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RESUMO

O presente trabalho fundamenta-se no desenvolvimento de microparticulas de polimeros naturais
para utilizacdo em sistemas de liberacdo gastrorresistentes, onde o farmaco passa pelo meio
gdstrico intacto, permitindo sua absor¢c@o apenas no meio entérico. O farmaco selecionado neste
estudo foi a oxitetraciclina (OTC), um antibidtico que ao ser ingerido pode causar irritagdo na
mucosa géstrica, limitando seu uso na forma de liberagdao convencional. O método escolhido para
preparacdo das microparticulas foi por coacervacdo complexa em um unico estagio. Os polimeros
naturais escolhidos foram o alginato de natureza anidnica e a quitosana de natureza cationica, por
serem biocompativeis, nao toxicos e de facil degradacdo. Caracterizacdes morfoldgicas das
microparticulas, com e sem farmaco, para analise da superficie e do seu interior foram realizadas
por microscopia eletronica de varredura (MEV). A distribuicdo da OTC nas microparticulas foi
determinada por Microscopia confocal multiféton baseada na fluorescéncia inerente deste
farmaco, enquanto que a identidade quimica e a interacdo entre os biopolimeros de alginato e
quitosana foi investigada por Espectrometro de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR). A analise térmica do material foi realizada por Calorimetria Exploratéria Diferencial
(DSC). A modulagdo da liberagdo da OTC das microparticulas foi feita por recobrimento das
mesmas em leito fluidizado, com uma dispersdo polimérica a base de Acril-EZE® MP, um
polimero sintético gastrorresistente de natureza anidnica. O estudo da cinética de liberacao in
vitro do farmaco foi realizada por método espectrofotométrico, em meio de dissolucdo acido e
meio tamponado pH6,8, simulando o perfil de dissolu¢do nos fluidos géstricos e intestinais. Pela
microscopia confocal a laser verificou-se que a encapsulacdo da OTC foi bastante eficiente. A
espectroscopia FTIR foi util para se observar deslocamentos das bandas de absor¢do do alginato e
da quitosana, comprovando interacao idnica entre os grupos carboxilicos do alginato e os grupos
amina da quitosana. A solu¢do de Acril-EZE® MP se mostrou adequada para o estudo da
modulagdo da liberacdo controlada da OTC microencapsulada na matriz escolhida. Nos estudos
do perfil de liberacao deste farmaco, verificou-se uma libera¢do inicial rdpida em meio 4cido nas
microparticulas ndo recobertas. Apos o recobrimento com Acril-EZE® MP, com 50% de ganho

de massa, a liberacdo da OTC neste meio foi reduzida, obtendo-se o efeito de gastrorresisténcia
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desejado. Em meio bdésico a liberac@o foi gradual, sendo que o fairmaco foi totalmente liberado
em cinco horas, para as microparticulas com e sem recobrimento. Deste modo, o sistema
estudado mostrou um grande potencial para aplicagdo em sistemas de liberagdo controlada de
OTC in vivo, desde que sejam realizados os testes necessarios, podendo ser produzido em curto

prazo em escala comercial.

Palavras-chaves: Recobrimento entérico, Microencapsulagdo, Biopolimeros, Oxitetraciclina.



ABSTRACT

The present work focused on the development of microparticles based on natural polymers for
use in gastro-release systems, where drug-sensitive gastric medium may follow intact until its
enteric controlled delivery. The oxytetracycline (OTC) was selected in this study, since it is an
antibiotic that, when ingested, may cause irritation of the gastric mucosa, limiting its use in
conventional treatment. The method chosen to prepare microparticles was the complex
coacervation in a single stage. Natural polymers chosen were the polianionic alginate and the
policationic chitosan because they are biocompatible, nontoxic and easy degradation.
Morphological characterizations of the surface and interior of the microparticles, with and
without drug, were made by scanning electron microscopy (SEM). The distribution of OTC in the
microparticles was determined by multiphoton confocal microscopy, taking the advantage of the
inherent fluorescence of OTC. By infrared spectroscopy with Fourier Transform - FTIR it was
possible to follow chemical identities of each component and the interaction between the
biopolymers chitosan and alginate by the displacement of the absorption bands of each
biopolymer. The modulation of OTC release from microparticles was made by coating these
microparticles in fluidized bed with a polymer dispersion based on acryl-EZE ® MP, a synthetic
anionic polymer gastro-resistant. The kinetics of in vitro release of OTC was performed by
spectrophotometric method, in acid dissolution medium buffered medium pH6,8 to study the both
environment of interest, ie gastric and intestinal. By confocal laser microscopy it was verified
that the encapsulation of OTC was quite efficient. A solution of acryl-EZE ® MP was adequate
to study the modulation of microencapsulated controlled release of OTC in the matrix chosen.
Kinetic studies showed rapid release of OTC at the begining of the experiments in acidic
medium, for uncoated microparticles. After coating with acryl-EZE ® PM, 50% mass gain, the
suppression of OTC "burst effect”, in the range of two hours, was significantly reduced, meaning
the material has a great potential to avoid the gastric resistance desired. In basic medium the
release was gradual, and was completed in five hours, for both coated and uncoated
microparticles. Thus, the system studied showed a great potential for application to short-term

delivery systems for OTC in vivo, subject to further studies, also aiming its commercial viability.



Keyword: Enteric coating, Microencapsulation, Biopolymers, Oxytetracycline.

XI



LISTA DE FIGURAS

Figura 2.1 Estrutura quimica de tetracicling..........coceevieeiiiniiiiieenicnieenieeiecsecceese e 5
Figura 2.2 Principais estruturas dos derivados da tetraciclina...........cccceeveerviverseenicnnneennne. 6
Figura 2.3 Estrutura quimica da oXitetraCiClinga..........ccocueevueinieiiiiinieeiienieeieenceeeeeeeen 7

Figura 2.4 Representacio esquemadtica da quantidade acumulativa de farmaco cedido de
formas farmacéuticas solidas de liberacdo imediata, prolongada e retardada...................... 8
Figura 2.5 Estrutura quimica do alginato de sédio, indicando 4cido gulurdnico (G) e
4C1dO MANUIONICO (IM)..uuuiiiiiiiiieiee ettt eeeee e e e e eeeettr e e e e e e eeeesaaarereeeeeeeeesarsreeereeeeees 12
Figura 2.6 Esquema das ligacdes cruzadas do alginato de célcio. As esferas em preto
representam os fons Ca*™, enquanto as linhas representam as cadeias de alginato.............. 12
Figura 2.7 Estrutura quimica da qUItOSANa..........covueerieeniieiiienieeieeniteee e 13

Figura 2.8 Representacdo esquemadtica da formacao de complexos polieletrélitos entre as

cadeias de alginato de SOdi0 € QUItOSANA. ......cc.ueeeriiireriieeirieeiiee et e eieeesiee e eeereeesree e 14
Figura 2.9 Visualiza¢do da camada de revestimentos em granulos..........c..cceceevverieeennnne. 17
Figura 2.10 Estrutura quimica basica dos derivados acrilicos e metacrilicos...................... 21

Figura 2.11 Estruturas quimicas de (a) Eudragit® FS 39 (b) Eudragit® L 100 (c)
Budragit® L30D.......ooiiiiiee e s 23
Figura 2.12 Representacdo esquemadtica do recobrimento de particulas em leito
FIUIAIZAAO. ...t 24
Figura 2.13 Regimes de fluidizacdo (a) leito fixo (b) fluidizacdo particulada (c)

fluidizacao borbulhante (d) pistonado (e) turbulento (f) fluidizacdo rapida........................ 26

XII



Figura 2.14 Diagrama simplificado de classificacio de particulas para fluidizacio
através de ar em CONdICOES NOTINALS. ... .eeeevrrerrurreriiieerieeerreeesereeessreeessreessseeesseeessseeesseesnnnns
Figura 3.1 Sistema de preparacdo das microesferas de alginato/quitosana contendo OTC
(Laboratério de Biomateriais — FEQ/UNICAMP)..........cooooiiiiiiiiieeeeeee e,
Figura 3.2 Leito fluidizado usado para o recobrimento das microparticulas de
alginato/quitosana com oxitetraciclina encapsulada (Laboratério de Biomateriais —
Faculdade de Engenharia Quimica —UNICAMP).....cccccoiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee
Figura 4.1 Espectro de FT-IR da qUItOSana...........c.eeeeviieiriieiiiiieeniieeniieeeieceeieeeeiee e
Figura 4.2 Micrografia da OTC obtidas por MEV utilizando (a) aumento de 250x (b) e
AUMENLO A€ 100X . ..ccuuiiieiiiiiiieee ettt sttt e et e et e st e e as
Figura 4.3 Imagens das microparticulas de alginato e quitosana contendo OTC, obtidas
por microscopia Optica com aumento de 10x: (a) microparticulas Umidas; (b)

microparticulas secas com aumento de 20x; (c) microparticulas secas com aumento de

Figura 4.4 Imagem de MEV do branco das microparticulas de alginato e quitosana sem
OTC (a)aumento de 50X; (b) AUMENTO A€ 250X ......uuvviiieiieiiiiirieieieeeeeeeirreeeee e eeeeerreeeee e
Figura 4.5 Imagem de MEV das microparticulas de alginato e quitosana com OTC (a)
aumento de 50x; (b) aumMeENtO de 250X ....ccovvurrieiiiiiiiieiireieeeeeeeeeere e e eeeerrrer e e e e eeaaes
Figura 4.6 Imagens de MEV do revestimento de quitosana nas microparticulas de

alginato (a) aumento de 5000x; (b) aumento de 1500X........ccceeviieriieeriieeniieeiee e

27

34

41

44

46

48

48

49

X1II



Figura 4.7 Imagem de MEV da presenca de fissura em microparticula de
alginato/quitosana (AUMENLO € 250X)....cccuutruierieiiieniieeiee ettt ettt ettt eas 50
Figura 4.8 (a) espectro de emissdo de fluorescéncia da OTC microencapsulada em
alginato/quitosana; (b) imagem de uma microparticula com os pontos escolhidos para
registrar o espectro de fluorescéncia da OTC........cccooiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 51
Figura 4.9 Corte ortogonal da imagem 3D de microscopia confocal a laser, indicando a
encapsulacdo da OTC numa microparticula de alginato/quitosana.............cceceeeeveveeneeeenns 53
Figura 4.10 Gréfico de distribuicdo da intensidade de fluorescéncia da OTC em uma
microparticula de alginato/qUILOSANA. ........cc.eiiriieeriiiiiiieeeitee ettt 54
Figura 4.11 Imagem FLIM de uma microparticula de alginato/quitosana, mostrando o
tempo de decaimento da fluorescéncia de seus componentes identificados por cores........ 55
Figura 4.12 Curva de decaimento da fluorescéncia da OTC numa microparticula de
alginato/quitosana, em fungao dO tEIMPO........cecueriiiriiieiieriienie et 55

Figura 4.13 Espectros obtidos para o biopolimero (a) alginato puro; (b) quitosana pura;

(c) microparticula de alginato/quitosana sem a OTC (branco)........ccceeeveeevveeercieeeineeeenen. 56
Figura 4.14 Curva de DSC da quitOSana PUIa..........cceeveeriuieeriieeniieenieeenieeeireeeiaeesineeenns 58
Figura 4.15 Curva de DSC do alginato de sOdio...........coeuervuieniiiiiieniiniienieeieeeieeieeeeeene 58
Figura 4.16 Curva de DSC da oXitetraCiClina..........ccecueevueeriienieinieiiienieeieeseeeeeeeeeieee 59

Figura 4.17 Curvas de DSC de microparticulas de alginato e quitosana sem OTC
(o] 21 1170 ) RO 59

Figura 4.18 Curva de DSC das microparticulas de alginato e quitosana com OTC........... 60

X1V



Figura 4.19 Classificagdo de Geldart para o tipo de fluidizacdo das microparticulas de
alginato/quitosana eStUAAdas. .........eiiuiiriiiiieiie et
Figura 4.20 Imagem de MEV de uma microparticula de alginato/quitosana com
recobrimento polimérico Acril-EZE® MP, com 30% de ganho de massa: (a) aumento de
150%; (b) AUMENTO A€ 2500X.....eeiiiieiiiiiiiiiieieeeee ettt e e e e eeeere e e e e e e e eesarrrereeeeeeseeeaassaneees
Figura 4.21 Imagem de MEV de uma microparticula de alginato/quitosana com
recobrimento polimérico Acril-EZE® MP, com 50% de ganho de massa: (a) aumento de
200x (b) aUMENLO A€ OO0X.....cceiieieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e nann
Figura 4.22 Imagem de MEV de corte transversal de uma microparticula recoberta com
Acril-EZE® MP, com 30% de ganho de massa: (a) aumento de 150x; (b) aumento
AETO00X. ..ttt ettt ettt ettt e et e e sttt e et e e eab e e s ebb e e s bt e e s bt e e eateesnaeeeas
Figura 4.23 Imagem de MEV de corte transversal de uma microparticula recoberta com

Acril-EZE® MP, com 30% de ganho de massa: (a) aumento de 150x; (b) aumento de

62

66

67

68

69

XV



LISTA DE TABELAS

Tabela 2.1 Principais tipos e caracteristicas de Eudragit®
QISPOMIVEIS. .ttt ettt ettt e ettt e et e e sttt e s bt e e s bt e e eabeeesabeeeabeesnbeeennnes 22
Tabela 4.1 Absorbancias relativas as bandas 1655 cm-1 e 3450 cm-1 da
QUILOSANA. 1. teeenitieeiteeeiteeeitee ettt e et e e satbeesabteesabeeeaabeeeneeeeasteeensseesnsbeeensaeesasteenaseeenaseeennnes 45
Tabela 4.2 Porcentagem de ganho de massa das microparticulas de

alginato/quitosana com o recobrimento a base de Acril-EZE® MP..............ccc..ccece... 64

XVI



ABREVIATURAS E NOMENCLATURAS

OTC: Okxitetraciclina;

MEV: Microscopia Eletronica de Varredura

MO: Microscopia Optica

FT-IR: Espectroscopia na regidao do Infravermelho com transformada de Fourier;
CaCl, : Cloreto de calcio;

NaCl: Cloreto de sédio;

NaOH: Hidréxido de sodio;

LSCM :Laser Scanning Confocal Microscopy;
FLIM : Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy;
%!: Porcentagem de intumescimento das microparticulas;
my: Massa das microparticulas secas;

my: Massa inicial das microparticulas expandidas;
Va: Volume da cAmara da amostra;

Ve: Volume da camara de expansao;

Vs: Volume do sélido;

SF: Fator de forma;

vv: Tensdo superficial liquido vapor ;

0: Angulo de contato;

M filme: Massa do filme formado sobre os granulos
M granulos iniciais: Massa inicial dos granulos

Tg: Temperatura de transicao vitrea

Dp: Diametro da particula

p: Densidade do fluido

ps: Densidade aparente do sélido

Ufm: Velocidade da minima fluidizacao

Ug: Velocidade para iniciar as bolhas

GD: Grau de desacetilagao

Nrel: Viscosidade relativa

XVII



Nesp: Viscosidade especifica

Nspre= Viscosidade intrinseca

Myv: Massa molecular viscosimétrica
DSC: Calorimetria exploratdria diferencial
Wad: Trabalho de adesao

um: Micrometro

psi: Libra-forca por polegada quadrada
rpm: Rotacdes por minuto

mN/m: Milinewton metro

X1II



SUMARIO

RESUITIO ..ttt e e ettt e e e st e e e s nbae e e s esbaeeeennnaeeeas VIII
F N 0] 2Tt S PPUPRRURPUPPRRN X
1. INEEOAUGAO eeeiiiiiieeeieee ettt e e ettt e e ettt e e e s bt e e e s ennbbeeeenanseaeas 1
1.1 ODJEUIVOS. c.veeiitieeiiieeiiee et e ette e et e e et e e e teeesaeeessaeeesseeessaeessseesnsseessssesensaeesnseeesnnns 3
2. Revis@0 DIDHOGIATICA. ......ooviiiiiiiiiiie e e e 5
2.1 OXIEEIIACICIINA. 1.ttt ettt ettt sttt e sbeesaneesareeas 5
2.2 Sistemas de liberaga@o de fArmacOS. .......eeevveerriiiiriiiierie et 7
2.3 MICTOENCAPSULACAO. ...eeuvveeiiiieriiieeriieeeeiteeeitee sttt e ettt e eieeesabeeessbeeenaseeesseeesaeessneeenns 9
2.4 Biopolimeros: alginato de s6dio € qUItOSANA..........cevveeeriieeriieriiieeieee s e 11
2.4.1 AlINAtO A€ SOUIO....cceuriiiiiieeiiie ettt ettt ettt e e ee et eeibeesabeesnbee s 11
2.4.2 QUILOSANA. ......coecuvrrrrreeeeeeeeeeeeitrreeeeeeeeeeetitrereeeeeeeeesetarareeseseeeensisssrreeseeeenensnnsrreeess 13
2.5 Recobrimento de produtos farmac@utiCos..........c.eeevveeerieeenieeeniieeniieeeiee e e 15
2.6 Aplicacdes do recobrimento na drea farmac@utiCa..........cceeveeevveeeriveeniveeenieee e, 20
2.6.1 Polimeros metacrilicos: BUdragit®..............coooeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 21
2.7 Recobrimento de particulas em leito fluidizado..........ccoceeeevvieniiieniieiniieeniieeeen, 23
2.7.1 Regimes de fluidiZacA0.........cocueiieiiiiiriiieeeiiiieeiieeeiee et e 24
2.7.2 Propriedades das partiCulas............ceecveeeriieeiiieeniie e e 26
2.7.3 Variaveis do processo de recobrimento em leito fluidizado...........c.ccccvrennennee. 28
3. Materiais € MELOOS ...c.eeiuiiiuiiiiiiiieeiteet ettt ettt 31
BT MIALETIALS .ottt ettt ettt ettt ettt e sttt e bt e bt s et 31
3.2 Caracterizaga0 da QUITOSANA .....c..eeerureeeruieeeriieeenteeenteeesteeesireeessaeesareesssreessseesnnsens 31

