um cerfo volume de canais. Os materiais amorfos
apresentam distribuicdo de tamanho de poros e/ou canais ndo uniforme. Como os
poros efou canais sdo definidos também pela rede, as caracteristicas e as
propriedades de cada microesfera, gue delerminardo suas possiveis aplicagbes,
serdo definidas por tais poros e/ou canais. Esia propriedade confere uma

106



excelente seletividade de forma, fornando possivel escolher, ou mesmo adaptar, ©
material mais adequade para uma determinada liberagBo, de acordo com a
cinética de gelificacdo e o conteddo G envolvido.

A distribuigdo de tamanhos de particulas cristalinas de OTC, obtida por
espalthamento de luz, esld apresentada na Figura 4.44. A determinag@o das
particulas cristalinas de OTC baseia-se unicamenie no seu didmetro. Sabe-se que
a OTC & fracamente solivel em agua, formando, portanto, uma dispersao tanio na
agua como na solucdo de alginato de sddio em meio aguoso. Assim, os tamanhos
dos cristais serdo preservados e provavelmente, apods as reticulacdes das cadeias

de alginato de sédio com fons calcio, o farmacoe se aloia nos canais da malha.

YVolume (%)

100

Particle Diameler {um.}

Figura 4.44 Distribuicdc dos tamanhos de cristais da Oxitetraciclina obtida por
Espectrbmetro de Varredura a Laser (Laser Scattering

Specirometer).

O conhecimentc da distribuicdc de tamanho de particulas € muifo
importante para entendermos a encapsulacéo de OTC. Dependendo do tamanho

médio das mesmas teremos uma maior ou menor retencdo de particulas na
malha. Portanio, as particulas apresentam variagdo de tamanho de 0.1 um a 300

um, em dois tipos de populagfes de OTC, 0.34 um e de 16,95 um que
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corresponde a 340 nm e 16.850 nm, respectivamente. Assim, as populagtes
menores podem nio ter sido retidas pela malha.
Nas Figuras 4.45 a 4 47 estdo apresentadas as micrografias de superficie e

de fratura das microesferas de alginato-mv, incorporadas com ¢ PEG 0,5% e sem

reficulacéo com o GA.

(@)200X '_ (b) 500X

{c)330X (d) 1000X

Figura 4.45 Morfologia de superficie das microesferas de alginato de célcio
incorporadas com PEG 2000, sem reficulaggdo com o CA: (a)
microesfera (b) superficie da microesfera, (¢) sessdo transversal, (d)
parte interna da fratura .
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Figura 4.48 Morfologia das microesferas de alginato de célcio incorporadas com

PEG 4600, sem reticulacdo com o GA: (a) microesfera e (b)
superficie da microesfera, (c) sessdo transversal de uma microesfera

e (d) parte interna da fratura.
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Observa-se nas Figuras 4.45 a 4 47 a presenca de fissuras na superficie

das microesferas de alginato/PEG, sem GA, sugerindo uma ndo homogeneidade

das mesmas.

L

(a)250 X (b} 1000 X

(c) 250 X (d) 2 000 X
Figura 4.47 Morfologia das microesferas de alginatc de calcio incorporadas com

PEG 10000, sem reticulacdo com o GA: (a) microesfera e (b}
superficie da microesfera, (c) sessdo fransversal de uma microesfera
e {d) parie interna da fratura.
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Nas Figuras 4.48 a 4 50 apresentamos as micrografias de microesferas de

alginato de calcio incorporada com PEG (0,5%), sendo reticuladas com o GA.

{8)300X

Hoge  oow %
Deractor> SE1

{c} 300 X

{dy1000X

Figura 4.48 Morfologia das microesferas de alginato de calcio (mv)/PEG 2000/GA

0,2%: (a) microesfera e (b) superficie da microesfera, (c} sesséo

transversal de uma microesfera e (d) parte interna da fratura.
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Figura 4.49 Morfologia das microesferas de alginato de célcio (mv)/PEG 4800/CGA
0,2%: {a) microesfera (b) superficie da microesfera, (¢) sess&o

transversal, (d) parie interna da fratura.
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Nas Figuras 4.48 a 4.50, onde o glutaraldeido foi introduzido para promover
a reticulaco do PEG, nota-se uma superficie rugosa € a presenca de fissuras,
embora em quaniidades menores. Isso reforca nossa hipdtese de que o GA
promoveu a reticulagdo do PEG, formando uma malha na superficie, tornando-a
mais resistente as fissuras provocadas pela alta velocidade de evaporagéo da

agua no processo de secagem das mesmas. O mesmo comportamento anterior,

guanto as fraturas, foi observado.
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{c) 300 X (d) 2 000 X

