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Resumo

Sintese e caracterizacédo de hidrogéis de amido retrogradado e goma gelana
utilizados como matriz em sistemas de liberacdo colon especifica de
farmacos

RESUMO

O amido resistente € um polissacarideo que apresenta elevada estabilidade térmica e baixa
solubilidade. A gelana é um polissacarideo natural com importantes propriedades bioadesivas.
Ambos os polimeros podem formar hidrogéis capazes de controlar a liberagdo de farmacos. A
associacdo desses polissacarideos naturais pode permitir o aperfeicoamento das caracteristicas
fisico-quimicas desses materiais que muitas vezes sao inexistentes nos polimeros isolados. A
mistura de gelana/amido retrogradado, bem como a reticulacdo desses polimeros bioadesivos
permite a modificacdo de importantes propriedades como resisténcia mecanica,
intumescimento e mucoadesividade e desta forma, representam uma estratégia importante
para aperfeicoar o desempenho de sistemas de liberacdo sitio-especifica de farmacos. No
presente trabalho, hidrogéis de gelana/amido retrogradado foram utilizadas para obtencéo de
microparticulas pelo método de geleificagdo ionotrdpica ou reticulacdo idnica (interagdes
entre ions de cargas opostas) e dupla reticulacdo (introducdo de ligacBes covalentes). A
caracterizagdo fisico-quimica dos hidrogéis foi realizada através das analises de textura
(dureza, adesividade e coesividade), propriedades reoldgicas, morfologia e difracdo de raios-
X. Na analise do comportamento de textura foi verificado que as maiores concentracbes de
polimeros melhoraram as propriedades mecanicas dos hidrogéis e que a reticulacdo idnica
contribuiu para o aumento da dureza e coesividade, enquanto a dupla reticulagdo aumentou a
adesividade. A analise reoldgica demonstrou que as técnicas de reticulacdo contribuiram para
obtencdo de sistemas de carater predominantemente elastico, sendo que a dupla reticulacdo
originou estruturas com maior grau de elasticidade. As analises da estrutura interna dos
hidrogéis evidenciaram a formacdo de estruturas mais densas e compactas na presenca do
cetoprofeno. De acordo com os dados de DRX, os hidrogéis apresentaram estruturas
semicristalinas, sendo que a DR promoveu o0 aumento da cristalinidade. A caracterizagao
fisico-quimica das microparticulas foi realizada por analises de teor de umidade, rendimento,
eficiéncia de encapsulacéo, tamanho e forma. A técnica de obtengdo foi eficiente para o
preparo das microparticulas, com rendimento maximo de 93,95% e a maxima eficiéncia de
encapsulacdo foi de 72,48%. A faixa de tamanho das microparticulas foi de 1 a 1,3 mm de
diametro com média de circularidade proxima de 0,84. Os dados de andlise térmica
evidenciaram a reducdo da temperatura de degradacdo dos sistemas, entretanto para dupla
reticulacdo esta temperatura foi maior. A presenca de farmaco disperso molecularmente nas
microparticulas obtidas pela reticulacdo i6nica e dupla reticulacdo foi demonstrada através da
microscopia eletrdnica de varredura. O teste de digestdo enzimatica in vitro das
microparticulas demonstrou a presenca de elevado teor de amido resistente e, portanto, baixa
taxa de digestdo enzimatica. A analise de intumescimento evidenciou a maior capacidade de
intumescimento das microparticulas reticuladas ionicamente e 0 aumento da concentracao de
gelana favoreceu a capacidade mucaodesiva das microparticulas. O perfil de liberacdo
demonstrou as baixas taxas de liberagdo em meio acido e uma aceleragéo da liberagdo em pH
7,4. As amostras M253RI-CP, M255RI-CP e M21053DR-CP foram as que promoveram o
mais efetivo controle em meio &cido e o perfil de liberagdo teve melhor ajuste ao modelo
cinético de Weibull, indicando que a liberagdo do farmaco obedeceu a difusdo Fickiana
associada ao transporte caso II.

PALAVRA-CHAVE: microparticulas, goma gelana, amido retrogradado, geleificacdo ionotropica,
liberacdo controlada.



Abstract

Synthesis and characterization of retrograded starch and gellan gum
hydrogel utilized as matrix for colon-specific drug delivery systems.

ABSTRACT

Resistant starch exhibits high thermal stability and low solubility. Gellan gum is a natural
polysaccharide with important bioadhesive properties. Both polymers can build hydrogels
able to control drug release rates. The blending of these natural polysaccharides can improve
the physicochemical characteristics of these materials that are often absent in the isolated
polymers. Gellan gum/retrograded starch association and crosslinking reaction should
promote important modification of properties of these materials such as mechanical strength,
swelling and mucoadhesiveness and thus, these strategies can improve the performance of
site-specific drug delivery systems. In this study, hydrogels of gellan gum/retrograded starch
were used to obtain microparticles by ionotropic gelation or ionic crosslinking (interactions
between oppositely charged ions) and dual crosslinking (introducing covalent bonds)
methods. The physicochemical characterization of the hydrogels was performed by analysis
of profile (hardness, adhesiveness and cohesiveness), rheological properties, morphology and
X-ray diffraction. Texture analysis of the behavior was found that higher concentrations of
polymer improved the mechanical properties of hydrogels and that the ionic crosslinking
improved the hardness and cohesiveness of hydrogels, while the dual crosslinking increased
adhesiveness. The set of rheological properties showed that the crosslinking techniques
contributed to the elastic character of the systems, and the dual crosslinking originated
structures with the most elasticity degree. SEM analysis showed that denser and more packed
structures were built in the presence of the ketoprofen. According to the XRD data, the
microparticles showed semicrystalline structures and the DR increased the crystallinity.
Physicochemical characterization of microparticles was performed by analyzes as moisture
content, yield, encapsulation efficiency, size and shape. lonotropic gelation technique was
effective for obtaining microparticles and maximum yield of 93.95% and encapsulation
efficiency of 72.48% were reached. The size range of microparticles was 1 to 1.3 mm of
diameter with circularity around 0.84. Thermal analysis showed a reduction of degradation
temperature of the systems, however for dual crosslinking it was higher. The presence of
molecularly dispersed drug in the microparticles obtained by both methods (ionic and dual
crosslinking) was evidenced by scanning electron microscopy. Enzymatic digestion of the
microparticles revealed the high resistant starch content of the samples. The swelling analysis
showed the greatest swellability of the microparticles ionically crosslinking and the
mucoadesiveness was higher in samples containing high concentrations of gellan gum. The
drug release profiles showed low release rates in acid media and higher rates in pH 7.4.
Samples M253RI-CP, M255RI-CP and M21053DR-CP were those that promoted a more
effective control in acid media and the release profile fitted better with Weibull model,
indicating that the drug release followed the Fickian diffusion associated with transport case
.

Keywords: microparticles, gellan gum, retrograded starch, ionotropic gelation, controlled
release.
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1 INTRODUCAO

A vetorizacao de farmacos para o célon constitui um importante objeto de estudo, pois
possibilita a utilizacdo da via oral para a administracdo de farmacos, principalmente daqueles
que podem ser degradados nas porcOes superiores do trato gastrintestinal, seja pelo ambiente
acido do estdmago ou pelas enzimas pancredticas (FREIRE, 2006; MENNINI et al., 2012;
PERERA; MEDA; TYLER, 2010).

Além disso, sistemas destinados a liberacdo sitio-especifica de farmacos apresentam
certas vantagens em relacdo as formas farmacéuticas convencionais, por exemplo, menor
alteracdo dos niveis plasmaticos, maximizando a resposta terapéutica e minimizando 0s
efeitos adversos, além da reducgdo na frequéncia de administragdo, e, portanto, melhor adeséo
do paciente ao tratamento (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2007; FREIRE, 2006; LYRA et
al., 2007).