XIX



3.2.1 Grau de desacetilacao da QUItOSANA ........c.eeevuvieeriieeiieeeiieeeieeeereeeereeesveeeseaeeens 31

3.2.2 Determinacdo da massa molecular da quitosana por viscosimetria .................... 32
3.3 Caracterizago da OXItetraCiCling .....c.ceevveeeriieeeiiieeeiie et 33
3.3.1 ANALISE VISUAL ..eoiiiiiiiiiieie ettt 33
3.3.2 Microscopia Eletronica de Varredura .............cccueeevveeeiieeniieeniie e eevee e 33
3.3.3 PONLO A fUSAOD...c.ueeiiieiiieiieeteete ettt s 33
3.4 Preparacdo das miCropartiCulas ...........cooceeeiiiiiiiieiniiieiieeeicceee e 34

3.4.1 Obtencao das microparticulas de alginato/quitosana com o farmaco

APTISTONAAO. ..ttt ettt ettt e st e e et e e et e e s bt e e eabeeesabeeeenneeeans 34
3.5 Caracterizagdo das microparticulas de alginato/quitosana.........c...cceeeeeeercueeenneennns 35
3.5.1 Carregamento da OXItetraciCling ..........ceeevvuieiriieiniiiiiiieiecee e 35
3.5.2 Intumescimento das mICropartiCulas ...........ccoceeveeriiiinieniieenieneeee e 35
3.5.3 MACIOSCOPIA OPLICA ....o.veoveoeeeeee e s e 35
3.5.4 Microscopia Eletronica de Varredura .........ccoccceeeveveeeniieeniiennieesieeeiee e 36
3.5.5 Perfil de distribui¢cdo de OTC nas microparticulas..........cccceevveeriieencieeeeneeennnen. 36

3.5.6 Espectroscopia na regido do Infravermelho com transformada de Fourier (FT-

3.5.7 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC).......cccceevviiieviiiiniiieiiieeeieeeeee e 37
3.6 Recobrimento das microparticulas de alginato/quitosana em Leito Fluidizado.... 37
3.6.1 Caracteristicas das microparticulas de alginato/quitosana quanto a fluidizagdo. 38
3.6.1.1 Granulometria das microparticulas de alginato/quitosana.............cccecveereuvennee. 38

3.6.1.2 Densidade real das microparticulas de alginato/quitosana............c.ccceeveereveennns 38

XX



3.6.1.3 Densidade da solucao polimérica de Acril-Eze ® MP...........cccceeevveviiiennnenns
3.6.2 Circularidade das microparticulas de alginato/quitosana.............ccccceeveeeneeennnnne
3.6.3 Preparo da solugdo polimérica: Acril-EZE® MP...........cccccvveviiieiiienieeeeeee,
3.6.4 Caracterizacao da solucdo polimérica de recobrimento: Acril-EZE® MP..........

3.6.4.1 Angulo de contato, tensdo superficial e determinagio do trabalho de

3.6.5 Recobrimento das microparticulas de alginato/quitosana..........ccccccceeeueeenueeennnne.
3.6.6 Caracterizacao das microparticulas recobertas com Acril-EZE® MP.................
3.6.6.1 Crescimento dO @ranulo..........c.ceviiiiiiiiiiiiieiiieeeeeee e
3.6.6.2 Andlise morfoldgica das microparticulas de alginato/quitosana recobertas
com ACTI-EZE® MP....c..oiiiiiii ettt
3.7 Cinética de liberacdo da oxitetraciclina nas microparticulas antes e apds o
recobrimento em 1eito fluidizado..........cooouiiiiiiiiiiiiiiii e
4. Resultados € DISCUSSA0......eeruieruiiriiiiieiieenieeeeeite ettt s
4.1 Caracterizagao da QUILOSANA .......ccueeerurieeriieeriieeeieeeeieeesieeenreeesereeeireessaeesnaneesnnee
4.1.1 Determinagdo do grau de desacetilagdo da qUitoSana ..........ccceeeveveeerveernveennnen.
4.1.2 Determinac¢do da massa molecular da quitoSana ............ccecceeeveeveercieeenieeenneennne
4.2 Caracterizacao da OXitetraCiClina .........cceeeviieeiiiieeniiieeciie e e
4.2.1 Determinagdo das caracteristicas fisicas da OTC .........cccccvvviiieviiiinciieerieeeee,
4.3 Preparacdo das microparticulas de alginato/quitosana com OTC...............ccccuueen.
4.4 Caracterizacdo das microparticulas de alginato/quitosana ...........c.ccceeeeuveereueeennnenn.
4.4.1 Carregamento de OTC e grau de intumescimento das microparticulas ..............

4.4.2 MICTOSCOPIA OPLICA ..eeeuvveeeniiieeiieeeiieeeieeesteeesiteeesateeenaaeeeereessaeesssaeessssessseessssees

XXI



4.4.3 Microscopia eletronica de varredura ...........cceccveeevuveeeciieeniiieenieeenieeeeveeenvee e 48
4.4.4 Perfil de distribuicao de OTC nas microparticulas...........ccceeevveeevreeninieeenneennne 51

4.4.5 Espectroscopia na regido do Infravermelho com transformada de Fourier (FT-

TR ) ettt ettt e b et b e e bt e bt e ehbe e b e e nate e 56
4.4.6 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC).......cccovvveeiiieiiiienieeeiieeeieeeiee 57
4.5 Recobrimento das microparticulas de alginato/quitosana com OTC em leito

FIUIAIZAAO. ...ttt e 61
4.5.1 Caracteristicas das microparticulas quanto a fluidizacgao............cceeveereveernneennne. 62
4.5.2 Circularidade das microparticulas de alginato/quitosana com OTC ................... 62
4.5.3 Caracteristicas da solug¢do polimérica de recobrimento: Acril-EZE® MP.......... 63
4.5.3.1 Angulo de contato, tensio superficial e trabalho de adesfo.................cco........... 63
454 Caracterizacdo das microparticulas de alginato/quitosana

TECODETEAS. ...t euteeeiteette et ettt et stt e et e bt e b e sat e et eeh bt et e sate et eesbb e e bt e sseeeabeesbeeemneenbeenaneens 64
4.5.4.1 Ganho de massa das microparticulas apds o recobrimento.............cccceecveeennnenn. 64
4.5.4.2 Andlise MOTTOIOZICA....cceuviiriiiiiiieeiiie ettt et et 65
4.6 Cinética de liberacdo da OTC antes e apis 0 recobrimento...........cccceeervveervreeennne 70
5. CONCIUSOLS ...ttt ettt ettt e sb e st e sbteeabeenbaenanees 74
6. Sugestdes para trabalhos fULUTOS. .....ccueieriiieriieeiee e 75
7. Referéncias biblIOZIATICAS .....uveeeeuiiiiiiieeiie e 76
PN 15116 1 1o USRI 93

XXII



Capitulo 1. Introducdo e Objetivos

1. Introducao

A tecnologia de sistemas de liberacio modulada de fairmacos tem chamado a atencdo de
pesquisadores devido a amplitude de suas aplicagdes e devido aos grandes beneficios que podem
trazer na drea médica e farmacéutica.

O custo das pesquisas na drea farmacéutica, para o desenvolvimento de novas substancias
ativas €, em geral, muito elevado. Assim, hd um grande interesse das industrias farmacéuticas no
desenvolvimento de novas formas e diferentes sistemas de liberacdo de farmacos, com os
principios ativos ja existentes. Com isso, esses produtos podem adquirir caracteristicas
diferenciadas que podem solucionar problemas presentes nos ativos, como a baixa absorcao,
reducdo de efeitos colaterais e ndo adesdo do paciente ao tratamento (ALLEN ez al., 2007).

A oxitetraciclina (OTC) € um antibidtico da familia das tetraciclinas de amplo espectro,
cuja acdo bacteriostdtica se da por inibi¢do da sintese proteica, sendo ativa contra uma ampla
gama de organismos Gram-negativos e Gram-positivos. Este antibidtico € especialmente ttil no
trato de Uretrites ndo especificadas, Linfogranuloma (LGV), Doenca de Lyme, Brucelose,
Colera, Peste, Tifo, Febre recidiva, Tularemia e infec¢des caudadas por Chlamydia, Mycoplasma
e Rickettsia. Entretanto, pode causar efeitos adversos graves quando administrado por via oral,
principalmente distdrbios gastrointestinais, limitando seu uso na forma de liberagdo
convencional.

Sistemas matriciais poliméricos empregados como sistemas de liberacdo modificada de
farmacos tem o propdsito de modular a dissolucido do ativo de acordo com o efeito terapéutico
desejado. Entre os diferentes tipos de sistemas de liberacdo modificada de farmacos, tem-se a
forma farmacéutica gastrorresistente a qual impede a liberacdo de ativos no meio géstrico,
fazendo com que este seja liberado somente no meio entérico, reduzindo os distirbios gastricos
provocados por determinados farmacos (COSTA e LOBO, 1999).

O grande desafio no uso de sistemas matriciais poliméricos na encapsulacio de farmacos,
para obtencdo de formas farmacéuticas de liberacdo modificada, se deve as irregularidades que
estes dispositivos podem apresentar tais como, superficies rugosas, presenga de poros e fissuras,
como demonstradas em trabalho anterior de Cruz et al (2004), que prejudicam a liberacdo
modulada de determinados farmacos. Uma das consequéncias € a liberag@o inicial rdpida do

ativo, através destes poros e fissuras, inviabilizando a sua encapsulacao.
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Em decorréncia, nota-se um grande esforco por parte dos pesquisadores no sentido de
evitar o efeito "burst" (ou liberacdo instantdnea) na administracdo de farmacos, sendo
encontrados na literatura varios trabalhos focados no desenvolvimento de métodos que previnem
ou reduzem este efeito em matrizes poliméricas (SEVERINO et al., 2012; FERRARI et al., 2012;
ALBANEZ, 2012). Entre as estratégias adotadas, tem-se a modificacdo das caracteristicas de
superficie das matrizes carreadoras de drogas, através da deposi¢do de uma camada exterior de
polimero de recobrimento (PARK,1992).

A técnica de recobrimento de sistemas multiparticulados vem sendo extensamente
explorada em diversas dreas, com grande destaque na industria farmac€utica. Na drea
farmaceéutica, o recobrimento pode proporcionar grandes beneficios ao produto, conferindo a eles
caracteristicas superficiais especificas (FERRARI et al., 2012); além de servir como uma barreira
na liberacdo inicial rdpida do ativo, pelos poros e fissuras presentes na superficie das matrizes
encapsulantes.

Esta é uma técnica antiga utilizada na inddstria farmacéutica, desde o século XVII, com
uma evolucdo significativa a partir de 1950, quando foram introduzidos novos conceitos em
equipamentos para recobrir medicamentos. Ja nos anos 70, deu-se o inicio do recobrimento com
materiais poliméricos formadores de filme, ou filmogénicos (SILVA, 2003), trazendo uma
inovacdo a industria farmacéutica.

A maioria dos novos produtos farmacéuticos revestidos langados no mercado apresentam
preferencialmente os recobrimentos formadores de filmes. Ao longo das quatro ultimas décadas,
uma grande quantidade e variedade de polimeros formadores de filmes t€ém sido avaliadas e
utilizadas para o revestimento de formas sélidas orais (BUNHAK et al., 2007), preferencialmente
em meio aquoso. A utilizacdo do solvente aquoso se mostra mais seguro do ponto de vista
toxicoldgico, além de se tornar mais econdmico, se comparado ao valor de custo dos solventes
organicos (CEREA et al., 2004), muitos dos quais estdo sendo gradualmente substituidos pela
industria moderna.

Como uma escolha vidvel do equipamento recobridor, tem-se o leito fluidizado que é
adequado para recobrimento de particulas pequenas e € vantajoso pela qualidade do produto
obtido, pois € capaz de formar uma camada uniforme sobre a particula, em um curto periodo do

processo (MARTINS et al, 2008), conferindo uma série de beneficios aos produtos formados.
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Deste modo, escolheu-se trabalhar com sistemas matriciais poliméricos multiparticulados
com o propoésito de modular a dissolucdo de ativos de acordo com o efeito terapéutico desejado.
Para isso recobriu-se microparticulas de alginato/quitosana contendo OTC com uma suspensio
polimérica em leito fluidizado, a fim de evitar que este firmaco cause distirbios géstricos por

efeito " burst", quando administrado por via oral.

1.1 Objetivos

Com base no exposto, o trabalho que aqui se apresenta visa desenvolver um sistema de
liberacdo controlada gastrorresistente pH dependente, com o antibidtico OTC encapsulado em
matriz microparticulada de alginato e quitosana, recoberta com Acril-EZE® MP em leito
fluidizado. O foco deste trabalho foi desenvolver um dispositivo que promova a liberacao
gastrorresistente do farmaco, a fim de reduzir os distirbios géstricos causados ao paciente por

este farmaco, quando administrados por via oral.

Objetivos especificos

- Preparar as microparticulas de alginato/quitosana aprisionando o farmaco, pelo método de

coacervagao complexa em um tnico estagio.

- Caracterizar as microparticulas obtidas visando avaliar a morfologia da superficie e a superficie
de fratura das microparticulas. A técnica utilizada foi a microscopia eletronica de varredura

(MEV).

- Avaliar a distribuicdo da OTC nas microparticulas por microscopia confocal multiféton (Laser

Scanning Confocal Microscopy — LSCM) e Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy (FLIM).

- Caracterizar as microparticulas quanto a fluidizacdo, determinando a sua circularidade, e a

classificagdo de Geldart, 1986.
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- Caracterizar a solugdo polimérica de revestimento a base de Acril-EZE® MP: tensdo
superficial, angulo de contato e trabalho de adesdo, para avaliar a molhabilidade e adesdo da

solucdo polimérica na superficie das microparticulas.

- Realizar o recobrimento das microparticulas com a dispersdo polimérica Acril-EZE® MP em

leito fluidizado.

- Caracterizar as microparticulas recobertas através da determinacdo do crescimento do granulo e
pela microscopia eletronica de varredura, determinando-se a morfologia da superficie e a

presenca de fratura nas mesmas.

- Determinar o perfil de liberacdo in vitro do farmaco microencapsulado, com e sem
revestimento. Esses ensaios serdo determinantes na avaliagdo da cinética de liberagdo da OTC,
além de permitir que se conheca a eficicia do sistema de recobrimento escolhido na protecido da

OTC no trato estomacal.
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2. Revisao Bibliografica

2.1 Oxitetraciclina

Os antibidticos sdo agentes quimicos capazes de inibir a reprodug@o ou destruir outros
microorganismos (SILVA, 2010), sendo empregados no tratamento de infec¢des bacterianas.

As tetraciclinas sdo antibidticos com agdo bacteriostdtica, derivados de hidrocarbonetos
aromdticos polinucleares (Figura 2.1), composto por um nicleo tetraciclico linear nos quais uma

variedade de grupos funcionais estdo ligados (CHOPRA e ROBERTS, 2001).
HO CHs

iz

OH

OH O OH O O

Figura 2.1: Estrutura quimica da tetraciclina (PEREIRA-MAIA, 2010).

A acdo das tetraciclinas € devido a capacidade dessas drogas de se ligarem a subunidade
30S dos ribossomos microbianos, bloqueando a ligacdo da RNA aminoacil transferase e inibindo
a sintese protéica. Por consequéncia, elas impedem a adicio de novos aminoicidos a cadeia
polipeptidica em formacao (SILVA, 2010).

Esses farmacos sao administrados por via oral, mas também podem ser administrados pela
via parenteral (RANG et al., 2004). A absor¢do ocorre na por¢do proximal do intestino delgado e
produz seu pico de concentracdo sérica 1 a 3 horas apds a administragdo (SILVA, 2010).

As tetraciclinas apresentam amplo espectro de acdo contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas (SILVA, 2010). Para uso clinico sdao prescritas em infeccdes do trato
respiratdrio, trato urogenital e para tratar infeccdes por bactérias relativamente raras, como

5
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Rickettsias, Clamidias, Brucelosis, Micoplasma e protozoarios como Entamoeba histolytica,
Giardia lamblia e Plasmodium falciparium (CHOPRA, HAWKEY e HINTON, 1992).

Os efeitos adversos mais comuns consistem em disttirbios gastrointestinais, provocados
inicialmente por irritacdo direta e posteriormente pela modificacio da microbiota intestinal
(RANG et al., 2004), bem como manchas nos dentes, deformidades dsseas e crescimento anormal
do feto em mulheres gestantes (Encyclopédia Britannica, Tetracycline, in www.britannica.com).

Os derivados das tetraciclinas diferem entre si pelos grupos funcionais ligados ao grupo
tetraciclico linear. Na Figura 2.2 estdo representados os nomes e as estruturas dos principais
derivados da tetraciclina, sendo que a Figura 2.3 destaca a estrutura da OTC, que é uma
substancia com largo espectro de uso humano e animal, produzido por microorganismos do

género Streptomyces sp.