Figura 4.50 Morfologia das microesferas de alginato de calcio (mv)/PEG
10000/GA 0,2%: (a) microesfera e (b) superficie da microesfera,
(c) sesséo transversal de uma microesfera e (d) parie interna da
fratura.
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Nas Figuras 4.51 a 4.53 estdo apresentadas a morfologia de microcapsulas

de alginato de calcio média viscosidade coacervada com quitosana de alta, média

e baixa viscosidade.

(a) 200 x '_ | | (b) 5 000 X
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Figura 4.51 Morfologia das microcapsulas de alginato de célcio (mv)/quitosana
baixa Vviscosidade: (a) microcépsuias e (b) superficie da
microcapsula, (c) sessdo iransversal de uma microcapsulas e (d)
parte interna da fratura.
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Figura 4.52 Morfologia das microcépsulas de alginato de caicio (mv)/quitosana

média viscosidade:

(&) microcapsulas e (b} superficie da

microcapsulas, (c) sessdo transversal de uma microcéapsulas e (d)
parte interna da fratura.
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Figura 4.53 Morfologia das microcdpsulas de alginato de caicic (mv)/quitosana
alta viscosidade: (a) microcapsulas (b) superficie da microcapsulas ,
(¢} sess&o transversal, (d) parte interna da fratura.
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As microcapsulas de alginato de cidlcio (mvy/guitosana sio compostas de
trés camadas; um centro de alginato de calcio, ligada por uma membrana alginate-
quitosana interfasica e, por fim, uma Ultima camada de quitcsana precipitada. A
membrana interfasica € formada por interacBo eletrostatica entre o polidnion
alginato, especificamente os grupos carboxilicos, & o polication guitosana,
especificamente 0s grupos amina. O cloreto de calcio na solucio de quitosana
difunde para ¢ centro das gotas de alginato mais rapidamente gue a quitosana,
devido a sua baixa massa molar, formando um gel Subseglientemente a
microcapsuia com caniro gel de alginato coacerva com a quitosana e 2 membrana
interfafica é formada. A Figura 4.54 mostra © mecanismo proposio para ligagio

entre a guitosana e o alginato de calcio [74].

Mambrana
Rede de alginalo de calcia interfasics

Cadt ese o)
= ess 0+ ane oy

Cad+ sesS
(=) eee a2+ weoz)
g2+ ossle)
) 20 CaZt sesls)

Caz+ LITIm

.

Alginate Quitosana

Figura 4.54 Mecanismo proposto para ligacdo enire a quitosana e o alginato de
célcio [74].

Quando a solugdo aquosa de alginato contendo ¢ farmaco & gotejada na
solugado de quitcsana com lons calcio, os fons calcio iniciam a reagéo de
gelificacdo, formando uma matriz porosa. No entanto, na superficie destas
microcapsuias observa-se fissuras conforme mostradas nas ampliagdes das

micrografias, referente a microcapsulas de alginato recoberta com quitosana baixa
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viscosidade [Figura 4.51 (b)], média viscosidade [Figura 4.52 (b)] e alta
viscosidade [Figura 4.53 (b)]. Acredita-se que uma possivel causa para a
formacao de fissuras possa ser a presenga de falhas na camada externa da
microcapsula de alginato, formando canais preferenciais para a peneiragdo de
gquitesana e futura liberacdo de OTC., ndo conseguindo revestir as cavidades
maiores e néio parece depender da massa molar de guitosana. Além disso, 2 OTC
pode interferir na coacervacdo das microcapsulas, impedindo um contalo intimo
entre as cadeias, criando uma geometnia final mais irregular.

Observou-se, ainda, nas micrografias de superficie de lodas as
microesferas de alginato-quitosana, uma disperséo de OTC em forma de
particulas cristalinas muito pequenas. Duranie secagem, a agua difunde para fora
das microesferas e a OTC dissolvida, provavelmente, € carregada junto e pode
aderir na superficie; a agua, no enlanto, evapora. Isto ustifica um dispars inicial da
OTC em meio acido e basico. Vale ressaltar que em meio acido este efeito é mais
pronunciade pelo efeito sinergético da alta solubilidade de OTC neste meio; a
forma de dispers&o de OTC gquando incorporada na matriz de alginato-guitosana,
por nao ter interagdes secundarias e nem muitos canais na malha, elas ficam
homogeneamente dispersas ao longe da matriz.