O crescente interesse no cdlon como sitio para liberacdo de farmacos, quer de acdo
local ou sistémica, baseia-se nas caracteristicas particulares desse 6rgdo, que apresenta
elevada capacidade de absorcdo, pH mais proximo da neutralidade, tempo de transito longo e
atividade enzimaética reduzida (FREIRE, 2006; MENNINI et al., 2012; PERERA; MEDA,;
TYLER, 2010).

Considerando a grande variabilidade inter e intra-individual do tempo de transito e pH
ao longo do trato gastrointestinal (TGI), bem como a atividade enzimatica especifica do meio
colénico, o delineamento de sistemas de liberacdo controlada colon-especifica fundamenta-se
em diferentes estratégias que possibilitem a liberacdo do farmaco em fun¢do do tempo, do pH,
da acdo de enzimas produzidas pela microbiota col6nica ou da pressdo intra-luminal
(BARATA et al.,, 2007; BASIT, 2005; MAIOR et al., 2008; WILSON; BASIT, 2005;
WILSON, 2010).

A capacidade mucoadesiva pode agregar importantes vantagens aos sistemas de
liberacdo controlada de farmacos, pois podem prolongar o tempo de residéncia e promover o
contato mais intimo com a membrana mucosa, além de melhorar a permeabilidade e absorcéo
por aumentar o gradiente de concentracdo local (HAGERSTROM, 2003; HAGESAETHER;
HIORTH; SANDE, 2009; NARKAR; SHER; PAWAR, 2010).

A utilizacdo de polissacarideos naturais bioadesivos na obtencdo de sistemas de
liberagdo controlada de farmacos é de grande interesse em razdo da atoxicidade, baixo custo,
ampla biodisponibilidade e biodegradabilidade desses materiais (BHARDWAJ et al., 2000,

KULKARNI et al., 2011). No entanto, os polissacarideos naturais podem apresentar algumas
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desvantagens, por exemplo, com relagdo a capacidade de intumescimento e viscosidade, as
quais podem ser corrigidas através da associacdo de polimeros, bem como pela modificacédo
quimica desses materiais por reacGes de reticulacdo, permitindo a obtencdo de um novo
material com propriedades moduladas de acordo com necessidades especificas.

O amido resistente pode ser obtido através do tratamento hidrotérmico do amido, em
que o amido gelatinizado, que se encontra no estado amorfo, apés o armazenamento, assume
um estado mais cristalino ou ordenado, através de interacdes como pontes de hidrogénio e
forcas de van der Waals inter e intramoleculares, como um processo espontaneo, no intuito de
se alcancar uma forma metaestavel de mais baixa energia livre (CHUNG; LIM; LIM, 2006;
LIU et al., 2007; TAKO, 1996; THOMPSON, 2000; YUAN; THOMPSON; BOYER, 1993).
Essa forma metaestavel € menos susceptivel a hidrolise, o que resulta no aumento de sua
resisténcia a acao enzimatica (THOMPSON, 2000).

A alta amilose (AA), um amido modificado, tem sido considerada o material
preferencial para obtencdo de elevados teores de amido resistente, pois ap0s a retrogradacdo
origina uma matriz amorfa em que os cristalitos formados ficam embebidos e protegidos da
exposicdo as enzimas (DIMANTOV et al., 2003; DIMANTOV,; KESSELMAN; SHIMONI,
2004; HTOON et al., 2009).

A goma gelana (comercialmente disponivel como Gelrite® ou Kelcogel®) é um
exopolissacarideo hidrofilico linear anidnico obtido pelo processo de fermentacdo aerébia
pelo microrganismo Sphingomonas elodea (GIAVASIS; HARVEY; MCNEIL, 2000). Por ser
um polimero de caracteristica aniénica, apresenta importantes propriedades mucoadesivas
(LEE; PARK; ROBINSON, 2000; NARKAR; SHER; PAWAR, 2010; SALAMAT-MILLER,;
CHITTCHANGL; JOHNSTON, 2005) e tem sido empregada na obtencdo de sistemas de
liberacdo controlada de diferentes farmacos, devido a sua habilidade em formar
microparticulas de hidrogéis, caracterizadas pela presenca de redes tridimensionais
hidrofilicas capazes de absorver grandes quantidades de agua ou fluidos bioldgicos na
presenca de cations divalentes, particularmente Ca®* (AGNIHOTRI; JAWALKAR;
AMINABHAVI, 2006; BABU et al., 2010; PATIL et al., 2006; RAJINIKANTH; MISHRA,
2007).

A obtencdo de microparticulas por geleificagdo ionotrépica trata-se de um método
simples e rapido, que explora condicbes reacionais amenas, dispensando o uso de solventes
organicos. Por outro lado, a reticulagdo através da introducdo de ligacdes covalentes

intercadeias, por reacdo dos grupamentos funcionais de varios polimeros naturais ou sintéticos
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com agentes reticulantes, como o glutaraldeido, vem sendo bastante utilizada para se
modificar/adequar suas propriedades a diferentes aplicacbes (CHOURASIA et al., 2006;
DAS; WADHWA; SRIVASTAVA, 2006; GEORGE; ABRAHAM, 2007; SOPPIMATH,;
KULKARNI; AMINABHAVI, 2000).

Em estudo com microparticulas de gelana e albumina, a dupla reticulacéo, ibnica e
covalente, através da reagdo com fons Ca®* e glutaraldeido, respectivamente, permitiu um
controle mais efetivo das taxas de liberagdo do farmaco do que aquele promovido pela
reticulagdo ionica isoladamente (KULKARNI et al., 2011).

Em recente estudo, MAITI e colaboradores (2011) demonstraram a possibilidade de

formacao de microcépsulas por reticulagdo da gelana com AI**

, NO entanto, as microcapsulas
obtidas permitiram a liberacdo de aproximadamente 40% do farmaco encapsulado, glipizida,
em apenas 2 horas em meio entérico.

O cetoprofeno (CP) é um anti-inflamatdrio néo-esteroidal pouco solGvel em &gua,
amplamente utilizado para o tratamento de artrites reumatoide e cronica, sendo que a baixa
solubilidade é o fator limitante para a absor¢do (LOBENBERG; AMIDON, 2000). Sua
conhecida gastro-toxicidade e seu curto tempo de meia-vida, o torna potencial candidato para
incorporacdo em sistemas de liberacdo colon-especifica de farmacos (MAESTRELLI et al.,
2008).

Com base nos fatos expostos, a associacdo do amido resistente a gelana, bem como a
modificacdo desses polimeros através da reticulacdo ibnica e idnica/covalente representam
uma estratégia promissora para modular suas propriedades. Dessa forma a proposta deste
trabalho foi delinear sistemas a base de polissacarideos naturais modificados, gelana e amido

retrogradado, destinados a vetorizagdo e liberacdo colon especifica de farmacos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Sistemas de liberacéo colon-especifica de farmacos

Dentre as diversas vias de administracdo de medicamentos, a via oral € a mais
comumente utilizada na terapéutica, sendo considerada a mais conveniente, ndo invasiva e
popular por inimeras razdes, dentre elas a facilidade de administracdo e flexibilidade de
dosagem (ISHA et al., 2012; LAM; GAMBARI, 2014; PINTO, 2010; VARUM; HATTON;
BASIT, 2013).

Considerando a variabilidade das por¢des superiores do TGI (estdmago, duodeno e
inicio do jejuno) em relagdo ao pH, tempo de transito e a atividade proteolitica, fatores que
podem levar a baixa biodisponibilidade do farmaco, diversas estratégias vem sendo
exploradas no sentido de melhorar as propriedades de sistemas sélidos administrados por via
oral (MRSNY, 2012; LAM; GAMBARI, 2014).