H1H
HiC ~ OH N
HsC~ CHs

Doxiciclina Minociclina

OH

Z e

PN
Clorotetraciclina

Figura 2.2: Principais estruturas dos derivadas da tetraciclina (PEREIRA-MAIA, 2010).

Entre os efeitos adversos mais graves provocados pela OTC estdo os distirbios
gastrointestinais, que causam irritacdo da mucosa gdstrica, nduseas e dispepsia quando

administrada por via oral, limitando o uso deste firmaco na forma de liberacido convencional.
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Figura 2.3: Estrutura quimica da OTC (VAZ JUNIOR, 2010).

Assim, uma forma farmacéutica gastrorresistente oral contendo oxitetraciclina € desejavel
e indispensavel para promover uma reducdo dos efeitos gastricos deste farmaco, visto que este

seria liberado apenas no intestino devido ao revestimento pH dependente.
2.2 Sistemas de liberacao de farmacos

As formas farmacéuticas s6lidas, de administragdo oral, podem ser do tipo convencional
ou de liberacao modificada. Formas farmacéuticas de liberacdo convencional sdo caracterizadas
por apresentarem a liberacdo imediata do fairmaco ao ser administrado. Neste caso, o sistema
farmacéutico serve apenas como suporte da substancia ativa, pouco interferindo nas
caracteristicas da liberagdo (MANADAS et al., 2002).

Formas farmacéuticas modificadas para uso em liberacdo de farmacos consistem em
sistemas que modificam a taxa ou o local onde as substincias ativas serdo liberadas. Entre as
formas farmacéuticas de liberagdo modificada destacam-se a forma farmacéutica de liberacdo
retardada e a de liberac@o prolongada.

Em sistemas modificados de liberacao, do tipo retardada, a liberagao da substancia ativa é
retardada por um tempo determinado, apds o qual a liberagdo é praticamente imediata. O
esquema representativo da quantidade acumulativa de farmacos, liberados de formas
farmacéuticas solidas convencionais (ou imediata), prolongadas e retardadas, pode ser

visualizado na Figura 2.4.
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Em sistemas de liberacdo prolongada ou controlada, a taxa de liberacdo da substancia
ativa € lenta e em velocidade constante, de modo a manter os niveis terapéuticos, reduzir os

efeitos tdxicos, ou atingir qualquer outro fim terapéutico (European Pharmacopoeia, 1997).
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Figura 2.4: Representacdo esquematica da quantidade acumulativa de formaco cedido de formas

farmaceéuticas solidas de liberacdo imediata (convencional), prolongada e retardada (AULTON, 2005).

As formas farmacéuticas de liberacdo modificada apresentam as seguintes vantagens:
diminui¢do ou eliminacdo dos efeitos adversos locais e sistémicos, menor acimulo do fdrmaco no
organismo, redu¢do do nimero de administracdes didrias, protecdo do farmaco de uma eventual
degradacao pelos componentes dos fluidos bioldgicos e redu¢do ou mesmo desaparecimento dos
picos plasmaticos (DE LA CRUZ PASTRANA et al., 2000; VEIGA, 1988)

A obtencdo dos sistemas de liberacdo modificada dos farmacos podem envolver sistemas
monoliticos ou multiparticulados. Em sistemas monoliticos a unidade funcional de liberacdo é
unica e a dose ndo estd dividida, como em comprimidos e capsulas. Em sistemas
multiparticuladas o farmaco € dividido em vdrias subunidades funcionais de liberacdo, que
podem ser granulos, pellets ou esferas (AULTON, 2005).

Estas particulas sdo colocadas dentro de cdpsulas de invélucro duro ou comprimidas

diretamente por meio de um processo que garanta 0 minimo de ruptura. Ao serem ingeridas,
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ocorre a liberacdo dos multiparticulados a partir do invélucro ou do comprimido e o farmaco
passa a ser liberado, de forma predefinida, em fun¢do do tempo (AULTON, 2005).

Os sistemas multiparticulados apresentam uma série de vantagens em relacio ao sistema
monolitico. Entre elas, tem-se a possibilidade de revestimento e de incorporar substancias
incompativeis na mesma forma farmacéutica, a facilidade de obtencdo de dosagens diferentes
para o mesmo produto e a facilidade da passagem do farmaco pelo trato gastrointestinal.
(AULTON, 2005; PEZZINI, 2007).

O maior destaque dado a estes sistemas estd relacionado aos seus beneficios
biofarmacotécnicos. Dentre eles, destaca-se o menor risco de irritagio da mucosa do trato
gastrointestinal, pois as formas farmacéuticas multiparticuladas dispersam-se ao longo do trato
gastrointestinal apds a administragdo, evitando a liberacdo concentrada do farmaco em um uma
area reduzida, como ocorre com 0s sistemas unitarios, reduzindo o risco de lesdo da mucosa por
farmacos irritantes (SANTOS et al., 2004; DASHEVSKY, KOLTERB, BODMEIERA, 2004).

Diversas técnicas de obtencdo de formas farmacéuticas de liberacdo modificada tém sido
desenvolvidas; entre elas, tem-se a microencapsulacdo em sistemas matriciais poliméricas, € o

recobrimento de granulos por filmes com caracteristicas especificas.

2.3 Microencapsulacao

A microencapsulagdo é de fundamental importancia nas &reas alimenticia, agricola,
farmacéutica, entre outras. Na drea alimenticia, a técnica da microencapsulacio aplica-se como
forma de reter compostos volateis, proteger ingredientes contra perdas nutricionais (efeitos de
evaporacao e umidade, oxigénio e luz ultravioleta), auxiliar na mistura, preservar ou mascarar cor
e sabores, inibindo a reacdo com outros materiais. Na drea agrondmica, destaca-se a encapsulagcdo
de sementes e pesticidas quimicos (herbicidas, inseticidas e parasiticidas), reduzindo a
contamina¢do ambiental e sua toxicidade por contato ou encapsulacdo de pesticidas, prolongando
sua atividade bioldgica até ser ingerido pela pragadestino (lagartas, insetos adultos, etc.)
(MARSHALL et al., 1999).

Na drea farmacéutica esta técnica é de grande importancia no desenvolvimento de formas

farmacéuticas de liberagdo modificada, além de fornecer protecdo ao farmaco contra agentes
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atmosféricos, mascarar sabores e odores desagraddveis, proteger o meio gastrico de farmacos
agressivos, entre outros.

Micro e nanoparticulas poliméricas estdo sendo cada vez mais investigadas por suas
propriedades de liberagdo controlada e por carrear farmacos ativos a sitios especificos no corpo
humano (FREITAS e MARCHETTI, 2005). A microencapsulacdo € o processo de envolver
substancias ativas ou outros compostos em um sistema polimérico (capsulas, esferas, filmes),
liberando o seu contetddo de forma controlada e sob condicdes especificas.

Quando se trata de particulas, de acordo com a estrutura interna, elas podem ser
classificadas em; esferas, quando ndo se pode diferenciar o nudcleo (sistema monolitico); e
capsulas, quando o sistema € do tipo reservatério em que o nicleo € bem definido e envolto por
um filme polimérico. Sao denominadas micro, as particulas com tamanho entre 1 a 1000 pm
(THIES, 1995).

O transporte seletivo de um agente terapéutico até o local de ac¢do desejado pode otimizar
a resposta bioldgica, evitar fendmenos de sub ou superdosagem, e prevenir reacdes indesejiveis,
como a irritacao gastrica provocada por determinados farmacos administrados oralmente.

Os processos de obtencdo de sistemas microparticulados podem envolver métodos fisico-
quimicos e mecanicos. Os métodos fisico-quimicos mais utilizados sdo: coacervacdo simples,
coacervacdo complexa, emulsdo e evaporacdo do solvente, emulsdo e difusdo do solvente e a
polimerizacdo interfacial. Dentre os processos mecanicos estdo o spray drying, a
extrusdo/esferonizagdo e a granulagao em leito fluidizado e em leito de jorro (KAS, 1997).

A selecao do método depende de varios fatores; tais como, tamanho da particula desejada,
estabilidade térmica e quimica da substancia ativa a ser incorporada, perfil cinético de liberacdo e
estabilidade do produto final (AGNIHOTRI et al., 2004).

O processo de coacervagdo complexa baseia-se na interacao eletrostdtica entre diferentes
polimeros de cargas opostas. Esta interacdo forma complexos insoliveis, que se concentram nas
gotas liquidas que sedimentam e se fundem para formar uma fase coacervada (WEINBRECK et
al., 2004). A deposi¢do de tais coacervados ao redor de um nicleo forma uma barreira,
promovendo a encapsulacao.

Esta técnica apresenta algumas vantagens frente a outras, como a possibilidade de se
trabalhar com biopolimeros, a auséncia de solventes organicos e as condi¢des brandas de

temperatura no processamento que impedem a degradacao dos farmacos.

10
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A composicao do agente encapsulante depende do tipo de aplicacdo a que se destinam.
Polimeros naturais sdao especialmente adequados, pois apresentam, geralmente, pouca ou

nenhuma toxicidade.

2.4 Biopolimeros: alginato de sodio e quitosana

Em sistemas de liberacdo controlada de farmacos, a droga pode ser incorporada numa
estrutura polimérica e liberada do excipiente numa forma predefinida (FERRARI et al., 2012).
Biopolimeros, incluindo os polissacarideos alginato e quitosana, tém sido o foco de um nimero
crescente de estudos relatando sua utilizacio potencial. Na drea biomédica, por exemplo, pode-se
citar o encapsulamento de células, o carreamento de fairmacos e a engenharia de regeneracdo de
tecidos (LAWRIE, 2007).

Neste setor, o alginato de sédio e a quitosana tem um grande destaque entre os polimeros
de ocorréncia natural, pois apresentam um amplo leque de aplicagdes nas areas médica e
farmaceéutica, dentre outras. Estes biopolimeros sdo de facil degradacao hidrolitica e enzimética,

biocompativeis e atoxicos.

2.4.1 Alginato de sodio

O alginato de s6dio é um polimero natural extraido de algas castanhas (Phaeophuceae)
(GLICKSMAN, 1983). Para fins comerciais, as trés espécies mais utilizadas para extragdo sao a
Macrocystis pyrifera, a Laminaria hyperborea e a Ascophyllum nodosum.

Quimicamente ¢ um biopolimero anidnico, composto de cadeias lineares de acido B-D-
manuronico (unidade M) e do &cido a-L-gulurénico (unidade G) (HAUG, 1961) (Figura 2.5), os
quais formam, em presenca de policdtions, microparticulas com capacidade para encapsulamento

de varios ativos empregados na drea farmacéutica e médica (OH et al., 2009).
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HO/ o

Figura 2.5: Estrutura quimica do alginato de sédio, indicando dcido gulurdnico (G) e 4cido manurdnico
(M). (SCHURKS et al., 2002).

As unidades G e M, em variadas propor¢des e arranjos seqiienciais, resultam em
diferentes orientacdes na cadeia polimérica. No entanto, apenas as unidades G sdo orientadas de
forma a tornar os &cidos carboxilicos acessiveis para reticulacdo idnica. A adi¢do de ions
bivalentes de célcio a uma solu¢do aquosa de alginato de sodio resulta na formagdo de um

hidrogel tridimensional (LAWRIE, 2007), conforme esquematizado na Figura 2.6.

—

Figura 2.6: Esquema das ligacdes cruzadas do alginato de célcio. As esferas em preto representam os fons

Ca'", enquanto as linhas representam as cadeias de alginato ( RODRIGUES, 2008).

A propor¢do e a sequéncia da unidade do dcido manur6nico e gulurdnico dependem das
espécies de algas, do tipo de tecido de cada alga a partir do qual o polissacarideo € extraido, bem
como da época em que as algas sao recolhidas (SCHURKS et al., 2002).

A composicdo do alginato € um parametro importante na etapa da geleificacdo. O
contetdo do residuo G e o peso molar do alginato variam proporcionalmente com a viscosidade.
Assim, quanto maior o teor dos residuos G, maior serd a viscosidade e a rigidez do gel resultante

(GOMBOTZ ¢ WEE, 1998). Quando os teores de residuo G sido elevados, desencadeiam uma
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geleificacdo prematura do alginato, resultando em particulas de grande granulometria

(PONCELET, 2001).

2.4.2 Quitosana

A quitosana € um polimero linear derivado da quitina, extraida de cascas de crusticeos
como caranguejos e lagostas. Contém unidades acetiladas (2-acetoamido-2deoxi-D-
glicopiranose) e desacetiladas (2-amino-deoxi-D-glicopiranose), unidas por liga¢des glicosidicas
B-(1—4), com predominancia das unidades desacetiladas (SANFORD, 1989). A estrutura
quimica da quitosana esta representada na Figura 2.7. Devido a natureza policationica, a
quitosana quando em contato com solugdes acidas apresenta capacidade de geleificacdo; porém,
em pH neutro e bdasico torna-se insoltivel. Estas caracteristicas fazem da quitosana um
biomaterial com elevada habilidade de liberacdo controlada em ambientes gastrointestinais

(PAUL e SHARM, 2000).

Figura 2.7: Estrutura quimica da quitosana (Vieira, 2008).

Fatores como massa molar e o grau de desacetilagdo (porcentagem de grupos amino livres
presentes no biopolimero) afetam a formacdo de hidrogéis (BECHERAN-MARON et al., 2004),
variando suas propriedades fisico-quimicas, como a solubilidade e a viscosidade (SILVA et al.,
2006).

Um dos fatores que permitem o desenvolvimento de biomateriais usando alginato e

quitosana tem sido a sua capacidade de formar um complexo polieletrdlito, por ligacdes idnicas,
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quando dissolvidos em meio apropriado. Deste modo, ocorre a interagdo entre 0os grupamentos
carboxilicos do alginato e amina da quitosana, resultando no entrelacamento dos polimeros em
uma matriz tridimensional conhecido como gel reticulado (Figura 2.8). A formacgdo destes
complexos polieletrélitos ndo parece ser afetada pela razdo entre o 4cido gulurénico e
manurdnico do alginato (PENICHE, 2001), em contrate com a formacao de hidrogeis do alginato

com cations divalentes (LAWRIE, 2007).

) Atragio
Cadeia [6nica
de

Quitosana

Cadeia
de
Alginato

Figura 2.8: Representacido esquematica da formagao de complexos polieletrélitos entre as cadeias de

alginato de sédio e quitosana (adpatado por KNILL et al., 2004).

Os complexos de polieletrdlito, formados entre a quitosana e o alginato, sdo insoluveis em
dgua e apresentam maior efetividade em controlar a liberacdo de materiais incorporados a eles,
quando comparados aos incorporados nos mesmos polimeros isolados (YAN et al., 2000).

A liberacdo dos farmacos incorporados em sistemas matriciais, constituidos por polimeros
hidrofilicos, baseia-se na transicdo do estado vitreo para o estado maledvel resultante da
penetracdo de dgua na matriz (LOPES, 2005).

A temperatura de transi¢ao vitrea (Tg) dos polimeros € influenciada por varios fatores,
dos quais se destaca a presenca de liquidos plastificantes. As moléculas desses liquidos sao,

normalmente, de dimensdes reduzidas e ficam retidas entre as cadeias poliméricas, afastando-as
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uma das outras, o que reduz as forcas de atracdo intermoleculares polimero — polimero,
aumentando a flexibilidade das cadeias.

Desse modo, quando um sistema matricial contém um polimero que intumesce quando
entra em contato com a dgua, considerada um plastificante, ocorre mudanga do estado vitreo para
um estado maledvel, o que estd associado com o processo de intumescimento/relaxamento.

A etapa de liberac@o de farmacos, a partir de sistemas farmacéuticos de matriz hidrofilica,
envolve vérias fases. Na primeira fase, as matrizes hidrofilicas, quando em contato com o meio
de dissolucio ou com o fluido aquoso gastrintestinal, absorvem 4gua, sobretudo através dos poros
do sistema matricial. Apds a hidratacdo do sistema, com consequente liberacdo imediata do
farmaco adsorvido na superficie do comprimido, ocorre o intumescimento/relaxamento das
cadeias poliméricas, e forma-se uma camada gelatinosa de polimero (estado maledvel) a volta do
nucleo seco do comprimido.

Na segunda fase a dgua continua a penetrar na matriz, mas agora, sobretudo através da
camada gelificada que, lentamente, vai se formando. A medida que o niicleo seco fica hidratado,
a camada exterior gelificada sofre erosao.

Quando a penetracdo da &dgua na matriz gelificada excede um valor critico de
concentracdo (concentracdo na qual as interagdes entre a dgua e o polimero aumentam com
consequente reducdo das interacdes polimero - polimero), as cadeias poliméricas comecam a se
separar, aumentando os espacgos onde a difusdo do fairmaco ocorrera.

Nesta fase, a taxa de hidratacdo diminui relativamente a taxa de erosdo. As cadeias
poliméricas dispersam-se na camada mais externa, resultando em aumento da taxa de erosdo. Em
consequéncia do aumento da distdncia entre as cadeias poliméricas, estas deixam de interagir

entre si, separando-se e ocorrendo a desintegracdo total do sistema (LOPES, 2005).

2.5 Recobrimento de produtos farmacéuticos

Sdo encontrados muitos estudos na literatura que avaliam matrizes poliméricas como
alternativa para modificacdao do perfil de liberacdo de diversos farmacos. Gonzdlez-Rodriguez et
al. (2002), prepararam particulas de alginato/quitosana como sistemas carreadores de liberagdo
do diclofenaco de s6dio. Anal e Stevens (2005), encapsularam ampicilina em matrizes de alginato

e quitosana. Mladenovska et al. (2007), produziram microparticulas de alginato/quitosana para
15
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encapsulacdo do 4cido 5 aminosalicilico para uma liberagdo colén-especifica. A conclusdo destes
autores foi que estas matrizes s@o promissoras para a liberagao modificada de farmacos. Contudo,
um dos grandes desafios a ser superado na utilizacdo destas matrizes poliméricas, como agentes
carreadores de fdarmacos, estd no fato destas apresentaram superficies irregulares, porosas
(ELGINDY et al., 2011; ZHANG et al., 2011) e com a presenca de fissuras, o que favorece a
liberacdo inicial rapida da droga (efeito “burst”).