Os pH das dispersbes poliméricas, fanto do alginato como da quitosana,
foram ajustados para 5,7; pois, € nesse pH que se tem uma maior eficiéncia na
ligagao da quitosana ao gel de alginato. A explicacdo para isso pode estar no fato
que, quando o pH aproxima-se do pKa da quitosana (pKa=6,3), a densidade de
carga da molécula de quitosana reduz significativamente, levando & maior
extensao da molécula com um maior coeficiente de difusio [68].

Na&o foi possivel observar a membrana interfasica por MEV e nem a
quitosana precipitada uma vez gue cristais de OTC estavam dispersos na
superficie e no interior das microesferas.

Nas Figuras 4.55 g 4.57 estéo apresentadas as micrografias de superficie e
de fratura das microcapsulas de centro alginato revestidas com quitosana de baixa
viscosidade e recobertas com irés diferentes tipos de PEG (2000, 4600 e 10000)
utilizando glutaraldeido 0,05% como agente reticulante.
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Figura 4.55 Morfologia das microcapsulas de alginato de célcio (mv)/quitosana
baixa viscosidade/PEG 2000 (0.2%)/glutaraldeido (0,05%): (a)
microcapsula e (b) superficie da microcapsula, (c) sessac transversal

de uma microcépsula e (d) parte interna da fratura.
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Figura 4.56 Morfologia das microcapsulas de alginato de calcio(mv)/quitosana
baixa viscosidade/PEG 4600 (0,2%)/GA (0,05%): (a) microcapsula
e (b) superficie da microcapsula, (¢) sessao transversal de uma
microcapsula e (d) parte interna da fratura.
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Figura 4.57 Morfologia das microcéapsuias de alginaio de caicio (mv)/guitosana
baixa viscosidade/PEG 10000 (0,2%)/GA (0,05%): (a) microcapsuia
(b) superficie da microcapsula, (c) sessfo transversal de uma

microcapsula € (d) parte interna da fratura.
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A nova microcapsula de alginato de calcio/quitosana/PEG € composta de
quatro camadas; um centro de alginato de calcio, ligada por uma membrana
alginato-guitosana interfésica, uma camada de quitosana precipitada e , por fim,
uma Gliima camada de PEG com o glutaraldeido. O mecanismo proposto para o
sistema alginato/quitosana ja foi explicado. A nova barreira formada de PEG ligado
pelo GA também poderia prevenir possiveis defeitos de superficie das
microesferas como fissuras e poros, além de conirolar a difusgo. A Figura 4.58
mostra o mecanismo proposto para o sistema alginato/quitosana/PEG utilizando 0

giutaraideido como reticulante entre a guitosana e o PEG.
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Resie de giginalo de saigio interfisioa
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Alginats Quitozana
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Figura 4.58 Mecanismo proposto para o sistema alginato/quitosana/PEG
utilizando o GA.

Observamos nas diversas microcapsulas de alginato/quitosana/PEG uma
morfologia de superficie diferente das microcdpsulas de centro alginato e de
centro alginato coacervada com quitosana. Todas as superficies se apresentaram
rugosas, com fissuras ainda maiores. Entender o porgue destas fissuras € aigo
gue pode ser atribuido a varios fatores, e uma possibilidade é a forma que o gel
tem sido feito, ou seja, gelificacao homogénea como comentado anteriormente.

Nas Figuras 458 a 4.61 estdo apresentadas a morfologia para
microcépsulas com concentracio de PEG de 0,1 %.
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Figura 4.59 Morfologia das microcapsulas de alginato de calcio (mv)/quitosana
baixa viscosidade/PEG 2000 (0,1%)/CGA (0,05%): (a) microcapsuia e
(b) superficie da microcapsuia, (c) sessdo transversal de uma
microcapsula e (d} parte interna da fratrura.
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Figura 4.60 Morfologia das microcapsulas de alginato de caicic (mv)/guitosana
baixa viscosidade/PEG 4600 (0,1%)/GA (0,05%): (a) microcépsula e
(b} superficie da microcapsula, (c) sessao tfransversal de uma

microcapsula e (d) parte interna da fratura.
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Figura 4.61 Morfologia das microcapsulas de alginate de célcio (mv)/quitosana
baixa viscosidade/PEG 10000 (0,1%)GA (0,05%): (a) microcapsula
e (b) superficie da microcdpsula, (c) sessado transversal de uma
microcapsula e (d) parte interna da fratura.