A liberacdo controlada de farmacos tem como objetivo principal o controle, in vivo, do
tempo e do local de liberacdo do farmaco com méximo resultado terapéutico e minimos
efeitos adversos (COIMBRA, 2010). Os sistemas de liberacdo controlada (SLC) sdo obtidos
através da associacdo quimica ou fisica de farmacos com materiais biocompativeis em
sistemas capazes de modular a liberacdo do farmaco, mantendo os niveis plasmaticos dentro
da faixa terapéutica pelo periodo de tempo desejado, ao contrério das formas farmacéuticas
convencionais ou de liberacdo imediata que sdo destinadas a liberar o farmaco logo apds sua
desintegracdo e dissolucdo (ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000; BASIT, 2005; LYRA et
al., 2007; PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007).

O crescente interesse no colon como sitio para liberacdo de farmacos, baseia-se nas
caracteristicas particulares desse orgdo, como pH mais préoximo da neutralidade, que
representa um ambiente menos hostil, principalmente para formulacfes orais de proteinas e
peptideos; tempo de transito longo, o qual favorece o tempo de residéncia das formas
farmacéuticas contribuindo para a absor¢do do farmaco, atividade proteolitica reduzida em
relacdo ao estomago e intestino delgado (ID) (FREIRE et al., 2006) e a presséo intraluminal,
gerada por contracGes musculares que ocorrem na parede intestinal para triturar e impulsionar
o contetido luminal para fora e esta propriedade varia em intensidade e duragdo ao longo do
TGI (FRIEND, 2005).
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Entretanto, esses parametros sdo variaveis em cada individuo e também podem ser
afetados por estados patolégicos do sistema digestério (BASIT, 2005). Assim, a vetorizagdo
do sistema para o colon requer a protecdo do farmaco contra a degradacdo nas porcdes
superiores do TGI, de modo que esse sistema responda somente as condicdes fisiologicas
particulares do colon (BASIT, 2005; PINTO, 2010; YANG; CHU; FIX, 2002).

As estratégias que podem ser utilizadas com a finalidade de direcionamento do

farmaco para colon estdo apresentadas de forma resumida na Quadro 1.

Quadro 1: Estratégias empregadas na obtencdo de SLC cdlon-especifica com base nas

caracteristicas fisioldgicas do TGI.

Estratégia

Liberacdo do farmaco

Exemplos

Referéncia

Pro-farmacos

Sistemas revestidos
com polimeros
biodegradaveis ou
sistemas ativados pela
microflora col6nica

Sistemas pH-
dependentes

Sistemas tempo-
dependentes

Sistemas dependentes
da pressao
intraluminal

Apos clivagem das
ligacBes com polimeros
ou através da acao
metabdlica da
microflora bacteriana

Ap0s a degradacdo de
polimeros
especificamente pela
microbiota colonica

Ap0s a dissolugéo de
polimeros com
solubilidade
dependente do pH

Ap06s degradacdo ou
dissolucdo dos
polimeros apos

determinado tempo de
residéncia no 6rgao

A liberacao ocorre
quando o material é
degradado devido ao
aumento da pressao

intraluminal

2.2 Sistemas mucoadesivos

Sulfasalazina
(sofre
azorreducéo)

Sistemas baseados
em polimeros
naturais: goma
guar, xantana,

gelana

Capsulas
revestidas com
Eudragit®

Sistemas Time
clock®

Cépsulas de
polietilenoglicois
revestidos com
etilcelulose
(PCDCs)

SINHA; KUMRIA,
2003

FREIRE et al.,
2006; PINTO, 2010

YANG; CHU; FIX,
2002

YANG; CHU; FIX,
2002

FREIRE et al., 2006

Sistemas mucoadesivos tém sido amplamente utilizados no direcionamento de

farmacos para um érgao alvo, devido a sua habilidade em prolongar o tempo de residéncia no
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sitio de acdo/liberagdo e promover o contato intimo entre a formulagéo e a membrana mucosa,
fatores que devem contribuir para 0 aumento da permeabilidade/biodisponibilidade de varios
farmacos (HAGERSTROM, 2003; HAGESAETHER; HIORTH; SANDE, 2009; NARKAR;
SHER; PAWAR, 2010).

O processo de bioadesdo pode ser denominado como estado em que dois materiais,
uma macromolécula (natural ou sintética) e o tecido bioldgico, s&o mantidos unidos por
prolongados periodos de tempo através de forcas interfaciais. Quando a regido de adesédo é o
muCco ou mesmo uma membrana mucosa, esse processo € denominado mucoadesao (LYRA et
al., 2007), que é caracterizado pela ligacdo do sistema carreador do farmaco a um substrato
bioldgico, que no caso sera 0 muco existente na superficie do tecido (FIGUEIRAS;
CARVALHO; VEIGA, 2007).

O principal componente do muco é a mucina, uma glicoproteina que possui elevado
peso molecular que exibe importantes propriedades viscoelésticas e apresenta-se carregada
negativamente em pH fisiologico, devido aos residuos de &cido sidlico nas unidades de
oligossacarideos que estdo ligados covalentemente a cadeia polipeptidica (HAGERSTROM,
2003; SMART, 2005).

O muco ao longo do TGI € caracterizado por um hidrogel complexo composto de
glicoproteinas, carboidratos, lipideos, sais, anticorpos, bactérias e € responsavel pela protecdo
e lubrificacdo do TGI, atuando também como barreira de difuséo entre o Ilimen e o epitélio. A
espessura do muco € maior no estdmago (40-450 pum) e no colon (110-160 pum) devido a
maior necessidade em promover a protecdo conta o acido do estdbmago e das bactérias
coldnicas. No ID, a espessura é bem variavel e dependente da dieta (ENSIGN; RICHARD;
JUSTIN, 2012).

Dessa forma, para o desenvolvimento de um sistema mucoadesivo ideal é importante
conhecer as propriedades do muco ao longo do TGI e compreender as forcas responsaveis
pela formacdo das ligacdes bioadesivas, que compreende trés etapas (Figura 1). A primeira
etapa envolve um contato intimo entre o sistema mucoadesivo e a camada de muco. Em
seguida, o contato com o0 muco leva ao processo de intumescimento do sistema acompanhado
pelo relaxamento e interpenetracdo das cadeias poliméricas no interior da rede glicoproteica
do muco. Finalmente, ocorrem interagdes fisicas ou quimicas e, consequentemente, um
contato mais intimo é estabelecido entre o material e 0 muco (FIGUEIRAS; CARVALHO,;
VEIGA, 2007; HAGERSTROM, 2003; LYRA et al., 2007; SMART, 2005).
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Figura 1: Etapas da mucoadesdo: (a) contato e interpenetracdo das cadeias poliméricas, (b)

detalhes da interpenetracéo das cadeias poliméricas com as cadeias de mucina.
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Fonte: adaptado de SMART, 2005.
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Existem seis teorias gerais da adesdo desenvolvidas na tentativa de explicar o

fendbmeno da mucoadesdo. Estas sdo classificadas como teoria eletronica, da umidade, da

adsorcado, de difusdo, mecénica e de fratura. Entretanto, devido & sua complexidade, ndo ha

uma teoria individual que seja aceita universalmente para explicar esse fenémeno. Portanto, é

provavel que o processo de mucoadesdo envolva mais de uma destas teorias (FIGUEIRAS;
CARVALHO; VEIGA, 2007; LYRA et al., 2007).

Atualmente, existe uma diversidade de polimeros sintéticos (derivados de celulose,

polivinilpirrolidona, alcool polivinilico e polidroxietil metilacrilato) e naturais (alginato de

sodio, goma de guar, gelatina, quitosano, goma gelana, amido) conhecidos e utilizados por

suas propriedades mucoadesivas, capazes de aderir ao tecido da mucosa e promover as

interacdes quimicas fracas e de baixa energia (WOERTZ et al., 2013), ja que ligacOes fortes
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do tipo covalente, poderiam prejudicar o carater transitério que estes produtos
necessariamente devem possuir (LYRA et al., 2007).