Em trabalhos realizados com o intuito de desenvolver um sistema de liberacao modificado
para a OTC, por microencapsulacdo utilizando biopolimeros (MI et al.,1997; CRUZ, 2004), foi
observado o efeito “burst” na libera¢do deste farmaco em meio 4cido. Isso acorre devido a estas
microparticulas apresentarem a superficie irregular, com fissuras, e pelo fato da OTC ser
extremamente soluvel neste meio (MI et al.,1997), o que dificulta a encapsulacio deste farmaco.

A importancia de evitar o efeito “burst” na liberacdo de farmacos pode ser notada através
dos trabalhos voltados para o desenvolvimento de métodos que previnem ou reduzem este efeito
em dispositivos poliméricos (HUANG, 2001). Entre as estratégias adotadas, tem-se a
modificacdo das caracteristicas de superficie das matrizes carreadoras de drogas, através da
deposicao de uma camada exterior de polimero de recobrimento (PARK, 1992). Com isso, as
superficies se tornam mais regulares e uniformes, reduzindo a presenca de fissuras e poros nestes
dispositivos (FERRARI et al., 2012) e favorecendo a liberacdo controlada dos farmacos.

Processos de recobrimento de formulagdes farmacéuticas, para modificacdo das suas
caracteristicas de superficie, vem sendo investigados (DEPYPERE ef al., 2009; SEVERINO et
al., 2012; MIYADALI et al., 2012; RUJIVIPAT et al., 2012) a fim se obter formulacdes com
caracteristicas especificas.

O processo de recobrimento consiste na aplicacdo de um material sobre a superficie
externa de uma particula sélida, conferindo beneficios e propriedades em relacdo a forma nado
revestida (AULTON, 2005), visando um sistema de liberacdo modificada. A Figura 2.9 mostra a

camada de revestimento de granulos para aplica¢des farmacéuticas.
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Figura 2.9: Visualizacdo da camada de revestimentos em granulos farmacéuticos (NITZ, 2008).

Entre as principais técnicas de revestimentos de produtos farmacéuticos, tem-se: o
revestimento por pds, revestimento por imersdo, revestimento por compressdo, revestimento por

acucar (drageamento) e o revestimento por filme ou pelicula.

Revestimento com pds

Esse revestimento € constituido de pos insoliveis como carbonato de cdlcio, talco e
amido, diluidos em solucdo de goma ardbica. Nesse processo, ndo hd presenca de solventes
organicos nem de dgua e, de forma geral, foi projetado com vérias aplicagdes, incluindo: rédpida
liberacdo, controle da umidade, formacdo de peliculas protetoras e sistema de liberagdo
controlada. A técnica de revestimento com pé seco foi aprovada por produzir comprimidos de
resisténcia géstrica, com uma redugdo substancial do tempo de processamento. Os beneficios da
deposicdo eletrostitica de pds de revestimento em comprimidos farmacéuticos incluem
significativas economias de energia, equipamentos simples, redu¢do da movimentacdo do ar e de

limpeza; requisitos principais para reduzir os custos de capital e operacao (GUO & SHI, 2009).

Revestimento por imersao

Este revestimento é aplicado aos nucleos de comprimidos, mergulhando os mesmos no

liquido de revestimento. Os comprimidos molhados sdo secos de forma convencional, num
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recipiente de revestimento. Alternando vérias vezes a imersao com a secagem, consegue-se obter
um revestimento uniforme. Este processo é demorado, pouco versatil e menos vidvel do que as
técnicas de revestimento por aspersao. Equipamentos especializados tem sido desenvolvidos para
revestir comprimidos por imersao, mas até o momento ndo é conhecida nenhuma aplicacdo

industrial (LACHMAN, LIEBERMAN & KANIG, 2001).

Revestimento por compressao

O revestimento por compressdo, também chamado a seco ou cobertura de compressao,
consiste em aplicar o material de revestimento nos comprimidos mediante o uso de maquinas de
compressao adequadas (CALLIGARIS, 1991). Porém, este tipo de revestimento se encontra em
desuso, embora apresente vantagens como menor tempo de processamento, baixo custo dos
equipamentos, baixo requerimento energético e a ndo utilizacdo de solventes (GUIMARAES et

al., 2008).

Revestimento por aciicar (drageamento)

O revestimento por agicar, também denominado drageamento, € considerado o método
mais antigo de revestimento de comprimidos e envolve a deposicdo, a partir de solucdes aquosas,
de revestimentos baseados predominantemente de sacarose (REMINGTON, 2004). Esse
revestimento € hidrossoluvel e se dissolve rapidamente apds a ingestdo. O drageamento protege o
farmaco do meio e fornece, principalmente, uma barreira contra o gosto e odor desagraddveis

(ANSEL, LLOYD & POPOVICH, 2005).
Revestimento por filmes ou peliculado

O revestimento por pelicula € um processo que envolve a deposi¢do de uma pelicula fina e
uniforme na superficie do substrato (VIANA et al., 2006). Esta é a técnica mais moderna e mais

frequentemente empregada no revestimento de comprimidos. Quase todos os novos produtos

revestidos langados no mercado apresentam preferencialmente este tipo de revestimento, em vez
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de drageamento. A tecnologia farmac€utica, de revestimento por filme, estd baseada na utilizacao
de polimeros em solu¢@o ou dispersos em meios aquosos Ou Organicos.

Ao longo das quatro dltimas décadas, uma grande quantidade e variedade de polimeros
filmogénicos tém sido avaliadas e utilizadas para o revestimento de formas sélidas orais
(BUNHAK et al., 2007), preferencialmente em meio aquoso. A utilizacdo do solvente aquoso se
mostra mais seguro do ponto de vista toxicolégico, além de se tornar mais econdmico, se
comparado ao valor de custo dos solventes organicos (CEREA et al., 2004).

Um revestimento peliculado € considerado um revestimento ideal quando o revestimento
for continuo e uniforme em torno de todo granulo, ndo podendo ocorrer abrasdo ou fendmenos de
desprendimento (AULTON, 2005).

Segundo Donida (2000), entre os componentes presentes em uma suspensdo de
recobrimento destacam-se o polimero, o plastificante e o solvente. O polimero é o responsavel
pela barreira ou prote¢do do granulo. Os principais polimeros utilizados sdo derivados de
celulose, como o hidroxi-propil metil celulose e certos copolimeros de dcido metacrilico e do
metacrilato de metila. Contudo, a escolha do polimero depende a que se destina o recobrimento.

O plastificante tem a finalidade de dar flexibilidade a pelicula final, de forma a suportar
melhor os esfor¢cos. Na selecao do plastificante deve-se garantir que o mesmo seja compativel
com o polimero utilizado, para que as propriedades da pelicula se mantenham estdveis durante o
armazenamento.

Os principais solventes utilizados nas operacdes de recobrimento por pelicula pertencem,
tipicamente, a uma das seguintes classes: alcodis, cetonas, éteres, hidrocarbonetos clorados ou
dgua. Sua funcdo no processo de recobrimento € facilitar a deposi¢ao dos materiais formadores de
pelicula, na superficie do substrato, e garantir uma deposicdo controlada do polimero, obtendo-se
assim uma membrana uniforme e aderente. A tendéncia atual € a utilizacdo de dgua como
solvente, por questdes de seguranga e custos.

Outras substancias também entram na formulacdo de uma suspensao de recobrimento, tais
como: talco e estearato de magnésio, tendo a funcdo de agente de separacdo e alisamento,
respectivamente. Eles reduzem a aglutinacao das peliculas ao secarem e produzem uma pelicula

com superficie lisa.
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2.6 Aplicacoes do recobrimento na area farmacéutica

Entre as aplicagdes atribuidas a técnica de recobrimento na area farmacéutica tem-se:

- Melhorar a estabilidade dos farmacos, protegendo-os da exposi¢do destrutiva da luz,
umidade e dos agentes atmosféricos;

- Tornar mais agraddvel o medicamento, quando este for de sabor ou odor desagradavel;

- Proporcionar qualidades estéticas e diferenciadas ao produto (MOURA, 2005).
Revestimentos coloridos auxiliam na identificacdo do produto por parte do paciente, além de
facilitar na degluticdo do medicamento quando comparados aos nao revestidos;

- Aumentar a resisténcia mecanica do produto;

Importantes aplicagdes estdo direcionadas em modificar, ou controlar, a velocidade de
dissolu¢do da forma farmacéutica, o que permite controlar o local de desintegracio e dissolugcdo
de um comprimido. Permitem também a liberacdo controlada de farmacos pela difusdo da
camada de revestimento, garantindo assim veicular a forma farmacéutica desejada ideal para sua
finalidade terapéutica, levando em consideragdo as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco e o
local de absorcao do mesmo (MAURER e LEUENBERGER, 2009).

Formas farmacéuticas com recobrimento entérico, designadas como forma de liberacao
retardada, sdo consideradas formas de liberagdo modificadas, desenvolvidas para liberar seu
conteddo ativo no intestino; ou seja, a cdpsula passa pelo estbmago sem se romper, permitindo a
absor¢do do ativo apenas no intestino, onde o meio alcalino propiciard sua liberacio (COSTA e
LOBO, 1999).

Este recobrimento tem como finalidade atenuar os efeitos nocivos de medicamentos que
contenham componentes agressivos a mucosa estomacal, bem como proteger farmacos instaveis
do ataque 4cido e facilitar a sua absorcao.

Os recobrimentos entéricos mais eficazes sdo os de cadeia longa com grupos carboxilicos
ionizdveis, os quais em pH &dcido permanecem insoliveis e em pH intestinal desintegram-se,
permitindo a libera¢do do farmaco (REDDY, 2009).

Os polimeros filmogénicos gastrorresistentes estdo disponiveis em uma variedade de tipos,
podendo ser divididos em trés grandes grupos (PEZZINI, SILVA e FERRAZ, 2007):
acetoftalato de celulose (Aquacoat®, Surelease®): obtido através da reacdo parcial entre o

anidrido ftalico e o éster de acetato de celulose;
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acetoftalato de polivinila (Kollicoat®): obtido através ftalato anidro, acetato de soédio e
poli(élcool vinilico) parcialmente hidrolizado.
derivados de acrilicos e metacrilicos (Eudragit®).

Pelo fato de possuirem grupamentos 4cidos carboxilicos livres na rede polimérica, esses
polimeros apresentam um perfil de solubilidade diferenciado. Quase sempre sdo insoliveis em
meio aquoso e pH 4cido; além disso, a medida que o pH aumenta, mostram um claro e definido

aumento de solubilidade em valores de pH especificos. (AULTON, 2005).

2.6.1 Polimeros metacrilicos: Eudragit®

Estes polimeros sdo largamente empregados, constituindo uma importante classe de
excipientes devido a sua natureza multifuncional e a sua biocompatibilidade (FERREIRA e
VILA NOVA, 2006).

A estrutura quimica basica dos derivados acrilicos e metacrilicos pode ser observada na

Figura 2.10.

R,
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Figura 2.10: Estrutura quimica basica dos derivados acrilicos e metacrilicos. (OLIVEIRA, 2006).

Polimeros especificos derivados do metacrilato, denominados comercialmente de
Eudragit®, tem sido desenvolvidos para serem empregados na obtenc¢do de formas farmacéuticas
destinadas a administracdo oral. A Tabela 2.1 apresenta os principais tipos de Eudragit®

disponiveis comercialmente, e suas caracteristicas.
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Tabela 2.1: Principais tipos e caracteristicas de Eudragit® disponiveis.

Nome comercial

Tipo

Caracteristicas de

solubilidade e

permeabilidade
Eudragit® L100 Copolimero de acido Solavel nos fluidos intestinais
metacrilico Tipo A em pH > 6,0
Eudragit® E Copolimero Soldvel em suco gastrico em
aminolaquil metacrilato pH <5,0
Eudragit® S Copolimero de 4cido Soldvel em pH > 7,0
metacrilico Tipo B
Eudragit® RL Copolimero metacrilico | Filmes de alta permeabilidade
de amdnio Tipo A
Eudragit® RS Copolimero metacrilico Filmes de baixa
de amdnio Tipo B permeabilidade
Eudragit® NE Dispersao polimérica Filmes de média

permeabilidade

Fonte: USP - pharmacist’s pharmacopeia, 2005.

Os polimeros de dcido metacrilico, mais indicados para revestimento gastrorresistentes,

sdo: Eudragit® L, Eudragit® S, e Eudragit® FS (GUNDER, LIPPOLP, 1995). Suas estruturas,

apresentadas na Figura 2.11, apresentam como grupo funcional o 4cido metacrilico de natureza

anidnica; quando em pH 4cido do estdbmago se torna

insolivel e em pH maiores que 5,5

solubiliza-se, liberando o farmaco na faixa de pH entre 5,5 e 7 no meio entérico (FERREIRA,

2000).
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Figura 2.11: Estruturas quimicas de (a) Eudragit® FS 39 (b) Eudragit® L 100 (c¢) Eudragit® L 30D (
PILLAI; PANCHAGNULA, 2000).

2.7 Recobrimento de particulas em leito fluidizado

A fluidizagdo € uma operacdo unitdria usada para recobrimento e granulacdo
simultaneamente, através da atomizacdo de uma solu¢do ou suspensdo de revestimento, nas
particulas em suspensdao (HEMATI et al., 2003).

No processo de recobrimento em leito fluidizado, as particulas sdo mantidas em
suspensdo, com a passagem de um gis ascendente pré-aquecido. Sobre essas particulas é
aspergida uma solu¢do ou suspensio de recobrimento, na forma de pequenas gotas, através de um
bico atomizador, como ilustra a Figura 2.12. Deste modo, esta solu¢do envolve a particula num
processo simultineo de umedecimento e secagem, até formar uma camada com caracteristicas

especificas (KUNIIL, D e LEVENSPIEL, 1991).
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Figura 2.12: Representacdo esquematica do recobrimento de particulas em leito fluidizado.

Esse processo é vantajoso pela qualidade do produto obtido, pois é capaz de formar uma
camada uniforme sobre a particula, em um curto periodo de tempo. Esse procedimento contribui
para que ocorra uma difusdo controlada e homogénea do fiarmaco de dentro da particula para o
meio, mantendo a dosagem desejada. Isso ocorre devido as excelentes condi¢des de transferéncia

de calor e massa no interior do leito fluidizado (MARTINS e OLIVEIRA, 2003).

2.7.1 Regimes de fluidizacao

O principio do leito fluidizado é manter as particulas em suspensdo num compartimento

fechado do equipamento, através de um jato de ar ascendente. De acordo com Grace (1984), a

fluidizacdo pode ser dividida em diversos regimes (Figura 2.13), em funcao da velocidade do ar
dentro do equipamento:

a) Leito fixo: com velocidade do gés de zero até a de minima fluidizacdo. Nesta fase, as particulas

estdo imoveis e o fluido escoa entre os intersticios.
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Fluidizacdo particulada ou suave: com a velocidade do gis que mantém minima fluidizacao,
sendo a velocidade limite para iniciar o regime de bolhas. O leito se expande de maneira
progressiva, a superficie superior é bem definida, com pouca agregacdo de particulas e flutuacio

de pressdo pequena.

Fuidizacdao do tipo borbulhante: com a velocidade do gis acima da velocidade de minima
fluidizacdo, varias bolhas sdo formadas préximas ao distribuidor e sobem para a superficie do

leito.

Fluidizacdo pistonada: com velocidade do gés entre a minima para a fluidizacdo pistonada, e a
minima para o regime turbulento. As bolhas formadas ocupam grande parte da coluna e a

superficie superior sobe e sofre colapsos com frequéncia, flutuagcdes de pressao sao observadas.

Fluidizagdo turbulenta: com velocidade do gds entre a minima para a fluidizacdo turbulenta e a
velocidade terminal das particulas. Sao observadas regides de vazios e movimentos desordenados
de particulas, com formac¢do de bolhas instdveis. A superficie € indefinida e pequenas flutuacoes

de pressdo sdo observadas.

Fluidizacdo rdpida: com velocidade do gds acima da velocidade terminal das particulas. A
superficie ndo € definida, as particulas sdo transportadas para fora, pelo topo, e podem ser

capturadas por um ciclone e reticuladas proximo ao fundo da coluna.
Transporte pneumdtico: a velocidade do gas é muito superior a velocidade terminal das

particulas. Nao hé praticamente particulas descendentes proximo a superficie do distribuidor de

ar, pois as mesmas sdo arrastadas do leito.
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(f

(a) (b)

Figura 2.13: Regimes de fluidizacdo (a) leito fixo (b) fluidizacdo particulada (c) fluidizacdo borbulhante
(d) pistonado (e) turbulento (f) fluidizacdo rdpida. (Adaptado de PONCELET & TEUNOU, 2001).