As microcapsulas formadas com alginato de calcio como centio,
coacervadas com quitosana e revestidas com o PEG, utilizando o glutaraldeido
em maior proporcao (0,08%), estdo apresentadas nas Figuras 4.62 a 4.64. A
pretensdo era tornar a rede polimérica na superficie mais fechada, utilizando

maiores proporgbes de GA.

@2s0% (b) 5 000 X

19.0% &¢ ; RS Mag- 458 X
1 b ¢ Detector= SEi

{c) 450 X {(d)2 000X

Figura 4.62 Morfologia das microcépsulas de alg-mv/qui-bv/PEG 2000/GA 0,08%:
(a) microcapsula e (b) superficie da microcapsula, {c] sessao

transversal de uma microcapsula e (d) parte interna da fratura.
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Figura 4.63 Morfologia das microcapsulas de alg-mv/qui-bv/PEG 4600/GA 0,08%:

{a) microcapsula e (b) superficie da microcapsuia, {c) sessdo
fransversal de uma microcépsula e (d) parte interna da fratura.

127




Observou-se que as microcapsulas apresentam a superficie com
distribuicao de fissuras bem inferiores que as utilizadas com ¢ GA 0,05%. Porém a
presenca de quitosana também pode ter contribuido para a formacéc de uma

matriz menos porosa.

(ay350 X (b) 1 000 X

Hop= 388 X
Polactors SE1

{c) 300 X {d) 1000 X

Figura 4.64 Morfologia das microcapsulas de alg-mv/qui-bv/PEG 10000/GA
0,08%: (a) microcapsula e (b} superficie da microcapsula, (¢
sessiao transversal de uma microcapsula e (d) parte interna da
fratura.
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Nas Figuras 4.65 a 4.67 apresentamos as morfologias das microcapsulas
de alginato de caicio revestidas com o EUDRAGIT® L 100, o EUDRAGIT®R 100, &
o FUDRAGIT® RS —~ 100, os quals foram utilizados como mais um recursc para se

impedir a formacao de fissuras nas microcapsuias, provavels, responsaveis pelo

fluxo rapido de OTC para o meio externo.

LHE=1n o8 RU Hag= 22
THAHIR ] Dotacter. SEI

(2)200X (b) 5000X

T 1.8 Y B 3 EYRRN- -
T sLnctor - SEX

{c) 350X (d) 1000X
Figura 4.65 Morfologia de superficie das microcapsulas de alginato de caicio {mv)
revestidas com o EUDRAGIT® RS - 100: {(a) microcapsuia (b)

superficie da microcapsuia, (¢) sessdo transversal, (d) parte inferna

da fratura .

126



Tt e xy Hap- bk K X
B ot A S

(a) 250 X

R

nepc g B
Batactors« SE1 EHT-18 64 EY
G )

{c} 300X {dy2 000 X

Figura 4.66 Morfologia das microcapsulas de alginato de caicio (mv) revestidas
com o EUDRAGIT® § - 100: (a) microcapsula e (b) superficie da
microcapsula, (c) sessdc iransversal de uma microcapsuia e {(d)
parte interna da fratura,



A andlise das micrografias revela um revestimento imperfeitc em todas as
microcapsulas. De certa forma isso era esperado, uma vez que o recobrimento
das microcapsulas foi feito manualmente, ao contraric do que fazem as industrias
farmacéuticas, os gquais aplicam o revestimento com equipamento apropriado
{(Spray Dryer). Isto justifica a liberagdo em pH &cido, pois se o revestimento fosse
efetivo, ndo haveria liberagdo para os EUDRAGIT® S e | neste pH. No entanto,
para 0 EUDRAGIT® R8-100 o mesmo seria independente do pH e com isso, este &

imprépric para nosso estudo.
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Figura 4.67 Micrografias das microcapsulas de alginato de calcio (mv) revestidas
com o EUDRAGIT® L - 100: (&) microcapsula e (b) superficie da
microcapsula, (c) sess8o fransversal de uma microcapsula e {d)
parie interna da fratura.




V. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos na analise fisico-quimica das
estruiuras dos biopolimercs, na liberacao controlada de OTC nos diversos
sisternas em pH 1,2 e 7.4 e na analise morfoldgica destes sistemas podemos
conclul que:

= A Espectroscopia de Ressondncia Nuclear Magnética de préton (TH-
RMN} fol uma técnica eficaz na determinaclc da razéo M/G de aiginato de
sédio, muito imporiante para formagio de rede tridimensional na presenga de
CaCl; e para controlar a liberac8o. Além disso, o grau de flexibilidade de
alginato de sodio, como uma funclo do contelGdo M e G, & um importants
parametro no processo de ligagdes cruzadas usando Ca®'(aq.).

* A tecnica de GPC fol adeguads neste frabalho para determinar a
massa moiar e indice de polidispersividade de quitosana.

« WAXS foi uma técnica efetiva para determinar o grau de cristalinidade
das quitosanas e uma analise qualitativa dos demais materiais.

¢ A liberacdo de OTC, encapsulada em diferentes microparticulas, foi
controlada somente a pH 7.4, sendo observado que o intumescimentc e ©
fransporte de agua sao fatores confroladores da cinética difusional em todoes
esses sistemas nesse pH. E possivel modular a liberagdo de OTC em funcdo
da concentragao de quitosana e PEG.

= PEG 0,1% se mostirou efetivo como modulador da liberagdo de OTC
em microesferas de alginato de calcio e alginaio de calcio coacervada com
guitosana, em fampéo 7,4.

* Em meio &cido, a camada de quitosana de baixa viscosidade gue
recobriu as microesferas de alginatc de caicio causou uma significativa reducéo
na liberagdo de OTC. A pH 1,2 o intumescimento das cadeias de alginato néo
ocorre, entretanio o efeito de disparo de OTC ocorre devido a alta solubilidade
do farmaco neste pH.

* A analise morfologica das microparticulas por MEV revelou a presenga
de fissuras, provaveimente responsdveis por um alto desvic padric nos
resuliados de difusao globatapH 7,4 e pH 1,2.

* O modelo matematico, obtido a partir das leis de difusac de Fick para
a OTC, espécie difusiva, do interior das microesferas para a solugdo, tem uma
representatividade muito boa para ¢ pH 7.4; com comportamsento tipico
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Fickiano. No entanto, para pM 1,2, ¢ comportamento Fickiano ndo se adequa
mais.

= Uma inerente dificuldade deste estudo foi devido aos polieletrdiitos
serem pH sensiveis. Mesmo com ¢ confrole de pH no preparo das
microparticulas a reprodutibilidade fica prejudicada.

* O revestimento com o EUDRAGIT® L 100 reduziu a liberacsio em meio
acido gquando comparada as microesferas de alginato de calcio; no entanio, as
mesmas sendo observadas por MEV apresentam imperfeicSes. Isto justifica a
redugdo, mas nao a supresséo como esperado. Portanio, os resuitados
evidenciam que o revestimento com o EUDRAGIT® mostra-se promissor,
desde que seja aperfeicoada a técnica de revestimento.



VI SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

tstudos de secagem podem auxiliar 2 entender o aparecimentc de
fissuras. Para tal, ¢ sugerido a utilizacdo da iécnica de iiofilizacao das
microparticulas, onde a estrulura pode ser preservada guando comparada com
a utilizada neste trabalho.

Fara uma ulilizacdo do metedo de liberaglo proposio, tem-se que
adaptar as microparticulas para resistirem a0 meio esiomacal e, assim,
alcancarem ¢ inlestine intaclas e liberarem fodae a OTC difundida nas
microparticulas de maneira controlada. Existem meios para proteger as
microparticulas do meio esiomacal, como revestimentos gastro-resistenie que
se degradam no trato intestinal. Para isso, técnicas de revestimentos mais
avancadas como leito fluidizado e spray dryving podem ser utilizados, onde,
utilizando o EUDRAGIT® L 100 o resultado, provaveimenie, serisa uma
supresséo da liberagiio em pH acido com uma desintegracdo do revestimento
em pH alcaling, intestinal.

Uso de aiginatos com alto contetido G para observacdo do
comportamento da formagao de fissuras nas microcapsulas.
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