2.3 Trato Gastrointestinal (TGI)

Para 0 sucesso na obtencéo e vetorizacdo de um sistema para o colon e, que seja capaz
de promover a liberacdo controlada do farmaco nessa regido, € importante o conhecimento
anatomofisioldgico do TGI e de algumas caracteristicas particulares do célon.

Os 6rgéos que constituem o sistema digestorio (Figura 2) estdo relacionados com as
funcBes de ingestdo, mastigacdo, degluticdo, digestdo dos alimentos, absorcao dos nutrientes e
a eliminagdo de alimentos ndo absorviveis (CIDRE, 2011; FADDA; BASIT, 2005;). Essas
funcdes sdo reguladas por horménios e pelo sistema nervoso, e cada por¢do do TGl é
responsavel por uma funcdo (REED; WICKHAM, 2009; RUSSO; TURNER, 2004).

O TGI ¢é constituido por um tubo muscular que compreende a boca, o es6fago, o
estdbmago, o intestino delgado (ID), o intestino grosso (c6lon) e o canal anal (Figura 2). O
esdfago € um 6rgdo localizado em sua maior parte no mediastino, com aproximadamente 25
cm de comprimento, pH na faixa de 5-6, e € responsavel pela conexdo entre a faringe e
extremidade superior do estdmago e pelo transporte de substancias da cavidade oral até o
estobmago (AMERONGEN, 2010; REED; WICKHAM, 2009).

O estbmago, apresenta pH abaixo de 3 e um tempo de esvaziamento gastrico de até 2
horas em condi¢fes normais, podendo ocorrer variacbes em condi¢bes patoldgicas ou na
presenca de alimentos (FREIRE et al., 2006; PINTO, 2010; REDDY; SINHA; REDDY,
1999). Este 6rgdo tem a funcdo de reservatédrio temporario de substancias e transformacéo do
alimento em quimo através de processos mecanicos, que correspondem a mistura dos
alimentos com as enzimas para a efetivacao da digestdo através de reacdes quimicas. Este sera
posteriormente direcionado ao ID através dos movimentos peristalticos (RUSSO; TURNER,
2004, SAKAMOTO, 2010; SINHA; KUMRIA, 2003). O tempo de permanéncia de
medicamentos e alimentos no estbmago é variavel de individuo para individuo e a ingestédo de
alimento gordurosos, podem tornar o tempo de esvaziamento gastrico mais lento e provocar
variagoes no pH (FREIRE et al., 2006; PINTO, 2010; REDDY; SINHA; REDDY, 1999).

O ID, com um comprimento de aproximadamente 7 metros subdivididos em duodeno,
jejuno e ileo, apresenta pH de aproximadamente 7,4 e tempo de trénsito de 3-4 horas, sendo

responsavel por receber o contedo estomacal e pela decomposicdo quimica final dos
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alimentos pelas enzimas digestivas, além da absorcdo de nutrientes, agua e eletrolitos
(AMERONGEN, 2010; REDDY; SINHA; REDDY, 1999; RUSSO; TURNER, 2004;
SAKAMOTO, 2010).

O colon apresenta uma extensdo de aproximadamente 1,5 m, e estd compreendido
entre a juncao ileocecal e 0 anus. O pH deste segmento esta entre 5-8 e tempo de trénsito é
longo podendo atingir até 144 horas, entretanto, pode variar entres homens e mulheres
(FREIRE et al., 2006). E subdividido em ceco, apéndice, colon ascendente, clon transverso,
colon descendente, célon sigmoide, reto e canal anal (Figura 2) (FADDA; BASIT, 2005;
FREIRE et al., 2006; RUSSO; TURNER, 2004).

Figura 2: Localizacao dos 6rgédos do TGI.

Fonte: adaptado de AMERONGEN, 2010.

A parede do TGI é recoberta por muco, que se caracteriza como um hidrogel

complexo constituido de glicoproteinas (sendo a principal delas a mucina), lipideos, sais
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minerais, DNA, enzimas e detritos celulares. A fungdo do muco é atuar como uma barreira a
penetracdo de moléculas estranhas, que depende de propriedades fisico-quimicas do farmaco
e da glicoproteina. No caso do farmaco, a solubilidade e lipofilia sdo fatores fundamentais
para permitir a absorcao do farmaco, ja que este deve ser soltvel no local de absorcao, porém
deve apresentar lipofilia suficiente para permear a membrana biolégica (SIGURDSSON;
KIRCH; LEHR, 2013).

2.4 Colon

A parede do colon é constituida de um epitélio cilindrico simples, desprovido de
vilosidades (Figura 3), porém possui muitas glandulas e a mucosa consiste de criptas
contendo células caliciformes e enterdcitos que sdo absorventes (RUSSO; TURNER, 2004) e
favorecem o contato com sistemas poliméricos bioadesivos.

Responsavel pela fermentacdo de polissacarideos e proteinas (BASIT, 2005), o célon
promove a completa absorcdo de nutrientes, agua e eletrdlitos, e formacdo da massa fecal
(FREIRE et al., 2006; REED; WICKHAM, 2009; RUSSO; TURNER, 2004).

O colon apresenta uma microflora com mais de 400 espécies diferentes de bactérias
aerobicas, que representa uma populacdo em torno de 10 a 10 UFC, sendo estas
responsaveis pela producdo de um amplo espectro de enzimas com atividades redutoras e
hidroliticas envolvidas nos processos bioquimicos de fermentacdo de carboidratos e proteinas
que ndo foram hidrolisadas no estdmago e ID (FREIRE et al., 2006; MENEGUIN; CURY;
EVANGELISTA, 2014; SINHA; KUMRIA, 2003; YANG, 2008).

O colon proximal ou ascendente € considerado um local ideal para absor¢do de
farmacos. A vetorizacdo bem sucedida requer a exploracdo de caracteristicas Unicas do
ambiente colonico (PINTO, 2010), ja citadas anteriormente. Entretanto, & importante levar em
consideracdo as mudangas fisiologicas que podem ocorrer em algumas situacdes particulares,
como a presenca de patologias, por exemplo, diarreia ou constipagdo que provocam alteragoes
no tempo de trénsito; o uso de medicamentos que possam prejudicar a absor¢do no colon
devido alguma reagdo do proprio medicamento; ou em dietas ricas em fibras, que podem
acelerar o tempo de transito no coélon possivelmente por um mecanismo de distensdo da
parede provocado por algumas fibras com elevada capacidade de retencdo de dgua (FREIRE
et al., 2006).
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Figura 3: llustracdo histoldgica do intestino grosso.

Fonte: Site Johns Hopkins Medicine — Gastroenterology & Hepatology.

2.5 Hidroggéis poliméricos

Os hidrogéis poliméricos podem ser definidos por estruturas tridimensionais
constituidas por cadeias de macromoléculas interligadas através de ligacdes covalentes ou
interacOes fisicas. S&o altamente hidrofilicos e apresentam como caracteristica principal a
elevada capacidade de absorcdo de agua ou fluidos biolégicos (ALMEIDA, 2010; ALVES,
2011; DRAGAN, 2014; PEPPAS et al., 2000). Essa hidrofilia pode ser controlada pela
natureza dos grupos funcionais presentes em suas cadeias, tais como: -OH, -COOH, -CONH,,
-NH,, -SO3H (DRAGAN, 2014).