2.7.2 Propriedades das particulas

Para a realizacdo da fluidizacdo € indispensdvel conhecer as propriedades das particulas a
serem revestidas. Geldart (1986) estabeleceu quatro grupos de comportamento de particulas
fluidizadas, de acordo com a densidade do fluido, do sélido e do didmetro das particulas. Essa
classificacdo € mostrada pela Figura 2.14, onde o eixo das abscissas caracteriza o didametro da
particula (dp), em microns, e o eixo das ordenadas € composto pela diferenca entre a densidade

aparente do sélido (ps) e a densidade do fluido (p).
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Figura 2.14. Diagrama simplificado de classificagdo de particulas para fluidizagfo através de ar em

condi¢des normais (Adaptado de: GELDART, 1986).

Categoria A (fluidizacdo com aeracdo): possui uma grande faixa de fluidizacdo, entre a
velocidade de minima fluidizacdo (Uy) € velocidade para iniciar as bolhas (Ug), proporcionando
alta expansdo do leito e alta mistura do gés e do sélido. Quando a velocidade do gds aumenta
acima da velocidade para iniciar as bolhas, a fluidizacao € borbulhante e é caracterizada por:
Bolhas com movimento ascendente e mais rapido que o gas,

Bolhas que surgem apds o distribuidor, dividem-se e coalescem quando sobem em dire¢do a
superficie do leito.

Numero de bolhas: em leito raso, s6 hd uma boa mistura das particulas, quando poucas bolhas
estao presentes.

Mudanga de regime: quando essas bolhas atingem o didmetro do leito, o regime muda para

pistonado.

Categoria B (fluidizacdo do tipo areia): ndo ha evidéncia do tamanho maximo de bolhas, de
modo que a coalescéncia é o fendmeno predominante. O tamanho das bolhas aumenta com a
altura do leito e com a velocidade do gés em excesso, apresentando moderada expansao do leito e

mistura de particulas.
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Categoria C (fluidizacdo coesiva): possui baixa densidade, tem particulas coesivas, &
extremamente dificil de fluidizar, com a formacdo de canais e sem a formacdo de bolhas.
Proporciona baixa expansao do leito e pouca mistura dos sélidos.

Categoria D (fluidizacdo do tipo jorro): possui alta densidade, requer alta velocidade para
fluidizar e proporciona baixa expansdo do leito, além de pouca-mistura de sélidos. Sdo mais
adequados ao movimento do jorro. As bolhas t€m movimentos ascendentes, mais lentos que o

g4s, e quando atingem o didmetro do leito, observa-se o regime pistonado (SEVERINO, 2008).

2.7.3 Variaveis no processo de recobrimento em leito fluidizado

A facilidade com que as particulas fluidizam e as condi¢des operacionais com que vao
manter a fluidizacdo variam muito e sdo influenciadas pelos seguintes fatores: o tamanho e a
distribuicao granulométrica dos sélidos; a relagao da densidade sélido-fluido (liquido ou gés); a
geometria do equipamento, o tipo do sélido usado, e se os sélidos escoam livremente ou se
apresentam a tendéncia de aglomerarem (BORINI, 2006).

Ao se processar particulas nas operagdes de revestimento e granulagdo, existe ainda a
adicao de agentes de revestimento e de granulagdo, os quais deverdo alterar as caracteristicas das
particulas ao longo do processo, causando mudancas nas suas propriedades de superficie,
tamanho, geometria, distribuicdo granulométrica e densidade. Essas mudancas podem influenciar
na qualidade da fluidizacdo e até causar a defluidizacao total do sistema (BORINI, 2006).

O conhecimento das varidveis do processo € essencial para a compreensao do processo de
fluidizacdo. Para que o processo seja monitorado de forma adequada, deve-se conhecer quais sao
os parametros que devem ser controlados e quais caracteristicas do produto sdo influenciadas por
esses parametros.

Quando se trabalha com leito fluidizado, os principais parametros operacionais a serem
analisados sdo (GIANNINI; SARPOTDAR, 1988):

v' Temperatura do ar de entrada: a temperatura influencia na qualidade do
recobrimento, eficiéncia do processo e no crescimento do granulo. E um pardmetro
importante na secagem e no processo de formagdo de aglomerados

v" Volume do ar de fluidizagdo: vazdo do ar de fluidizacdo deve ser suficiente para

promover uma movimentagdo ciclica das particulas, sendo responsdveis por
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regimes fluidodindmicos estdveis, com movimento adequado do material e pela
taxa de evaporacgdo do agente ligante da suspensdo. O aumento da velocidade do ar
diminui a ocorréncia de aglomeracdo, pois aumenta o movimento das particulas e
facilita a quebra das particulas aglomeradas (HEMATI, 1999).

v’ Pressdo do ar de atomizagdo: pressio do ar de atomizagdo € responsavel pela vazio
ar-liquido no orificio do bico atomizador. O aumento da pressdo de ar de
atomizacdo diminui o tamanho das gotas formadas, facilitando a secagem
prematura dessas gotas antes de atingirem a superficie das particulas. Ja a
diminuicdo da pressdo do ar de atomizacdo pode promover gotas grandes
favorecendo a formacao de aglomerados (SILVA e ROCHA, 2004).

v' Vazdo da solugcdo de recobrimento e vazdo de inje¢do da suspensdo de
recobrimento pela bomba: a vazdo da soluc@o de recobrimento deve ser aplicada
de tal forma que ndo interfira na estabilidade do sistema e ndo promova aderéncia
entre as particulas, e entre as particulas e o equipamento. E selecionada com base
na capacidade de evaporacdo do ar de fluidizacdo, da adesdo da suspensdo
polimérica ao substrato e da velocidade que as particulas passam pela zona de
recobrimento (DEWETTINCK e HUYGHEBAERT, 1999).

O tamanho das goticulas da solucdo de recobrimento depende do volume e pressdao do ar
de atomizacdo e das propriedades fisicas da suspensdo, como: viscosidade e tensdao superficial.
Este tamanho deve ser selecionado com base no tamanho das particulas a serem revestidas
(DEWETTINCK e HUYGHEBAERT, 1999; JONES, 1985; NITZ, 2006). Deve-se evitar a
formacdo de gotas grandes que dificultam a secagem e favorecem a formacgao de aglomerados.

As varidveis do projeto do equipamento e as propriedades associadas a particula e a
solucdo de recobrimento, também sdo fundamentais para que se tenha um processo adequado
(SILVA, 2003).

Em relac@o aos parametros do equipamento no processo de recobrimento, a geometria do
leito interfere no movimento das particulas durante a fluidizacdo, podendo favorecer a
aglomeracdo. A localizag¢do e altura do bico atomizador devem ser reguladas, tal que a nuvem
formada com a atomizacdo seja suficientemente adequada para que as gotas geradas ndo sequem
antes de atingir as particulas e ndo ocorram perdas nas paredes do leito (AULTON e BANKS,

1981).
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A placa distribuidora de ar € responsavel pela distribuicdo uniforme deste no leito, para a
circulacdo adequada das particulas. Se a distribuicdo do ar ndo for adequada pode ocorrer
formagdo descontrolada de aglomerados, chegando ao colapso do leito fluidodinamicamente
ativo.

As propriedades fisicas do material a ser revestido sdo de grande importancia durante o
processo de recobrimento em leito fluidizado. Uma eficiente movimentacdo e circulacdo dos
sOlidos no leito dependem das propriedades do material, como coesividade, distribui¢do de
tamanho, forma, propriedades estaticas e higroscopicidade. Materiais extremamente coesivos ou
com grande carga estdtica sdo dificeis de movimentar. Materiais com ampla distribui¢do de
tamanhos apresentam problemas de segregacdo no leito. Todas essas propriedades afetam
diretamente a fluidindmica do leito, e por consequéncia o processo de recobrimento
(SEVERINO, 2008).

A natureza hidrofébica ou hidrofilica das particulas tem grandes efeitos no grau de
molhamento. O molhamento estd diretamente ligado as caracteristicas da superficie do sélido e
da tensdo superficial do liquido, através do angulo de contato entre o liquido de recobrimento e a
superficie da particula a ser recoberta.

A solucdo de recobrimento deve ser escolhida de acordo com a finalidade desejada. A
concentracdo de material filmogénico afeta a viscosidade, o que influencia no tamanho da gota
atomizada e a adesdo entre a particula e o filme ja seco. Concentracdes altas geralmente formam
filmes nao uniformes e favorecem a formagdo de aglomerados.

Operacdes de recobrimento sdo consideradas 6timas quando o produto obtido apresenta a
qualidade pretendida, apresentando um minimo de aglomerados de particulas e a liberacdo do

material ativo dentro das especificacdes desejadas (REZENDE, 2007).
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3. Materiais e Métodos

3.1 Materiais

Para o desenvolvimento deste trabalho, sobre encapsulamento de principio ativo, foi
utilizado o farmaco cloridrato de oxitetraciclina (Sigma-Aldrich Co., EUA, >95% (HPLC)
cristalino). Como agente encapsulante foram utilizados a quitosana (Sigma-Aldrich Co., EUA) e
o alginato de sédio de baixo peso molecular ( Fluka Chemika, Sui¢a). O cloreto de célcio (Synth,
P.A., Brasil) foi utilizado como geleificante do alginato. Os solventes utilizados foram &4cido
acético (Synth, P.A., Brasil) e dgua destilada. A solu¢do de recobrimento Acril-EZE® MP
gastrorresistente tem como base o Eudragit® L.100-55, insolivel em meio 4cido e solivel em pH

acima de 5,5, foi fornecida pela Colorcon do Brasil Ltda.

3.2 Caracterizacoes da quitosana

3.2.1 Grau de desacetilaciao da quitosana

O grau de desacetilacdo da quitosana € um parametro importante a ser determinado, pois
esta relacionada a porcentagem de grupos aminos livres que irdo interagir eletrostaticamento com
os grupos carboxilicos do alginato formando uma membrana reticulada que envolve o farmaco.

Pela técnica de espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FT-IR), o grau de desacetilagdo da quitosana foi calculado baseando-se na relacdo entre o valor
da absorbancia da banda em 1655 cm™', associada aos grupamentos carbonila (C=0) do N-acetil,
e o valor da absorbancia da banda em 3450 cm™, associada aos grupamentos hidroxila (OH) da
quitosana.

As absorbancias foram calculadas a partir dos valores de transmitancia na regido do

infravermelho, pela seguinte equacgao 1:

Absorbancia = —log,onemitineia

(Equacao 1)
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Os valores obtidos em absorbancia, relativos a estes dois comprimentos de onda, foram

utilizados para o célculo do grau de desacetilacdo da amostra, segundo a equacdo 2 proposta por

Prado et al., 2004

GD = 97,67 — [26,486 (Ayg5s /Agaso )] (Equagio 2)

O equipamento utilizado foi o Espectrometro de Infravermelho com Transformada de
Fourier, modelo Nicolet 6700, da Thermo Scientific, Madison/EUA, do Laboratério de Recursos

Analiticos e de Calibracdo da FEQ.

3.2.2 Determinaciao da massa molecular da quitosana por viscosimetria

Para determinacdo da massa molecular viscosimétrica foram preparadas solucdes de
quitosana, em dcido acético 1% e nas seguintes concentra¢des: 0,003g/dl, 0,006g/dl, 0,05g/dl e
0,1g/dl.

Utilizando um viscosimetro de Ostwald, determinou-se o tempo de efluxo para o solvente
puro e para todas as solugdes de quitosana. Cada medida foi realizada trés vezes, calculando o
tempo médio entre as medidas.

A massa molar foi calculada utilizando as equagdes de viscosidade relativa (M),
especifica (nesp), pelas seguintes equagdes:

t

Moy = — (Equacdo 3)

tp

Nesp = Mrat — 1= (t - tD)/rD (EQuagﬁo 4)

Onde, t € o tempo da solucdo de quitosana, ty € o tempo da solugdo padrao.

A viscosidade intrinseca da soluc¢do foi determinada através do grafico de viscosidade
intrinseca (nsp.) em fungdo da concentragio (c) das solu¢des das amostras, por extrapolagdo da

reta obtida por regressao linear para c=0.
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Para a determinacdo da massa molar viscosimétrica média (Mv), utilizou-se a equagio
empirica de Mark-Houwik (Equacdo 5) que relaciona a viscosidade intrinseca a massa molar do

polimero.

m,, = {[nl/k (Equagio 5)

Onde, c € a concentragdo das solucdes; a e K sdo constantes, cujos valores a 25°C siao 0,88 e

2, 1x10'4, respectivamente.
3.3 Caracterizacao da Oxitetraciclina
3.3.1 Analise visual

Foi realizada a analise visual da OTC, sendo os resultados comparados aos parametros

encontrados na British Pharmacopoeia, volume II, 6° edicdo, 2011.
3.3.2 Microscopia Eletronica de Varredura

Foi realizada a microscopia eletronica de varredura da OTC com o objetivo de determinar
sua morfologia. A andlise da amostra metalizada em ouro foi realizada no Laboratério de
Recursos Analiticos e de Calibracdo da FEQ (LARAC), em MEV, modelo Leo 440i, da Electron
Microscopy/Oxford, Cambridge, Inglaterra.

3.3.3 Ponto de fusao

A determinacdo do ponto de fusdo da OTC foi realizada em aparelho de ponto de fusdo,
modelo PF 1000, Gehaka Ltda.

A técnica consiste em vedar uma das extremidades de um capilar de vidro e preenché-lo
com certa quantidade de farmaco. Em seguida, o capilar é colocado no aparelho de ponto de
fusdo, que aumenta a temperatura com o decorrer do tempo. A fusdo do farmaco € visualizada
através do visor do equipamento e a temperatura registrada por um termometro (0 — 300°C),

acoplado no aparelho.
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3.4 Preparacao das microparticulas

3.4.1 Obtencao das microparticulas de alginato/quitosana com o firmaco aprisionado.

As microparticulas foram preparadas pelo método de coacerva¢do complexa em um tnico
estagio, pelo gotejamento de uma solugdo de alginato de sédio e OTC em uma solucdo de cloreto
de célcio (CaCly) e quitosana, mantida sob agita¢do constante com um agitador magnético.

Preparou-se uma solucdo de 0,3% de quitosana em acido acético 1%, sob agitacio por 24
horas. Em seguida, adicionou-se CaCl, 2,0% nesta solugdo. Ap6s, o pH foi ajustado para 5,7 com
NaOH IM e a solucao filtrada. Uma solu¢do de oxitetraciclina 0,010g/mL dissolvida em alginato
de sodio 1,75% e NaCl 0,9% foi gotejada, com o auxilio de uma bomba peristéltica, com uma
altura de 30 cm, sobre a solucdo de cloreto de célcio, contendo quitosana, como mostrado na

Figura 3.1.

Figura 3.1: Sistema de preparacdo das microesferas de alginato/quitosana contendo OTC (Laboratério de

Biomateriais — FEQ/UNICAMP).
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As microparticulas formadas ficaram sob agitacio na solucdo original, por 24 horas,
garantindo assim sua geleificagdo interna. Apds, as microparticulas foram secas a temperatura

ambiente.

3.5 Caracterizacoes das microparticulas de alginato/quitosana

3.5.1 Carregamento da oxitetraciclina

O carregamento da oxitetraciclina em mg/g de microparticulas foi determinada pela

equagao 6:

Masza de Oxitetracicling Incorporada

Carregamento de oxitetraciclina = (Equagdo 6)

Massa microparticulas

3.5.2 Intumescimento das microparticulas

As microparticulas foram lavadas com dgua deionizada, cujo excesso foi retirado com
papel filtro, para determinagdo da massa inicial. Em seguida, essas microparticulas foram secas a

temperatura ambiente até que ndo houvesse variacdo de massa, determinando-se assim a massa

final.
O grau de intumescimento foi determinado pela equagdo 7 que se segue:
% I, = (P="L) = 100 (Equacio 7)
Onde:

%] = porcentagem de intumescimento das microparticulas.
m¢= massa das microparticulas secas.

mo = massa inicial das microparticulas expandidas.

3.5.3 Microscopia ()ptica

Foi realizada a microscopia Optica das microparticulas na forma de gel, antes e apds o
processo de secagem, em um microscopio 6ptico acoplado a sistemas de aquisicdo de imagem —
ENLTYV Win 32 Application.
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3.5.4 Microscopia Eletronica de Varredura

A morfologia e as caracteristicas superficiais das microparticulas obtidas, apds a secagem,
foram avaliadas pela utilizacdo de microscépio eletronico de varredura, modelo Leo 440i, da
Electron Microscopy/Oxford, Cambridge, Inglaterra. Foram analisadas as microparticulas de

alginato e quitosana, com e sem o farmaco (branco).

3.5.5 Perfil de distribuicao de OTC nas microparticulas

A microscopia confocal multiféton (Laser Scanning Confocal Microscopy — LSCM) €
uma ferramenta poderosa que utiliza a fluorescéncia para obtencdo de imagens. Neste trabalho foi
realizada a microscopia confocal multiféton das microparticulas para verificar a encapsulacdo da
OTC. Esta foi excitada por dois fétons num comprimento de onda de 780nm, utilizando-se laser
de Ti:Safira Mai Tai HP Spectra-Physics (Irvine, USA).

Foi também realizada a microscopia Optica nao-linear para obter imagens do tempo de
vida de fluorescéncia (Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy - FLIM) que é uma técnica
que permite a obten¢do de imagens baseando-se na diferenca das taxas de decaimento
exponencial da fluorescéncia de uma amostra fluorescente. Utilizou-se laser multiféton Ti:Safira
Mai Tai HP Spectra-Physics (Irvine, USA) no comprimento de onda de 780 nm com taxa de
repeti¢ao de 80 MHz.