Hidrogéis fisicos sdo aqueles obtidos através de interacdes fisicas, forgas de van der
Waals, ligacbes de hidrogénio, interacdes hidrofobicas, enquanto os hidrogéis quimicos sdo
formados através de ligacdes covalentes (AOUADA, 2009; HOFFMAN, 2002). Ambos nédo
sdo estruturas homogéneas, pois normalmente apresentam regides de baixa absorcao de dgua e
elevada densidade de reticulagdo, também chamada de aglomerados, que estdo dispersos em
regides de grande absorcdo de &4gua em que a densidade de reticulagdo é baixa (PATIL;
DORDICK; RETHWISCH, 1999).

Durante a formacdo dos hidrogéis a quantidade de agua ira determinar a taxa de

difusdo do liquido penetrante e do farmaco através dos poros ou microporos da rede
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polimérica, que podem ser formados durante a sintese do gel ou estar presentes na prépria
rede do polimero (HOFFMAN, 2002; SILVA, 2006).

Quando os sistemas constituidos por hidrogéis sdo colocados em contato com meio
aquoso, suas cadeias poliméricas sofrem hidratacdo e se expandem (Figura 4). As ligacGes
primérias com a agua ocorrem quando as primeiras moléculas de &gua hidratam os grupos
polares e hidrofilicos das redes poliméricas. Em seguida, essas cadeias expdem 0S grupos
hidrofobicos que também irdo interagir com as moléculas de agua, formando assim as
ligacbes secundarias. Apos esse processo, a rede polimérica absorve grande quantidade de
agua adicional devido a uma forca osmotica exercida pela rede, que se expande. Entretanto,
essa expansao é restringida pelas ligagdes cruzadas, levando a uma forca de retencdo elastica
da cadeia, em que o hidrogel atinge o equilibrio de expansdo. Essa agua adicional, também

chamada de agua livre preenche os espacos vazios da rede polimérica (HOFFMAN, 2002).

Figura 4: Esquema ilustrativo de intumescimento em microparticulas constituidas por
hidrogéis poliméricos.

X

Microparticula ~ Microparticula seca Microparticulal
apos obtencao intumescida

Fonte: ALVES, 2011.

Portanto, durante a formacao do hidrogel, o farmaco fica aprisionado na sua estrutura
tridimensional, podendo estar disperso ou dissolvido na matriz polimérica. Dessa forma o
grau de reticulacdo, a estrutura do hidrogel e a capacidade de absor¢do de &gua sdo fatores
importantes que irdo influenciar no processo de libera¢do do farmaco (COIMBRA, 2010).

Os hidrogéis podem se apresentar em diferentes formas fisicas, dependendo de sua
aplicagdo, por exemplo, a forma sélida moldada (lentes de contato); matrizes compactadas
(comprimidos e cépsulas para administracdo oral); microparticulas; filmes de revestimento
(para liberacdo transdérmica de farmacos) e na forma de géis (HOFFMAN, 2002). Além
disso, os hidrogéis podem ser utilizados em sistemas de liberagédo especifica de farmacos para

cavidade oral, retal, ocular, transdérmica, subcutanea e col6énica (PEPPAS et al., 2000).
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2.6 Métodos de Microencapsulacao

A microencapsulacdo compreende um conjunto de técnicas através dos quais o
farmaco é aprisionado em um agente encapsulante, permitindo a obtencdo de sistemas
multiparticulados, que oferecam uma série de vantagens como protecdo do material
encapsulado; capacidade de minimizar efeitos adversos; possibilidade de mascarar
caracteristicas organolépticas desagradaveis e a capacidade de modular as taxas de liberacéo
do farmaco (BRASILEIRO, 2012; JYOTHI et al., 2010; SUAVE et al., 2006).

As substancias encapsuladas sdo totalmente envolvidas em um material de
revestimento, ou incorporado em uma matriz homogénea ou heterogénea, a fim de formar
particulas com didmetros compreendidos entre alguns micrémetros ou milimetros
(ESTEVINHO et al., 2013).

O método de encapsulacdo deve ser simples, reprodutivel, rapido e facil de transpor
para escala industrial (YEO; BAEK; PARK, 2001). Existem algumas diferencas bésicas entre
técnicas de encapsulacdo, pois o processo de formacgdo e o aprisionamento do farmaco pelo
material encapsulante podem ser de natureza fisica, quimica e fisico-quimica (BRASILEIRO,
2012; LAM; GAMBARI, 2014; SILVA et al., 2003; SUAVE et al., 2006). Os diferentes
métodos de encapsulacdo sdo apresentados na Quadro 2:
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Quadro 2: Técnicas de microencapsulacao

Categorias

Métodos de
Microencapsulacéo

Obtencéao

Quimica

Polimerizacao
Interfacial

Polimerizacao por
radicais livres

Ocorre a formacao de uma membrana polimérica na
interface entre duas fases liquidas, dando origem a
parede da microcépsula pela polimerizacéo do
mondmero reativo.

As microparticulas sdo formadas através do
crescimento de cadeias de polimero como resultado da
transferéncia eletronica entre 0S mondmeros reativos.
A incorporacdo do farmaco nas microparticulas é
realizada embebendo-as secas na solugéo contendo
farmaco.

Fisico-
quimica

Coacervacao
(separacdo de fases)

Geleificacao
lonotrépica

Primeiro o farmaco € disperso no material polimérico
encapsulante, o qual é adicionado outra solucao
polimérica imiscivel. Ambas solucfes apresentam
cargas negativas. Em seguida é adicionado uma
substancia que ira alterar o pH e os polimeros
adquirem cargas opostas entre eles que interagem
formando goticulas que se depositam em torno do
farmaco e coalescem. Esse revestimento sofre
solidificacdo através da reticulacdo dando origem as
microcapsulas.

As microparticulas sdo obtidas através da interagdo
entre ions de cargas opostas. O farmaco é incorporado
a uma solucdo polimérica que € adicionada por
extrusao a uma solucao aquosa reticulante. A difusao
dos anions ou cétions através das gotas poliméricas
conduz a reticulacdo, dando origem a uma estrutura
tridimensional ionicamente reticulada.

Fisica

Leito fluidizado

Spray drying

Fonte: LAM; GAMBARI, 2014.

Particulas do farmacos sdo suspensas em uma corrente
de ar quente ascendente formando um leito fluidizado,
seguida pela nebulizagdo de uma solucéo polimérica.
Em seguida, as microparticulas séo obtidas por meio
de evaporacéo do solvente.

Uma solucédo polimérica contendo o fa&rmaco é
pulverizada dentro de uma camara de ar quente que
promove a secagem do material e consequente
formacédo das microparticulas.
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2.6.1 Geleificagdo ionotrdpica e dupla reticulacéo

A geleificacdo ionotropica baseia-se na capacidade de polieletrdlitos serem reticulados
na presenca de ions para formar hidrogéis.

Uma das vantagens da geleificacdo ionotrépica é a possibilidade de obter
microparticulas em condi¢cGes amenas, evitando o uso de solventes organicos ou temperaturas
elevadas, o que permite a encapsulagédo de diversos materiais como células, enzimas (YEO,;
BAEK; PARK, 2001), proteinas (MA; L1U, 2010) e outros farmacos.

Os polissacarideos naturais tém sido amplamente utilizados na obtencdo de
microparticulas pelo método de geleificacdo ionotrdpica, pois estes materiais apresentam uma
boa propriedade de revestimento sobre o nucleo do farmaco, a qual pode atuar como
controladora da taxa de liberacdo, além de apresentarem anions na sua estrutura quimica, que
permitem a ligacdo com os cations polivalentes dos agentes reticulantes e induzem a
gelificacdo através de ligagdes idnicas (PATIL et al., 2010; PATIL; CHAVANKE; WAGH,
2012).

Essa reticulacdo baseia-se na interacdo entre os anions dos polieletrélitos e os ions de
cargas contrarias do agente reticulante. As microparticulas sdo obtidas pela extrusdo da
dispersdo polimérica, contendo o farmaco, com auxilio de seringa e agulha, que ocorre gota a
gota seguida pelo enrijecimento do material quando este entra em contato com a solucgéo
reticulante (SILVA et al., 2003; YEO; BAEK; PARK, 2001). Nesse processo, 0s cations se
difundem através das gotas poliméricas e ocorre a formacdo de ligacdes cruzadas intra e
intermoleculares, dando origem a redes tridimensionais hidrofilicas capazes de absorver
grandes quantidades de agua ou fluidos bioldgicos, denominadas hidrogéis (PATIL et al.,
2010).

A Figura 5 apresenta um esquema do método de obtencdo de microparticulas através
da geleificacdo ionotrdpica, evidenciando a reticulagdo dos polimeros aniénicos com 0s

cations do agente reticulante.
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Figura 5: Representacdo esquematica da geleificagcdo ionotropica.
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Fonte: adaptado de MA; LIU, 2010.

A reticulacdo idnica (RI) promove, através de ligacbes reversiveis, a formacdo dos
chamados hidrogéis fisicos, enquanto os hidrogéis quimicos sdo formados por ligacdes
covalentes que podem ser irreversiveis. Assim, as propriedades dos hidrogéis dependem da
natureza dos agentes reticulantes, bem como suas concentracdes, jA que quanto maior a
concentracdo do reticulante maior deve ser a densidade de reticulagdo (BERGER et al., 2004).

A dupla reticulacdo (DR), i6nica e covalente, é considerada uma estratégia racional
que vem sendo explorada (HOU; DI VONA; KNAUTH, 2012) para adequar as propriedades
mecénicas dos sistemas de acordo com usos especificos, além de permitir um controle mais
efetivo das taxas de liberagdo do farmaco (KULKARNI et al., 2011).

Dentre os diversos reagentes ja utilizados para a reticulagdo covalente de polimeros,
esta o glutaraldeido ou 1,5-pentanodial (OHC-(CH2) 3-COH) (Figura 6), que foi utilizado
pela primeira vez em 1960 na fixagdo de tecidos, desde entdo tem sido utilizado para muitas
outras aplicagoes.

Beppu e colaboradores (2007) verificaram que a reticulagcdo de filmes de quitosana
com glutaraldeido alterava suas propriedades mecanicas e produzia estruturas de caracteristica
mais hidrofébica. Biggi e colaboradores (2001) também demostraram a eficiéncia do
glutaraldeido em promover mudancas nas propriedades fisico-quimicas de filmes de gelatina,

e Phromsopha e Baimark (2014) demostraram que microparticulas de amido/gelatina
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duplamente reticuladas utilizando glutaraldeido controlavam de maneira eficiente a liberacéo
do farmaco.

Além disso, existem varios outros estudos de sistemas desenvolvidos a partir da DR
como filmes de gelatina e alcool polivinilico (ALVES et al., 2011), nanoparticulas de
quitosana/gelatina (JATARIU et al., 2012), filmes de hidrogéis de carboximetilcelulose e
quitosana para liberacdo topica (BAO et al., 2014), particulas de quitosana/gelatina para
aplicacdo oftalmica (PEPTU et al., 2010), hidrogéis de gelatina/quitosana para veiculagéo de
farmacos para diversas aplicacbes biomédicas (JATARIU et al., 2011), microparticulas de
goma arébica e gelatina (CELIS, 2009), microparticulas de gelana/albumina (KULKARNI et
al., 2011), hidrogeis de goma guar reticulados (DAS; WADHWA; SRIVASTAVA, 2006;
GEORGE; ABRAHAM, 2007), filmes de gelatina (ALVES et al., 2011; BIGI et al., 2001),
sistemas contendo quitosana (BEPPU et al., 2007; BERGER et al., 2004; MONTEIRO JR;
AIROLDI, 1999) e microesferas de goma guar (CHOURASIA et al., 2006; SOPPIMATH;
KULKARNI; AMINABHAVI, 2000).

Figura 6: Formula estrutural do glutaraldeido

O O

H H

Fonte: adaptado de PHROMSOPHA; BAIMARK, 2014

A Figura 7 apresenta uma representacdo esquematica da ligagdo covalente entre 0s
grupos hidroxila de polissacarideos aniénicos e os grupos aldeido de glutaraldeido
(PHROMSOPHA; BAIMARK, 2014).
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Figura 7: Representacdo esquematica da formacao da ligagdo covalente entre as cadeias de
amido retrogradado (AR), gelana e glutaraldeido.

8 Glutaraldeido

Reticulagao AR/Gelana com glutaraldeido

Fonte: adaptado de PHOMSOPHA; BAIMARK, 2014.

Neste trabalho, a DR foi explorada para modificar as propriedades dos hidrogéis e das
microparticulas, com objetivo de obter sistemas com maior capacidade de incorporacdo do

farmaco e o mais efetivo controle das taxas de liberagao.

2.7 Polissacarideos

A utilizacdo de polissacarideos naturais tem atraido muito a atencéo de pesquisadores
e da industria farmacéutica, principalmente para o desenvolvimento de SLC de farmacos,
devido as diversas vantagens que estes materiais apresentam em relagdo aos sintéticos, como
serem obtidos através de fontes ou recursos renovaveis em abundancia, atoxicos, de baixo
custo e aprovados para o consumo humano (ALVAREZ-LORENZO, 2013; KULKARNI et
al., 2011; SINHA; KUMRIA, 2001).

A degradacdo célon-especifica de alguns polimeros hidrofilicos naturais baseia-se no
fato de que as enzimas presentes no célon sdo capazes de reconhecer esses diferentes
substratos e degrada-los (SHUKLA; TIWARI, 2012).

Entretanto, uma desvantagem da utilizacdo dos polissacarideos é a elevada

solubilidade em &gua, sendo, portanto, necesséria & modificacdo da solubilidade, porém
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mantendo a biodegradabilidade (SINHA; KUMRIA, 2001). Polimero biodegradavel é aquele
que sofre degradacdo, in vivo, através de hidrélise ou agdo enzimética, e da origem a produtos
ndo toxicos, biocompativeis com o tecido bioldgico e capazes de serem metabolizados e
excretados pelas vias fisiologicas (COIMBRA, 2010).

Atualmente, a associacdo de dois ou mais materiais poliméricos tem permitido grandes
avancos na obtencdo de sistemas de liberacdo sitio-especifica (SUKLA; TIWARI, 2012).
Neste sentido, o uso de misturas de polimeros representa uma abordagem racional para se
obter materiais com propriedades biofarmacéuticas adequadas que os habilitem a serem
utilizados com propositos terapéuticos especificos, evitando os elevados custos envolvidos na
sintese e caracterizacdo de novos materiais (CARBINATTO et al., 2012; MENEGUIN;
CURY; EVANGELISTA, 2014; PREZOTTI; CURY; EVANGELISTA, 2014).

Os polimeros hidrofilicos utilizados neste trabalho foram a goma gelana e o amido
retrogradado (AR). A gelana, sob aquecimento, apresenta-se em estado desordenado (cadeias
simples e enoveladas) e, sob resfriamento, se ordena na forma de duplas hélices. Quando
submetida a reticulacdo ocorre formacdo de agregados devido a disposi¢do dos cations entre
as duplas hélices (NARKAR; SHER; PAWAR, 2010; YAMAMOTO, 2006).

O amido, durante o processo de retrogradacdo sofre a reassociacdo das cadeias
poliméricas dando origem a uma estrutura mais forte e cristalina, também formada por duplas
hélices (HARALAMPU, 2000). Dessa forma, acredita-se que a associacao desses polimeros e
a utilizacdo da reticulacdo sejam capazes de promover a formacgdo de estrutura mais fortes e

organizadas.