O fator principal dessa técnica € a determinacdo do tempo de vida de decaimento do
estado excitado das moléculas fluorescentes, em vez da quantidade de luz emitida (BODDEKE,
1996). Cada marcador fluorescente apresenta um tempo especifico de duracdo para emissdo de
fluorescéncia no seu estado excitado, sendo geralmente representado em imagens FLIM em
conceitos de cores. Detectando-se as diferencgas neste tempo, € possivel distinguir-se croméforos
que emitem fluorescéncia no mesmo comprimento de onda.

Estas técnicas foram realizadas no Laboratorio Nacional de Ciéncia e Tecnologia de
Fotonica Aplicada a Biologia Celular (INFABiC), do Instituto de Fisica Gleb Wataghin da
UNICAMP. O microscépio confocal utilizado foi da Modelo LSM780-NLO, Carl Zeiss AG,

Alemanha.
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3.5.6 Espectroscopia na regiao do Infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

Foi utilizada espectroscopia FT-IR para se avaliar a presenga dos grupamentos quimicos
em amostras de alginato e quitosana, e as mudancas destes grupamentos apds a formacgdo das
microparticulas. As bandas de absor¢do caracteristicas dos polimeros alginato e quitosana foram
determinadas em amostras destas substincias puras. Assim, foram registrados os espectros de
FTIR do alginato de sédio puro (pd), da quitosana pura (pd) e do branco, ou seja, das
microparticulas sem o farmaco (alginato, quitosana e cdlcio).

A determinacdo dos grupamentos funcionais foi realizada em um Espectrometro de
Infravermelho com Transformada de Fourier, modelo Nicolet 6700, da Thermo Scientific,
Madison/EUA, no Laboratério de Recursos Analiticos e de Calibracio da FEQ. Uma
determinada quantidade de amostra foi triturada com brometo de potdssio, sendo essa mistura
prensada com uma prensa hidrdulica para se obter um disco. Este foi entdo transferido para o
Espectrometro de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR), e a medida na forma de

transmitancia foi feita na faixa de 4000-400 cm™ e resolugdo 4 cm™,

3.5.7 Calorimetria Exploratoéria Diferencial (DSC)

As andlises de DSC foram realizadas num equipamento de calorimetria diferencial
exploratéria - DSC (TA Instruments — DSC 2910, USA) para se determinar a temperatura de
transi¢do vitrea (Tg) do material. O aquecimento ocorreu de -50° até 180°C numa taxa de
aquecimento de 10°C/minuto, em atmosfera inerte. As amostras analisadas foram: alginato,
quitosana, microparticulas de alginato/quitosana sem OTC (referéncia) e microparticulas de

alginato/quitosana com OTC.

3.6 Recobrimento das microparticulas de alginato/quitosana em leito fluidizado.

Nesta etapa do trabalho foi avaliada a espessura de recobrimento necessdria para se obter
microparticulas com o perfil de liberacdo gastrorresistente desejado, ou seja, um perfil que

pudesse suportar duas horas o ambiente géstrico até a droga alcangar o sistema entérico intacta.
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3.6.1 Caracteristicas das microparticulas de alginato/quitosana quanto a fluidizacao

Para a classificacio de Geldart, 1986, as particulas foram analisadas quanto a
granulometria por microscopia Optica, a densidade por picnometria gasosa, e a densidade da

solucdo polimérica por picnometria liquida.
3.6.1.1 Granulometria das microparticulas de alginato/quitosana

A andlise granulométrica das microparticulas foi realizada em um microscépio 6ptico
Leica DMLM, Alemanha, no Laboratério de Recursos Analiticos e de Calibra¢do da FEQ. Foram
medidos os diametros de 50 microparticulas, determinando-se posteriormente a média

granulométrica das mesmas.
3.6.1.2 Densidade real das microparticulas de alginato/quitosana

A densidade real das microparticulas de alginato/quitosana contendo OTC foi
determinada por picnometria gasosa, utilizando-se o equipamento AccuPyc 1330 V2.02, da
Micromeritics, USA.

A amostra foi colocada em uma camara e submetida a um processo de desgaseificacao,
para remocdo de impurezas e umidade que eventualmente pudesse conter. Depois de levado todo
0 sistema a pressdo atmosférica, isolou-se a cimara de expansdo, fechando-se a vdlvula e

pressurizando-se a camara que continha a amostra, at€é uma pressao P (cerca de 17 psi).

Seguidamente, a vdlvula de expansdo foi aberta e, como consequéncia, a pressao caiu para um

valor P2. Admitindo-se comportamento ideal do Hélio, o volume do sélido pode ser calculado a

partir da seguinte equacao (SMITH, 1996):

P1(V,~V,) = P2(V,~V,~ V)

(Equagao 8)
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Onde:
p— VE
Vei=Ve —7¢ ) (Equagao 9)
Py
Em que:

V - volume da cdmara da amostra;
a

Ve - volume da camara de expansao;

VS - volume do sélido.

A densidade é automaticamente calculada pelo aparelho, através da relacdo entre a massa

do sélido (introduzida como dado de entrada) e o volume derivado da Equacgdo 9, acima.
3.6.1.3 Densidade da solucao polimérica de Acril-Eze ® MP

A densidade da solugdo polimérica de Acril-Eze ® MP a base de Eudragit® L.100 55 foi
determinada, em triplicata, por picnometria liquida, seguindo a norma ASTM D 1475-98

(reaprovada em 2012).
3.6.2 Circularidade das microparticulas de alginato/quitosana

Foi determinada a circularidade de 50 microparticulas, pela andlise das imagens obtidas
por microscopia optica, através do programa ENLTV Win32 Application. A equacgdo utilizada
foi:

SF— _4m x Arsa

(Perimstro)?

( Equacao 10)
Onde SF= Fator forma

3.6.3 Preparo da solucio polimérica de Acril-Eze ® MP

O polimero de revestimento utilizado no recobrimento das microparticulas foi o Acril-

Eze ® MP, o qual é comercializado na forma de p9, cuja féormula apresenta o Eudragit® L100-55
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(copolimero do 4cido metacrilico tipo C), talco, silica, bicarbonato de sddio e lauril sulfato de
sodio.

Foi preparada uma solugdo aquosa com Acryl-Eze® MP a 20%. Esta solu¢ido permaneceu
por agitagdo, em um agitador mecénico, por uma hora. Apds, a solucdo foi filtrada em uma

peneira com 170um de abertura.

3.6.4. Caracterizacao da solucao polimérica de recobrimento: Acril-EZE® MP

A solucdo polimérica de recobrimento de Acril-EZE® MP foi caracterizada quanto a

tensdo superficial, angulo de contato e determinagdo do trabalho de adesdo.

3.6.4.1 Determinacao da tensao superficial, angulo de contato e trabalho de adesao.

Estas caracterizacdes nos permitem avaliar a molhabilidade e a forcas de adesdo da
solucdo de recobrimento, na superficie sélida das microparticulas; ou seja, a interacdo que ocorre
entre uma goticula da solugdo e o substrato.

A determinacdo da tensdo superficial foi realizada pelo método do anel de Du Noiiy, com
a corre¢ao matemadtica de Huh e Mason. As velocidades de subida e de descida do anel foram
Smm/min 10mm/min, respectivamente. O equipamento utilizado foi KSV Sigma 701. Esta
andlise foi realizada na Central Analitica do Instituto de Quimica/ UNICAMP.

A andlise de angulo de contato foi realizada seguindo a norma ASTM D 5946-09. A
técnica consiste na medicdo do angulo de uma gota, da suspensdo de recobrimento, depositada
sobre um sélido de superficie lisa. Utilizou-se um gonidmetro manual da Tantec, do Laboratério
de Fisica de Polimeros da FEQ. O método consiste na deposi¢do de uma gota da suspensdo sobre
uma superficie plana, na qual se deseja determinar o dngulo de contato. Um feixe de luz incide
nessa gota, projetando sua imagem sobre um anteparo graduado.

Para a obtencdo da superficie lisa, sobre o qual a gota foi depositada, as microparticulas
foram prensadas em um molde de aco inox, utilizando-se uma prensa hidraulica, com carga de 6
toneladas.

Relacionando-se a tensdo superficial da solu¢@o polimérica e angulo de contato, é possivel

determinar o trabalho de adesdo pela equacdo de Neumann & Good (1979) apresentada a seguir:
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Waa = Y1 (1 + cos6) (Equacdo 11)

Onde y;,= tensao superficial liquido-vapor e 6 = dngulo de contato

Segundo Neumann e Good (1979), altos valores de trabalho de adesdo indicam boa
receptividade do liquido pelo sélido, enquanto valores baixos indicam baixo molhamento e,

consequentemente, fraca adesao.

3.6.5 Recobrimento das microparticulas de alginato/quitosana

O recobrimento das microparticulas foi realizado em um leito fluidizado VFC-LAB micro

da marca Freud-Vector Corporation (Figura 3.2).

Coluna de fluidizacdo
Painel de controle

Posic¢do do Bico
atomizador

Valvulas e
manOmetros

Bomba
peristéltica

Placa distribuidora de ar

Figura 3.2: Leito fluidizado usado para o recobrimento das microparticulas de alginato/quitosana
com oxitetraciclina encapsulada (Laboratério de Biomateriais — Faculdade de Engenharia Quimica —

UNICAMP).
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Os principais componentes do leito fluidizado sdo (destacados na Figura 3.2):

1- Coluna de fluidizagdo cilindrica na parte superior, com 160mm de didmetro ¢ 310mm de
altura; e cOnica na parte inferior, com 220mm de altura;

2 - Bico atomizador, posicionado na parte superior da base conica no leito fluidizado;

3 - Placa de distribui¢do de ar localizada na base do leito fluidizado;

4 - Bomba peristaltica utilizada no transporte da suspensdo de recobrimento;

5 - Vélvulas e manometros para regulagem das vazdes de ar de fluidizagdo e ar de atomizacdo.

6 - Painel de controle e monitoracdo das varidveis de processo;

7 - Resisténcia para aquecimento do ar de fluidizag¢do controlada;

8 - A capacidade do leito € de 10 a 600 g de material;

Neste estudo utilizou-se as seguintes condi¢cdes operacionais:

- Temperatura do ar de entrada: 50°C

-Vazao do ar de fluidizagdo: 100 L/min

- Pressdo do ar de atomizacao: 12 psi

-Vazao de injecao da suspensdo de recobrimento pela bomba: 7 rpm

- Vazio da suspensdo de recobrimento: 0,6 mL/min.

A carga de microparticulas utilizada foi de 10 gramas, e o regime de spray da suspensdo
do recobrimento foi continuo. Os tempos de recobrimento para 30% e 50% de ganho de massa
das microparticulas foram de 180 e 280 min., respectivamente.

3.6.6 Caracterizaciao das microparticulas recobertas com Acril-EZE® MP

As microparticulas recobertas foram caracterizadas através da determinacdo do

crescimento do grinulo e andlise morfolégica.

3.6.6.1 Crescimento do granulo

O crescimento do granulo (J) foi determinado pela equagdo 12:
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5= ( M filme

)*100  (Bquagio 12)

M granulos iniciais
Onde, Mfime € Mgrnulos iniciais S30 respectivamente, massa do filme formado sobre os

granulos e massa inicial dos mesmos.

3.6.6.2 Analise morfolégica das microparticulas de alginato/quitosana recobertas com Acril-

EZE® MP

A morfologia e as caracteristicas superficiais das microparticulas recobertas foram
avaliadas por microscopia eletronica de varredura, utilizando-se um microscépio Electron

Microscopy Leo 4401 da Oxford (Cambridge, Inglaterra).

3.7 Cinética de liberacao da oxitetraciclina nas microparticulas de alginato/quitosana antes

e apos o recobrimento em leito fluidizado

A liberacdo controlada da oxitetraciclina foi determinada de acordo com o procedimento
descrito por (CRUZ, 2004). A concentragdo de OTC liberada das microparticulas de
alginato/quitosana, antes e apOs o recobrimento, em solucdo de 4cido cloridrico 0,1M pH 1,2 e
solucdo tris/HCl1 0,2M pH 6,8 que simulam o ambiente gastrointestinal, foi determinada por
medida direta da absorbancia a 268nm, em espectrofotdmetro Varian 1G. Aproximadamente
0,05mg de microparticulas foram colocadas num meio de dissolu¢@o e deixadas em banho Maria,
da Marconi Equipamentos para Laboratério, com agitagdo orbital tipo Dubnoff e velocidade de
rota¢do de 100 rpm, a temperatura de 37 + 0,5°C. As aliquotas foram retiradas num intervalo de
30 minutos durante 2 horas, em seguida, em intervalo de 60 minutos durante 3 horas, e

finalmente a ultima aliquota foi retirada ap6s 24 horas.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Caracterizacoes da quitosana
4.1.1 Determinacio do grau de desacetilacio da quitosana

O grau de desacetilagdo da quitosana estd relacionado com a quantidade de grupamentos
amino livres presentes na cadeia polimérica. Pela técnica de espectroscopia na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) foi calculado o grau de desacetilacdo da
quitosana, baseando-se na relacdo entre os valores de absorbancia das bandas em 1655 e 3450cm”

associadas aos grupamentos amida e hidroxila, respectivamente. O espectro da quitosana obtido

na regido do infravermelho estd representado na Figura 4.1.
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Figura 4.1: Espectro de FT-IR da quitosana
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A Tabela 4.1 apresenta os valores das absorbancias obtidas (calculadas a partir dos
valores da transmitancia - equacdo 1), sendo que o grau de desacetilacdo calculado pela equacdo

2 foi de 70 %.

Tabela 4.1: Absorbncias relativas as bandas 1655 cm™ e 3450cm™ da quitosana

Bandas Absorbancia
1655cm™ (amida) 1,82
3450cm™ (hidroxila) 1,75

Segundo Canella e Garcia (2001), a quitosana comercial possui grau de desacetilacdo
(GD) variando entre 70 € 95 %. Quanto maior o seu grau de desacetilagdo maior serd a propor¢ao
de grupamentos amino livres presentes na cadeia polimérica que vao interagir com oS
grupamentos carboxilicos do alginato na formagcdo das microparticulas. Com isso, as
propriedades de encapsulamento do farmaco pelas microparticulas melhoram (DALY, 1988) pela
formacdo de pseudo-reticulagdes, que formam barreiras para a liberagdo do farmaco, controlando

sua liberagdo.
4.1.2 Determinacio da massa molecular da quitosana

A massa molecular viscosimétrica média (Mv) da quitosana obtida foi de 8,9x10° g/mol,
sendo considerada quitosana de alto peso molecular (TAVARIA et al., 2012). O peso molecular
do polimero tem um papel importante na liberacdo sustentada de farmacos encapsulados em
matrizes poliméricas, pois estd relacionado ao processo de difusdo destas substincias através
destes dispositivos.

Segundo a literatura, sistemas matriciais formados por polimeros de alto peso molecular
liberam o farmaco mais lentamente quando comparados a polimeros de baixo peso molecular
(BODMEIE et al., 1989; OMELCZUCK e MCGINITY, 1992; ASO et al., 1994). Porém, outros
parametros estdo associados ao processo da difusdo do ativo pelas matrizes poliméricas, como o
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peso molecular do ativo, tamanho e geometria dos dispositivos € 0s excipientes presentes

(RAMKISSOON-GANORKAR et al., 1999).

4.2 Caracterizacoes da oxitetraciclina

4.2.1 Determinacao das caracteristicas fisicas da OTC

A andlise visual mostrou que a OTC apresenta-se na forma de um po cristalino, de
coloracdo amarela, sendo que estes resultados estdo de acordo com a Bristish Pharmacopoeia,
volume II, 6° edi¢ao, 2011.

A Figura 4.2 apresenta as imagens obtidas por MEV da morfologia da OTC, onde se

observa cristais retangulares.

i ¥ L !
180pun | 20[N  p—
Mag-= 250 X Mag= 1.50 K X

Figura 4.2: Micrografia da OTC obtidas por MEV utilizando (a) aumento de 250x (b) e aumento de
1500x.

A temperatura do ponto de fusdo da OTC foi de 184+2 °C. Segundo Blase (1957), a OTC
pura se funde a uma temperatura de 185° C. Assim, o valor obtido estd dentro do valor esperado,

o que mostra que a OTC esta dentro do grau de pureza exigido.

4.3 Preparacao das microparticulas de alginato/quitosana com OTC

As microparticulas foram preparadas pelo método de coacervagdo complexa em estagio

unico. Nesta etapa do trabalho, os parametros concentragdo de alginato e altura de gotejamento
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foram avaliados, com foco nas melhores condi¢des para se obter microparticulas esféricas. A
esfericidade das microparticulas estd diretamente associada a sua tensdo superficial que, por sua
vez, estd relacionada a viscosidade da solug@o de alginato e a velocidade de impacto da particula
com a superficie da solucdo aquosa de cloreto de cdlcio (WELTER, 2009).

A concentracdo de alginato foi definida em 1,75%, pois concentragdes inferiores a esta
formaram microparticulas pouco esféricas, e em concentracdes maiores as particulas produzidas
eram grandes e fora da escala micrométrica desejada. A altura de gotejamento foi variada em 7,
15, 30 e 40 cm, sendo que na altura de 30 cm as microparticulas apresentaram melhor
esfericidade, semelhante ao verificado por Welter (2009), que comprovou que esta altura era a
melhor dentre outras testadas.

Em nosso trabalho, verificou-se que em alturas inferiores, as microparticulas se
apresentaram na forma de gota, com formacao de cauda, e em alturas superiores estas ficaram na

forma achatada. Portanto, optou-se por fixar a altura em 30 cm apds esta etapa do trabalho.