2.7.1 Amido

O amido ¢é considerado a principal fonte de carboidratos na dieta humana, um
polissacarideo encontrado em abundancia nos grdos de cereais, incluindo arroz, trigo, milho,
cevada, bem como nos tubérculos. E de grande aplicagdo na indGstria de alimentos e
farmacéutica, pois é capaz de promover textura em alimentos, atuar como espessante,
estabilizante de coloides, agente geleificante, adesivo, dentre outras aplicagdes (DENARDIN;
SILVA, 2009; DONA et al., 2010; KULKARNI et al., 2011; PARAGINSKI et al., 2014;
SINGH et al., 2003).

Existe uma variedade de tipos de amido que diferem em conteudos de amilose,

amilopectina, proteinas e lipidios de acordo com a fonte obtida, e que apresentam diferentes
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formas e tamanhos (esferas, poligonos, plaquetas, tubulos irregulares) (HARALAMPU, 2000)
com dimensdes que variam de 0,1 a 200 um (BEMILLER; WHISTLER, 2009; BEMILLER,
2011).

Em relacdo a estrutura (Figura 8), o amido nativo é classificado como
homopolissacarideo semicristalino constituido por amilose e amilopectina, ligados através de
ligacoes glicosidicas a-D-(1-4) e/ou a-D-(1-6), respectivamente. As regiGes amorfas séo
constituidas principalmente de amilose e parte consideravel de amilopectina, e as regides
cristalinas principalmente de amilopectina.

A amilose é um polimero essencialmente de cadeia linear, com baixo grau de
ramificacdo, composta por unidades de glicose unidas por ligagdes glicosidicas a-D-(1-4),
possuem peso molecular de aproximadamente 105-106 g/mol e grau de polimerizacdo de
6000. A amilopectina é constituida de ligagdes glicosidicas a-D-(1,4) e a-D-(1,6), altamente
ramificada, com peso molecular de 107-109 g/mol e elevado grau de polimerizagdo (2
milhdes) (FREIRE et al., 2009; HARALAMPU, 2000; RODRIGUES; EMEJE, 2012).

Figura 8: Estrutura de amilose e amilopectina.

s CH0H CH;0H

Cadeia ramificada de amilopectina - ligcées a- D - (1-6)

Fonte: adaptado de TESTER; KARKALAS; Ql, 2004
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O amido nativo, muitas vezes, ndo apresenta propriedades fisicas e quimicas
adequadas para aplicacOes especificas e, por isso, pode ser modificado por processos fisicos
ou quimicos (ZAVAREZE; DIAS, 2011), que o torne mais resistentes a degradacédo

enzimatica.

2.7.1.1 Amido Resistente

O amido resistente é definido como a fragdo do amido que escapa da digestdo no 1D
sendo seletivamente degradado pelas bactérias colénicas (HARALAMPU, 2000; HTOON et
al., 2010). Além disso, o amido resistente a semelhanca das fibras alimentares tem efeitos
prébidticos na microflora do colon alterando o metabolismo lipidico, melhorando o
metabolismo de colesterol e reduzindo o risco de colite ulcerativa e céancer de colon
(SHAMAI; BIANCO-PELED; SHIMONI, 2003).

De acordo com a sua natureza, o amido resistente pode ser dividido em quatro
categorias: tipo 1 - fisicamente inacessivel a digestdo devido ao seu aprisionamento em uma
matriz ndo digerivel; tipo 2 - amido granular nativo, exibe lenta digestibilidade e é mais
resistente a acdo das enzimas; tipo 3 - amido retrogradado e tipo 4 - amido quimicamente
modificado. O amido resistente tipo 3 é preferencialmente utilizado na obtencdo de sistemas
de liberacdo colon-especifica devido a sua estabilidade térmica e baixa solubilidade
(CHUNG,; LIM; LIM, 2006; HARALAMPU, 2000; THOMPSON, 2000).

A alta amilose (AA) é considerada um material promissor para a obtengdo de produtos
com elevado teor de amido resistente, apds o tratamento hidrotérmico, no processo de
retrogradacdo (DIMANTOV et al., 2003; HTOON et al., 2009; SHAMAI; BIANCO-PELED;
SHIMONI, 2003).

Na retrogradacdo, apds a gelatinizacdo do amido, os granulos sdo rompidos e a
amilose € lixiviada do granulo como estruturas enoveladas. Apds o resfriamento e
armazenamento, as moléculas comecam a se reassociar e ocorre a recristalizacdo lenta e
continua através de interacdes como ligacbes de hidrogénio e forcas de van der Waals
(DONA et al., 2010; HARALAMPU, 2000; LIU et al., 2007; ZHANG et al., 2011).

Durante o0 processo de retrogradacdo, recristalizagdo pode ser dividida em trés fases: a
nucleacdo quando ha a formagdo dos nucleos criticos dos cristais; a propagacao, em que ha o
crescimento dos cristais dos nucleos formados e a maturacdo, caracterizada pelo aumento

lento e continuo do grau de cristalizagdo. Esse grau de cristalizacdo depende principalmente
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da nucleacdo e da taxa de propagacdo. A temperatura proxima da Tg (Temperatura de
transicdo vitrea) (aproximadamente 6 °C) favorece a nucleagdo, e uma temperatura mais
elevada (entre 30-40 °C) favorece propagacdo. Dessa forma, quando a temperatura, durante o
armazenamento de amido gelatinizado, for alternada entre a temperatura de nucleacdo e a
temperatura para propagacao, a velocidade da retrogradagdo € acelerada e ocorre a formacao
de cristalitos perfeitos (PARK, BAIK, LIM, 2009; SILVERIO et al., 2000; ZHOU; DI
VONA; KNAUTH, 2010). Portanto, o tempo de armazenamento e a temperatura, bem como a
concentracdo inicial do amido podem afetar o grau de retrogradacdo do amido e as
propriedades dos cristalitos formados (ZHOU; DI VONA; KNAUTH, 2010).

Em relagdo a cristalinidade do amido, diferentes estruturas cristalinas podem ser
observadas e sdo denominadas como estruturas do tipo A, B, C e V. Os padrdes A e B sédo
constituidos de estruturas cristalinas em duplas hélices, sendo que no tipo A essa estrutura é
formada pela amilopectina com cadeias laterais curtas, densa ramificagcdo, empacotamento
compacto das duplas hélices e baixo teor de &gua. A estrutura cristalina do tipo B é formada
por cadeias laterais de amilopectina com comprimentos mais longos, ou seja, apresentam uma
estrutura menos densa, menos empacotada e maior teor de agua. O amido tipo C é uma
mistura das estruturas cristalinas de tipo A e B (CAl et al., 2014). O padrao tipo V ocorre em
amidos de cereais contendo lipideos, apresenta regides de elevada cristalinidade (KARIM,;
NORZIAH; SEOW, 2000).

2.7.2 Goma Gelana

Desenvolvida pela empresa Kelco em 1978, a gelana € um polissacarideo produzido
pela bactéria Sphingomonas elodea (MORRIS; NISHINARI; RINAUDO, 2012; PATIL;
CHAVANKE; WAGH, 2012). Aprovada para uso alimentar em 1988 no Japdo, a gelana
despertou 0 interesse de empresas e pesquisadores japoneses, pertencentes a um grupo de
pesquisa filiado a Society of Polymer Science no Japdo, que se reuniram para a formacéo de
um grupo de pesquisa cujos estudos eram direcionados especificamente a conformacéo
estrutural, processos de gelificacdo e aplicagdes industriais da gelana (MORRIS;
NISHINARI; RINAUDO, 2012).