4.4 Caracterizacoes das microparticulas de alginato/quitosana

4.4.1 Carregamento de OTC e grau de intumescimento das microparticulas

Carregamento de OTC corresponde a porcentagem de OTC presente nas microparticulas.
Neste estudo o carregamento de OTC encontrado foi de 421+13,23 mg de OTC por gramas de
microparticulas.

O grau de intumescimento das microparticulas foi de 96+0,28 %. Este valor esta
relacionado a capacidade que as microparticulas apresentam de intumescer quando entram em
contato com o meio de dissolugdo, sendo que o intumescimento € a erosao sao processos pelos

quais ocorre a liberagdo de farmacos encapsulados em matrizes poliméricas (FREIRE, 2006).

4.4.2 Microscopia optica

A Figura 4.3 (a) exibe as esferas de alginato e quitosana contendo OTC, na forma de gel,

obtidas a partir da geleificacao do alginato com cloreto de célcio, antes do processo de secagem.
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<

Figura 4.3: Imagens das microparticulas de alginato/quitosana contendo OTC, obtidas por microscopia
Optica com aumento de 10x: (a) microparticulas imidas; (b) microparticulas secas com aumento de 20x;

(c) microparticulas secas com aumento de 40X.

Nas figuras 4.3 (b) e 4.3 (c) temos as imagens das microparticulas secas. Nota-se que o
processo de secagem das particulas ndo afetou significativamente a geometria esférica das
mesmas, o que € importante neste trabalho, ji que estas particulas serdo recobertas em leito

fluidizado, no qual a geometria esférica das particulas influéncia na qualidade do recobrimento.

4.4.3 Microscopia eletronica de varredura

As Figuras 4.4 e 4.5 apresentam as imagens obtidas por MEV da amostra referéncia
(branco), e das microparticulas de alginato e quitosana contendo OTC. As Figuras 4.4 (a) e 4.4

(b) representam o branco, onde se pode observar a morfologia esférica das microparticulas.

200pn  — 108pn
Mag= 50 X Mag= 2580 X

Figura 4.4: Imagem de MEV do branco das microparticulas de alginato/quitosana sem OTC (a)aumento

de 50x; (b) aumento de 250x.
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As Figuras 4.5 (a) e 4.5 (b) mostram as imagens obtidas das microparticulas de
alginato/quitosana contendo OTC, onde nota-se que a superficie das microparticulas apresentam-
se mais irregulares. Isto evidencia que a OTC interfere na coacervacdo da microesfera por sua
geometria ndo esférica, que atua como guia para a deposicdo da camada externa de quitosana

irregular (CRUZ, 2004).

3000n oo —

Mag= 50 X Mag= 250 X

Figura 4.5: Imagem de MEV das microparticulas de alginato/quitosana com OTC (a) aumento de

50x; (b) aumento de 250x.

Nas Figuras 4.6 (a) e 4.6 (b) t€ém-se as imagens de MEV obtidas de uma microparticula
aleatéria de alginato e quitosana contendo OTC, cortada ao meio. E possivel observar claramente
a presenca do revestimento de quitosana na microparticula de alginato, o qual deve funcionar
como uma barreira para a difusdo do farmaco, diminuindo a porosidade das microcdpsulas,
conforme também observado por outros pesquisadores (HUGUET et al., 1996; SEZER e
AKBUGA, 1999; YU, 2009).
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Mag= 5.00 K X Mag= 1.50 K X

Figura 4.6: Imagens de MEV do revestimento de quitosana nas microparticulas de alginato (a) aumento

de 5000x; (b) aumento de 1500x.

Na imagem obtida de uma microparticula cortada, representada na Figura 4.7, podemos
observar a presenca de fissura na forma de um canal, que também foram observadas por
(GONZALEZ-RODRIGUEZ et al., 2002; ELGINDY et al., 2011; ZHANG et al., 2011).

Os canais que se formam em particulas ou microparticulas podem servir como
facilitadores de escoamento rapido de drogas (efeito “burst”) para o meio externo, conforme foi
observado no decorrer deste trabalho, o que motivou o uso de recobrimento nas microparticulas

para tentar controlar esse efeito.

Figura 4.7: Imagem de MEV da presenca de fissura em microparticula de alginato/quitosana

(aumento de 250x).
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4.4.4 Perfil de distribuicao de OTC nas microparticulas

A microscopia confocal multiféton permitiu a visualizagdo e caracterizacdo nao sé da
superficie, mas também do interior das microparticulas estudadas. As propriedades fundamentais
desta técnica reside no fato dela permitir o seccionamento 6ptico de uma amostra, associado com
a digitalizacdo da imagem desta secao.

Para o sucesso desta técnica, o material deve apresentar fluorescéncia, ou ser dopado com
marcador fluorocromo, para permitir seu mapeamento. A oxitetraciclina, por si s6, se comporta
como um fluorocromo, o que nos permitiu visualizar a sua distribui¢do no interior de uma
microparticula, sem a necessidade de marcacdo.

Ao ser excitada por dois fétons num comprimento de onda de 780nm, a oxitetraciclina
emiteu fluorescéncia num comprimento de onda de 500 - 600 nm, como pode ser visualizado no
espectro de emissdo mostrado na Figura 4.8(a). Os pontos exatos de onde foram feitos os

espectros, podem ser visualizados na figura 4.8 (b) indicados pelas setas brancas.

Intensity

Emission wavelength (nm)

Figura 4.8: (a) espectro de emissao de fluorescéncia da OTC microencapsulada em
alginato/quitosana; (b) imagem de uma microparticula com os pontos escolhidos para registrar o espectro

de fluorescéncia da OTC.
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A Figura 4.9 apresenta as imagens 3D de microscopia confocal multiféton, onde se
visualiza em 3 D a regido onde a OTC se encontra encapsulada na microparticula. Na imagem 3D
€ possivel observar, pelo corte ortogonal, que a OTC encontra-se distribuida predominantemente
na regido central da microparticula, j4 que esta regido apresentou maior intensidade de
fluorescéncia, observada pelo maior brilho. A imagem do plano xy € mostrada na parte central
(vide Figura 4.9 (a)), enquanto que a linha verde define o perfil de fluorescéncia do plano xz da
imagem para a esquerda, e a linha vermelha define o plano yz de imagem superior (vide Figura
4.9 (b)).

Verificando a distribuicdo quantitativa da intensidade de fluorescéncia, foi possivel
mapear a distribuicdo da OTC na microparticula, como observado na Figura 4.10, a qual se
encontra predominantemente na regido central, confirmando a eficiéncia do sistema de

encapsulamento em uso.
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Figura 4.9: Corte ortogonal da imagem 3D de microscopia confocal a laser (a) plano xy (b) linha
verde: perfil de fluorescéncia do plano xz da imagem para a esquerda; linha vermelha: plano yz de

imagem Superior.
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Figura 4.10: Grafico de distribuicio da intensidade de fluorescéncia da OTC em uma microparticula de

alginato/quitosana.

A microscopia de imagem com base em tempo de vida de fluorescéncia de espécies
quimicas — FLIM (Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy) € uma técnica muito sensivel ao
ambiente quimico em torno de fluor6foros. Cada espécie apresenta um tempo de vida de
fluorescéncia e decaimento, que permite identificd-la por cores. As cores de azul a verde,
mostradas na Figura 4.11, correspondem ao tempo de decaimento da fluorescéncia de cada
componente da microparticula em picosegundos. A regido central da microparticula,
representada pela cor azul, apresenta tempo de vida médio de 385 picosegundos, mostrado pela
curva de decaimento da fluorescéncia na Figura 4.12. Esta regido corresponde a oxitetraciclina
que foi excitada por dois fétons, num comprimento de onda de 780nm, correspondente a

excitagdo de 390nm deste farmaco.
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I

Figura 4.11: Imagem FLIM de uma microparticula de alginato/quitosana, mostrando o tempo de

decaimento da fluorescéncia de seus componentes identificados por cores.
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Figura 4.12: Curva de decaimento da fluorescéncia da OTC numa microparticula de alginato/quitosana,

em funcdo do tempo.
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4.4.5 Espectroscopia na regiao do Infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

A espectroscopia na regido do Infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) foi
empregada para confirmar a presenca dos grupamentos funcionais em amostras de alginato e
quitosana; bem como as mudancgas destes grupamentos apds a formacdo das microparticulas,
avaliando a ocorréncia de interagdo idnica entre os grupamentos funcionais do alginato e da
quitosana.

A Figura 4.13 apresenta os espectros obtidos para o alginato de sédio puro (Figura 4.13a),

quitosana pura (Figura 4.13b) e microparticula sem a OTC (branco) (Figura 4.13c).
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Figura 4.13: Espectros obtidos para o biopolimero (a) alginato puro; (b) quitosana pura; (c)

microparticula de alginato/quitosana sem a OTC (branco).
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A reacdo dos grupamentos carboxilico do alginato com os grupamentos amina da
quitosana, formando um complexo anidnico, ja € conhecida (GEORGE, 2006). Como resultado,
mudancgas sdo esperadas nas faixas de absorcdo destes grupamentos apds a complexagdo. Como
se pode observar, o pico do 4cido carboxilico, perto de 1621 cm™! (CRUZ, 2004), e o pico da
amina, perto de 1650 cm™ (COSTA JR, 2008) deslocaram significativamente para 1617cm™.

Gazori et al., 2009, obervaram resultados semelhantes em um estudo da interacio entre o
alginato e a quitosana, onde encontraram mudancas na faixas de absor¢do dos grupamentos
acidos carboxilicos e amida. As interacdes eletrostaticas entre os grupamentos carboxilicos do
alginato e os grupamentos amina da quitosana também ja foram descritas por Wang et al., (2001)
e Ribeiro et al., ( 2005).

Portanto, nossos resultados foram compativeis com os de outros pesquisadores.

4.4.6 Calorimetria Exploratoéria Diferencial (DSC)

As Figuras 4.14, 4.15, 4.16, 4.17 e 4.18 representam as curvas térmicas da quitosana,
alginato de sddio, oxitetraciclina, microparticulas de alginato/quitosana sem OTC (branco) e das
microparticulas de alginato/quitosana com OTC, obtidas no intervalo de aquecimento de -50° até
180°C, numa rampa de aquecimento de 10°C/min, em atmosfera inerte.

A Figura 4.14 representa a curva térmica da quitosana, através da qual é possivel observar
uma mudanga de inclinagdo na reta na temperatura de aproximadamente 60° C que corresponde a
temperatura de transi¢cdo vitrea (Tg) do material. O pico endotérmico em torno de 146 ° C
corresponde a desidratacdo do material, ou seja, a perda de dgua (DONG et al., 2004). Essa perda
de 4gua esta associada aos grupos hidrofilicos presentes nestes polimeros (GAZORI, 2009).

A Figura 4.15, correspondente a curva de DSC do alginato de sddio, € caracterizada pela
presenca de uma mudanca na inclinag@o da reta, ou seja, a Tg do material em torno 46° C. O pico
endotérmico na temperatura de aproximadamente 146° C € atribuido a desidratacdo do alginato,

semelhante a quitosana.
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Figura 4.14: Curva de DSC da quitosana pura.
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Figura 4.15: Curva de DSC do alginato de sédio.

A oxitetraciclina pura, caracterizada termicamente, apresentou um pico endotérmico em
70° C, caracteristico do processo de desidratacdo do material, como pode ser observado na Figura

4.16. Nesta é possivel observar ainda a Tg da oxitetraciclina através da inclinagdo da curva,

proxima de 42° C.
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Figura 4.16: Curva de DSC da oxitetraciclina

A andlise térmica das microparticulas foi realizada com o objetivo de verificar a
possibilidade da existéncia de interagdes fisico-quimicas entre os seus componentes. A curva de

DSC referente as microparticulas de alginato e quitosana sem OTC (branco) esta apresentada na

Figura 4.17.
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Figura 4.17: Curvas de DSC de microparticulas de alginato/quitosana sem OTC (branco).
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E possivel observar uma pequena mudanga na inclinacio da reta em torno de 51° C
correspondente a Tg do material. Observa-se ainda um evento endotérmico em 159° C referente a
perda de dgua na formulacdo. Nota-se, em comparagdo com os resultados anteriores das Figuras
4.14 e 4.15, que houve um deslocamento nos valores da Tg e no pico endotérmico referente a
perda de dgua das microparticulas (branco), indicando que houve uma interagdo polieletrolitica
entre o alginato e a quitosana, conforme também observado por Mladenovska et al., (2004).

O termograma das microparticulas de alginato e quitosana contendo OTC, conforme a
Figura 4.18, apresenta uma suave mudan¢a de inclinacdo na curva em torno de 62° C,
correspondente a Tg do material. E possivel observar um evento endotérmico a uma temperatura
de 128° C, sendo que este pico estd relacionado a temperatura de desidratacdo das

microparticulas.
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Figura 4.18: Curva de DSC das microparticulas de alginato/quitosana com OTC.

As microparticulas de alginato/quitosana contendo OTC apresentaram um comportamento
distinto quando comparadas as microparticulas de alginato/quitosana sem OTC, sendo
observados deslocamentos da temperatura de desidratacio do material (na ordem de 31°C) e na
sua Tg (na ordem de 10° C). Este comportamento sugere que houve uma associagdo entre o
farmaco e a matriz encapsulante. Neste caso a associacdo entre o formaco e a matriz polimérica é
esperada, demonstrando que o farmaco encontra-se encapsulado ou ligado na matriz (SARTOR]I,

2007). Resultados demonstrando que ocorre a associacdo entre os ativos encapsulados e as
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matrizes poliméricas também foram observados por outros pesquisadores (SARTORI, 2007;
LOPEZ et al., 2000; FERNANDEZ-URRUSUNO et al., 1999; ALONSO et al., 1991).

Sao encontrados na literatura trabalhos focados na avaliagao do tipo de associacdo que
pode ocorrer entre firmacos e os agentes encapsulantes, demonstrando que estas associacdes
podem ocorrer de vérias formas: adsor¢do na superficie dos dispositivos, retencdo do farmaco
pela matriz polimérica, interac@o eletrostatica e interacdo por pares idnicos (SCHAFFAZICK et
al., 2003). No caso em estudo, sdo necessdrias andlises mais criteriosas para avaliar que tipo de
associacdo ocorre entre a oxitetraciclina e o alginato/quitosana, bem como se esta associacao
altera a estrutura quimica do farmaco, alterando suas propriedades, como a estabilidade, a
biodisponibilidade e a acdo farmacoldgica.

Outro ponto importante a ser destacado em relagdo a Tg do material estd no fato de que a
liberacdo do farmaco baseia-se na transi¢do do estado vitreo das matrizes poliméricas para o
estado maledvel resultante da penetracdo da 4gua na matriz, que atua como um plastificante
(LOPES, 2005). Assim, as microparticulas de alginato/quitosana com OTC, que apresentam a Tg
em torno de 62° C, ao entrar em contato com o meio de dissolu¢do, intumescem, tornando as
cadeias poliméricas mais flexiveis com consequente diminuicdo da sua Tg, favorecendo a
liberacdo de ativos para o meio externo (HOFFMAN, 2002).

Apesar dos resultados obtidos por esta andlise terem sido satisfatorios, ainda sdo
considerados preliminares, devido aos problemas encontrados no decorrer dos ensaios. As
amostras degradaram porque o limite superior de temperatura, usado no primeiro aquecimento,
ultrapassou o ponto de degradacdo do material e, consequentemente, no segundo aquecimento
nada foi observado (somente a linha base). Sendo assim, percebeu-se a necessidade de refazer

essas andlises respeitando esse limite.
4.5 Recobrimento das microparticulas de alginato/quitosana com OTC em leito fluidizado.
As microparticulas de alginato/quitosana contendo OTC foram recobertas com Acril-

EZE® MP em leito fluidizado, com a finalidade de se evitar a liberacdo prematura do farmaco no

meio gastrico, preservando-o intacto para sua liberacdo no meio entérico, alvo de nossos estudos.
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4.5.1.Caracteristicas das microparticulas quanto a fluidizacao

As microparticulas de alginato/quitosana contendo OTC apresentaram um diametro de
1051,3 + 49,6 mm. A diferenca entre a densidade das microparticulas (1,47+ 0,0004 g/cm3) ea

densidade da solucdo polimérica (1,13£0,0003 g/cm3) foi de 0,34 g/cm3

. Assim, as
microparticulas foram classificadas de acordo com Geldart, 1986, como Categoria B (fluidizacdo

do tipo borbulhante), como mostra a figura 4.19.
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Figura 4.19: Classificacdo de Geldart para o tipo de fluidizacdo das microparticulas de

alginato/quitosana estudadas.

Apesar de o material apresentar boas condicdes de fluidizacdo, sem a formacdo de
aglomerados, ndo foi possivel observar um regime de fluidizacdo definido durante o processo de

recobrimento, devido a pequena quantidade de microparticulas utilizada.

4.5.2. Circularidade das microparticulas de alginato/quitosana

A circularidade das microparticulas € um parametro importante de ser determinado, pois

esta relacionada a eficiéncia do recobrimento em torno das mesmas. Assim, quanto mais esférica
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for particula, mais regular e uniforme serd o seu recobrimento. A média dos valores de
circularidade obtidos para 50 microparticulas foi de 0,82+0,05. Teoricamente, quando a drea
superficial da esfera com mesmo volume da particula é igual a drea superficial da particula,
temos o valor mdximo de SF = 1. Entretanto, as particulas como aquelas resultantes dos
processos de moagem mais comuns na industria, normalmente apresentam esfericidade na faixa
de 0,5 a 0,7 (MASSARANI, 2002). Por comparacdo, pode-se dizer que os resultados obtidos

nestes estudos foram bons.
4.5.3. Caracterizaciio da soluciio polimérica de recobrimento: Acril-EZE® MP

O Acril-EZE® MP é um revestimento gastroprotetor comercial a base de Eudragit® L 100
55, muito utilizado na Industria farmac€utica para medicamentos, incluindo aqueles de liberacao
controlada que causam disturbios gastricos severos, como no caso da oxitetraciclina (OTC). Por
ser insoldvel em meio 4cido, principalmente no pH estomacal, e solivel em pH acima de 5,5 , o
Eudragit® L 100 55 facilitard a liberacdo controlada do farmaco no trato entérico, poupando o
paciente dos disturbios gastricos e permitindo que os pacientes que sdo alérgicos a penicilina

possam ser devidamente tratados com OTC.
4.5.3.1. Tensao superficial, angulo de contato e trabalho de adesao

O valor de tensao superficial obtido foi de 37,1+0,1 mN/m. O resultado médio de dez
medidas, encontrado para o angulo de contato entre a solugdo de recobrimento e as
microparticulas de alginato/quitosana, foi de 56° + 3°. Quando a superficie sdlida tem afinidade
com o liquido, o 4ngulo de contato € inferior a 90°, indicando que o liquido tende a se espalhar
sobre a superficie. Angulo de contato maior que 90° indica que a superficie nio tem afinidade
com o liquido, ou seja, este ndo molha bem o sdlido. Para o valor 6 = 0°, a molhabilidade €
completa; e para 0=180°, ndo existe molhabilidade (ADAMSON, 1997). No caso em estudo, o
angulo de contato encontrado foi menor do que 90°, mostrando que ocorre molhabilidade da
solucdo polimérica com a superficie das microparticulas. Portanto existe afinidade entre ambas.

O processo de recobrimento requer que as goticulas se liguem as particulas, mantendo-se

unidas, devido a existéncia de forcas de adesdo (interacdo que ocorre entre uma goticula e o
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substrato) que atuam nos pontos de ligacao (RUMPF, 1992). O trabalho de adesdo calculado
neste estudo foi de 57,84 mN/m. Este valor apresenta 78,2% do trabalho de adesdo méaximo (W=
74 mN/m), correspondente a 0°, nos indicando boa receptividade do liquido pelo sélido.

A boa adesao entre um polimero de recobrimento e a superficie de um sélido, € um pré-
requisito importante para a pelicula de revestimento de produtos farmacéuticos. A perda de
adesdo pode proporcionar o acimulo de umidade na interface do filme, afetando a estabilidade
dos farmacos suscetiveis a degradacao hidrolitica, além de comprometer a protecio mecanica que
o recobrimento proporciona ao substrato sélido (FELTON, 1999). Deste modo, nossos resultados
indicam que o Acril-EZE® MP resultou numa boa interacdo com as microparticulas de

alginato/quitosana.

4.5.4 Caracterizacao das microparticulas de alginato/quitosana recobertas

4.5.4.1 Ganho de massa das microparticulas apés o recobrimento

Segundo a Farmacopeia Americana (USP XXXII, 2009) para que uma forma
farmaceéutica seja considerada gastrorresistente, a liberacdo do ativo deve ser de no méaximo 10
%, apods 2 horas de exposicao ao meio dcido. Este tempo de duas horas esta relacionado ao tempo
de residéncia do medicamento no estdmago, durante seu transito gastrointestinal.

Os resultados das porcentagens de ganho de massa das microparticulas de
alginato/quitosana em relacdo ao seu tamanho original, sem recobrimento, estdo reunidos na

Tabela 4.2.

Tabela 4.2: Porcentagem de ganho de massa das microparticulas de alginato/quitosana com o

recobrimento a base de Acril-EZE® MP

Recobrimentos Crescimento do granulo
(% de ganho de massa)
1° 29,9
2° 48,9
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Inicialmente foi realizado um recobrimento das microparticulas com aproximadamente
30% de ganho de massa, cuja espessura formada, em torno de 30um (vide Figura 4.22), ndo foi o
suficiente para promover o efeito gastrorresistente preconizado pela farmacopeia. Sendo assim,
foi realizado um segundo recobrimento com a solucio polimérica a base de Acril-EZE® MP com

ganho de massa de aproximadamente 50%.
4.5.4.2. Analise morfologica

A MEV foi realizada para verificacio de detalhes superficiais das microparticulas
recobertas. O recobrimento gastrorresistente obtido com solugdo polimérica Acril-EZE® MP,
com um ganho de massa de aproximadamente 30% e 50%, pode ser visualizado nas Figuras 4.20
e 4.21, respectivamente. Através das imagens destas figuras € possivel observar que o
recobrimento tornou a superficie das microparticulas mais homogénea, sem a presenca de poros e
fissuras.

A Figura 4.22 apresenta uma microparticula recoberta com 30% de ganho de massa,
cortada ao meio, sendo possivel observar que o recobrimento apresenta uma espessura bastante

regular em torno de toda superficie da microparticula.
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18pn
Mag= 2.50 K X

Figura 4.20: Imagem de MEV de uma microparticula de alginato/quitosana com recobrimento polimérico

Acril-EZE® MP, com 30% de ganho de massa: (a) aumento de 150x; (b) aumento de 2500x.
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A uniformidade da espessura do filme de recobrimento € um parametro importante para
evitar a liberacdo prematura e irregular, além da superdosagem da droga (ALBANEZ, 2012).
Portanto, verificou-se que o recobrimento polimérico Acril-EZE® MP via leito fluidizado formou
uma barreira ao redor das microparticulas, que pode ser manipulada para se controlar as fissuras e
o efeito “burst”, como visto nas microparticulas ndo recobertas (vide Figura 4.7).

Assim, ao verificar que o recobrimento com aproximadamente 30um de espessura nao foi
o suficiente para obter o efeito gastrorresistente, preconizado pela Farmacopeia, manipulou-se o
sistema pelo aumento da massa de recobrimento.

O recobrimento das microparticulas cortada ao meio com ganho de massa de
aproximadamente 50% pode ser visualizado na Figura 4.23. Neste caso, o recobrimento
apresentou uma espessura de aproximadamente 50 um, suficiente para promover o efeito de

gastrorresisténcia preconizado pela Farmacopeia e alvo deste trabalho.
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Figura 4.21: Imagem de MEV de uma microparticula de alginato/quitosana com recobrimento polimérico

Acril-EZE® MP, com 50% de ganho de massa: (a) aumento de 200x (b) aumento de 600x.

180pn
Mag= 150 X
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16pn  —
Mag= 1.08 K X

Figura 4.22: Imagem de MEV de corte transversal de uma microparticula recoberta com Acril-EZE®

MP, com 30% de ganho de massa: (a) aumento de 150x; (b) aumento de1000x.

Mag= 150 X
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Figura 4.23: Imagem de MEV de corte transversal de uma microparticula recoberta com Acril-EZE® MP,

com 30% de ganho de massa: (a) aumento de 150x; (b) aumento de 600x.

S@o encontrados na literatura varios trabalhos focados no recobrimento de matrizes
poliméricas, com o intuito de modificar as caracteristicas superficiais dos granulos (pellets), com
resultados satisfatorios. Entre eles, podemos citar Ferrari ef al. (2012) que recobriram pellets de
celulose microcristalina, contendo metronidazol, com a solu¢do de Kollicoat® MAE. Eles
observaram que o recobrimento promoveu uma superficie mais lisa e sem a presenca de poros,
quando comparados aos pellets ndo recobertos, melhorando o perfil de dissolug¢do in vitro do
ativo, em meios que simulam o ambiente gastrointestinal. Albanez et al. (2012) prepararam
pellets com diclofenaco de soédio, recobertos em leito fluidizado com diferentes solugdes
gastrorresistentes. Os resultados de MEV mostraram que estes recobrimentos formaram um
filme regular e uniforme, em torno de todo granulo, e que a presenga de poros nestes pellets
diminuiu, favorecendo a obtencdo de uma férmula farmacéutica com perfil de liberacdo
modificada. Severino et al. (2012) também propuseram o recobrimento de matrizes de quitosana,
contendo didanosina, com solu¢des poliméricas gastrorresistentes para melhorar o perfil de

dissolucdo do ativo nas condi¢des gastrointestinais. Esses autores mostraram que esta camada de

70



Capitulo 4. Resultados e discussdo

recobrimento favoreceu a obtencdo de féormulas farmacéuticas com caracteristicas de liberagcao

entérica.

4.6. Cinética de liberacdo da OTC antes e apos o recobrimento

O perfil de liberagdo da OTC em meio acido (pH 1,2), que simula a condi¢do gastrica,
estd ilustrado na Figura 4.24; enquanto o perfil de liberacio do meio tamponado pH6,8 que
simula a condi¢ao intestinal, esté ilustrado na Figura 4.25. Como pode-se observar, no meio acido
as microparticulas ndo revestidas apresentaram uma liberacdo rdpida da OTC nos primeiros 30
minutos, devido sua alta solubilidade neste meio. Como ja mencionado anteriormente, a presenga
de fissuras nas microparticulas (vide Figura 4.7) pode ter agravado a rapida liberacdo da OTC.
Assim, a solugdo acida pode penetrar na matriz pelas fissuras formadas e dissolver rapidamente
os cristais do farmaco, o que provoca a ripida difusdo do mesmo para fora das microparticulas
(Ml et al., 1997).

Mi et al. (1997) prepararam microparticulas de quitosana para encapsulacdo da OTC,
estudando o perfil de liberacdo desta em meio dcido e meio tamponado (pH 6,8), constatando a
liberacdo inicial rdpida no meio 4cido. Cruz (2004) encapsulou a OTC em microparticulas de
alginato e quitosana, e também observou a liberacdo rapida da OTC neste meio, corroborando os
resultados de Mi er al. (1997) e os nossos. Destes resultados fica evidente a necessidade de se
recobrir a microparticula carreadora de OTC, com um polimero gastrorresistente e atoxico, para
proteger o estdmago dos efeitos adversos causados por este farmaco. Além disso, esse
procedimento também retarda a liberacdo da droga, acelerada pelas fissuras nas microparticulas,

garantindo sua integridade até alcancar o alvo, isto é, o meio entérico.
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Figura 4.24: Concentracdo da oxitetraciclina liberada em meio acido (pH1,2) versus tempo.

Pode-se observar que um de ganho de massa das microparticulas, em torno de 30%,
retardou a liberagdo da OTC em meio dcido nos primeiros 30 minutos. Porém, em menos de duas
horas o farmaco foi liberado numa quantidade maior que 10%, indicando a necessidade de se
aumentar a % de recobrimento e, portanto, a espessura da barreira formada pelo mesmo em torno
da microparticula.

Estudos indicam que a maior espessura do revestimento nos pellets pode aumentar a
protecdo contra os meios gastrico e entérico simulados, pois a velocidade de dissolugdo é
reduzida, devido a maior dificuldade da penetragdo do liquido do meio (ENSSLIN et al., 2009).

Assim, o recobrimento com 50% de ganho de massa, em relagdo a massa da particula,
tornou possivel obter o efeito gastrorresistente desejado, ja que houve uma liberagao menor que

10% em 2 horas de exposi¢ao em meio dcido.
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Figura 4.25: Concentragdo da oxitetraciclina em meio tampao pH 6,8 versus tempo.

Em pH tamponado 6,8 € possivel verificar uma cinética de liberagdo gradual da OTC,
tanto para as microparticulas recobertas quanto para as microparticulas ndo recobertas; sendo que
a concentragdo se mantém constante apds cinco horas, como observado na Figura 4.25. Neste
meio, o revestimento Acril-EZE® MP apresenta rdpida dissolug¢do, permitindo que as
microparticulas intumescam e se desintegrem, favorecendo a liberacdo do farmaco a medida que
a desintegragdo ocorre.

Quando as microparticulas entram em contato com o meio bdsico elas intumescem,
devido sua afinidade com a 4gua, que se aloja nos volumes livres entre as cadeias dos polimeros
da matriz e se liga através dos grupamentos OH e COOH do alginato e da quitosana. O aumento
do volume livre vai favorecer uma maior flexibilidade das cadeias da matriz, com consequente
abaixamento da Tg do sistema (HOFFMAN, 2002). Como consequéncia, serdo favorecidas a
dissolugdo e a difusdo do farmaco para o ambiente externo a matriz, ou seja, para o trato

intestinal onde a OTC serd absorvida pelo organismo.
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A presenca de poros e fissuras em microparticulas poliméricas carreadoras de farmacos foi um dos
grandes desafios a serem superados neste trabalho, cujo intuito foi desenvolver microcapsulas contendo
oxitetraciclina para liberacdo controlada e eficiente de OTC no trato entérico, evitando o efeito "Burst"
provocado pelos poros e fissuras, apds a administragdo oral em pacientes com problemas gastricos
Severos.

Os resultados obtidos com o recobrimento em leito fluidizado, das microparticulas de
alginato/quitosana contendo OTC, conforme proposto neste trabalho como alternativa para contornar este
desafio, mostraram que foi possivel obter microparticulas com superficie lisa, sem a presenga de poros e
fissuras, evitando o efeito “burst” indesejado.

Deste modo, o sistema desenvolvido neste trabalho se mostrou bastante promissor, pois além de
resolver os problemas de fissuras que incentivavam o efeito "Burst" da droga, ele oferece a possibilidade

de modulagdo do tempo de liberagdo, podendo ser aplicado para outros farmacos.
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5. Conclusoes

Microparticulas gastrorresistentes de alginato/quitosana, recobertas com Acril-EZE® MP
em leito fluidizado, demonstraram resultados promissores na obtencdo de férmulas de liberagcao
controlada gastrorresistentes, com grande potencial para obtengdo imediata em larga escala pela
Industria farmacéutica.

. As microparticulas de alginato coacervadas com quitosana apresentaram
tendéncia para geometria esférica, sendo possivel também visualizar a quitosana coacervada com
o alginato na superficie da microparticula.

J As técnicas de microscopia confocal de fluorescéncia e a microscopia de imagem
de tempo de vida de fluorescéncia foram muito importantes para se verificar a distribui¢io
volumétrica da OTC no interior das microparticulas, confirmando uma encapsulacao eficiente.

J Por MEV foi possivel observar que o recobrimento com Acril-EZE® MP realizado
em leito fluidizado, promoveu uma superficie regular, com espessura uniforme em torno de toda
microparticula de alginato/quitosana.

. Em meio basico a liberagdo da OTC ocorreu de maneira gradual, sendo que o
farmaco foi totalmente liberado em cinco horas. Isso ocorre tanto para as microparticulas
recobertas quanto para as ndo recobertas, ja que neste meio o recobrimento a base de Acril-EZE®
MP se dissocia.

. No meio dcido ocorreu uma liberagdo inicial rdpida da OTC nas microparticulas
ndo revestidas, sendo que esta liberacdo rdpida € indesejada, j4 que este meio simula o meio
gdstrico, onde este farmaco € agressivo.

. O recobrimento regular e uniforme da ordem de 50 pm das microparticulas de
alginato/quitosana, com 50% de ganho de massa, foi o que melhor controlou a rapida liberacao da
OTC em meio 4cido, impedindo a liberacao dentro de um periodo critico de duas horas conforme

o desejado.

75



6. Sugestoes para trabalhos futuros

- Realizar estudos termoanaliticos mais detalhados confirmando os resultados preliminares obtidos por

DSC neste trabalho.

- Avaliar o tipo de associacdo que ocorre entre a oxitetraciclina e os agentes encapsulantes, bem

como se esta associacdo altera a estrutura quimica do farmaco, alterando a estabilidade,

biodisponibilidade e a¢do do farmaco.

- Aprofundar os estudos da modulagdo da cinética de liberagdo em meio gastrointestinal pelos
recobrimentos gastrorresistentes e derivar um modelo matematico de difusdo do farmaco que se

ajuste a essa modulacao.

- Variar os parametros do processo de recobrimento em leito fluidizado, como: temperatura do ar
de entrada, vazdo do ar de fluidizacdo, pressdo do ar de atomizagdo, vazdo de injecao da
suspensdo de recobrimento pela bomba e vazdo da suspensdo de recobrimento, verificando a

influéncia destas varidveis no recobrimento final e otimizando as condi¢des do processo.

- Utilizar a formulacdo proposta para outros farmacos.
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APENDICES

Apéndice A — Curva de DSC da quitosana pura

File: C:..\DSC\CAAM1290-12.001

Sample: Am1290/12
Size: 3.9100 mg DSC Operator: Fabi
Method: CA Run Date: 29-Jan-13 12:24
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Apéndice B — Curva de DSC do alginato de s6dio

Sample: Am1291/12 File: C:..\ADSC\CAAM1291-12.001
Size: 7.0500 mg DSC Operator: Fabi
Method: CA Run Date: 2¢-Jan-13 14:39
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Apéndice C — Curva de DSC da oxitetraciclina pura

Sample: Am1293/12 File: C:..\DSC\CAAM1293-12.001
Size: 51600 mg DSC Operator: Fabi
Method: CA Run Date: 29-Jan-13 16:03
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Apéndice D — Curva de DSC das microparticulas de alginato/quitosana sem OTC (branco)

Sample: Am1292/12 File: C:..\DSC\CAAM1292-12.002
Size: 58000 mg DSC Operator: Fabi
Method: CA Run Date: 30-Jan-13 14:55
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Apéndice E — Curva de DSC das microparticulas de alginato/quitosana com OTC

Sample: Am1294/12 File: C:..\DSC\CAAM1294-12.002
Size: 82700 mg DSC Operator: Fabi
Method: CA Run Date: 30-Jan-13 13:23
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