Desde entdo, o interesse na utilizacdo de gelana é crescente ndo sé na industria de
alimentos como na farmacéutica, sendo utilizada em varios produtos farmacéuticos, ja que

possui propriedades geleificantes especificas em diferentes meios, 0 que permite o
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desenvolvimento de diversos SLC (OSMALEK; FROELICH; SYLWIA, 2014). A gelana ¢
um polissacarideo multifuncional de origem natural que apresenta a biodegradabilidade,
atoxicidade, rapida gelificacdo na presenca de cations, alta capacidade de retencdo de agua e
importantes propriedades mucoadesivas. Essas caracteristicas tornam a gelana um material
bastante promissor com uma ampla aplicabilidade em sistemas de administracdo oftalmica,
nasal e principalmente oral (OSMALEK; FROELICH; SYLWIA, 2014).

A gelana é um exopolissacarideo de cadeia linear que apresenta unidades repetidas de
a-L-ramnose, B-D-glicose e B-D-acido glucurénico (ALVAREZ-LORENZO et al., 2013) nas
proporc¢des 1:2:1. Na forma nativa, a gelana contém dois tipos de substituintes acila: L-gliceril
na posicdo 6 e L-acetil na posicdo 2 (Figura 9) que podem ser removidos por hidrolise
alcalina para gerar a gelana desacetilada (ou de baixa acetilacdo) e a de alta acetilacdo
(KIRCHMAUJER et al., 2014; OSMALEK; FROELICH; SYLWIA, 2014, PRAJAPATI et al.,
2013).

Figura 9: Estrutura da gelana nativa e desacetilada.
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Estrutura da gelana deacetilada (baixa acetilagao)

Fonte: adaptado de MAO; TANG; SWANSON, 2000.

Tanto a gelana nativa como a de baixa acetilacdo sdo capazes de formar hidrogéis na
presenca de cations mono, di ou trivalentes, sendo o processo de formacéo do gel dependente
da temperatura. A gelana nativa origina géis menos viscosos, facilmente deformaveis, ja a

gelana desacetilada forma estruturas rigidas e géis mais frageis ou quebradicos (OSMALEK;
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FROELICH; SYLWIA, 2014). Além disso, a gelana desacetilada apresenta baixa
cristalinidade sendo considerada um material tipicamente amorfo (AHUJA; SINGH;
KUMAR, 2013; YANG et al., 2013) e que apds a adicdo de cations, durante a geleificacéo, se
organiza em zonas de jungbes cristalinas, ou seja, em estruturas mais permanentes
(CHANDRASEKARAN et al., 1998).

A formagdo de géis de gelana ocorre sob elevadas temperaturas na presenca de cadeias
simples e enoveladas que estdo em estado desordenado (Figura 10). Entretanto, ao serem
resfriadas essas cadeias sofrem uma transicdo conformacional ordenando-se em duplas hélices
que se agregam formando zonas de juncéo, dando origem a hidrogéis termorreversiveis. Além
disso, ao se complexarem com cations em solucdo através de ligacbes de hidrogénio séo
capazes de formar uma rede de gel tridimensional (Figura 10) (KIRCHMAJER et al., 2014;
NARKAR; SHER; PAWAR, 2010; PATIL; CHAVANKE; WAGH, 2012).

Figura 10: Representacdo esquematica do mecanismo de formacao do gel de gelana.
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Fonte: adaptado de adaptado de MIYOSHI et al., 1995.

Essa crescente utilizacdo da gelana pode ser exemplificada pelos diversos sistemas de
liberacdo de farmacos, por exemplo, microesferas contendo metformina para tratamento de
diabetes (AHUJA; SINGH; KUMAR, 2013), microesferas de cefalexina (AGNIHOTRI,
JAWALKAR; AMINABHAVI, 2006), microesferas de amoxicilina (BABU et al., 2010;
NARKAR, 2010), microcapsulas de complexo diltiazem-resina para tratamento da
hipertensdo (KULKARNI et al., 2011), microesferas de glipizida reticuladas com
glutaraldeido para tratamento de diabetes mellitus (tipo 2) (MAITI et al., 2011) e esferas
flutuantes utilizadas no tratamento de H. pylori (RAJINIKANTH; MISHRA, 2007).

Em nosso grupo de pesquisa, Prezotti (2013) desenvolveu microesferas de

gelana/pectina atraves da geleificacdo ionotropica, e verificou um efetivo controle das taxas
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de liberacdo do cetoprofeno em meio &cido e entérico, caracterizando um sistema novo e
bastante promissor para a liberacéo controlada de farmacos.

Misturas de polissacarideos/polimeros, bem como a associacdo desses materiais
modificados representam estratégias promissoras para a obtencao de sistemas inovadores para
controlar a liberacdo de farmacos (BAJPAL et al., 2008), que vem sendo exploradas por nosso
grupo de pesquisa.

Os estudos iniciaram com a avaliacdo da influéncia do grau de reticulagdo nas
propriedades fisico-quimicas e de liberacdo de sistemas ndo compactados da AA modificada
através da reticulacdo com trimetafosfato de sodio e o efetivo controle das taxas de liberagéo
do farmaco foi alcangado (CURY et al., 2008; CURY et al., 2009 a,b).

Estudo analogo foi realizado com misturas de AA e pectina submetidas ao mesmo
processo de reticulacdo, e os dados de caracterizacdo fisico-quimica também evidenciaram
importantes modificagcbes estruturais e aumento dos indices de intumescimento dessas
amostras, bem como a reducdo das taxas de liberacdo em meio acido (CARBINATTO et al.,
2012; CARBINATTO, 2014). A incorporacdo do farmaco por imersdo a essas matrizes
permitiu reduzidos percentuais de liberacdo em meio acido (<10%) (SOARES et al., 2013,
SOARES, 2011).

As propriedades de filmes livres de amido resistente, obtido por processo de
retrogradacdo em ciclos alternados de temperatura, foram avaliadas em recente estudo e as
propriedades de intumescimento, degradacdo enziméatica e mucoadesdo exibiram
comportamento semelhante aos filmes reticulados. Além disso, esses filmes apresentaram
reduzida permeabilidade ao farmaco em meio &cido (MENEGUIN, 2012; MENEGUIN;
CURY; EVANGELISTA, 2014).

Comprimidos matriciais hidrofilicos de amido retrogradado e pectina também
permitiram diferentes graus de controle das taxas de liberagdo, comprovando a aplicabilidade
desses materiais na obtencdo de SLC de farmacos (RECIFE, 2013).

Dessa forma, os resultados de pesquisa alcangados pelo grupo tem mostrado que a
associacdo e modificagdo de polissacarideos naturais pode ser uma estratégia bastante
promissora para tecnologia de sistemas de liberagdo cdlon especifica.

A aplicacdo de novas estratégias fisico-quimicas, como a reticulagdo ibnica e
ibnica/covalente, bem como a combinacdo de diferentes materiais poliméricos, como AR e
gelana, para obtencdo de hidrogéis e consequentemente utilizad-los no delineamento de
sistemas multiparticulados, foram objetos deste estudo cujo objetivo foi obter sistemas
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capazes de modular as taxas de liberacdo do farmaco ao longo do TGI. A figura 11 mostra

uma representacao esquematica da estrutura desses sistemas.

2.8 Cetoprofeno

O cetoprofeno (CP) (acido 3-benzoil-2-metilbenzenoacético) apresenta férmula
quimica CysH1403 (Figura 12), e trata-se de um acido fraco, pois apresenta um pKa de
aproximadamente 4,45 na temperatura de 25 °C. Pertencente a classe Il dos Sistemas de
Classificacdo Biofarmacéutica (BCS), e é caracterizado por ser praticamente insolivel em
agua, livremente sollvel em éter, acetona, etil acetato, cloroférmio e em etanol e cloreto de
metileno, além de apresentar elevada permeabilidade (SHOHIN et al., 2011; THE MERCK
INDEX, 2006). Apresenta-se sob a forma de um pé cristalino, branco ou quase branco, com
peso molecular de 254,28 g/mol e faixa de fusdo de 94-97 °C (MARTINDALE, 2011; THE
MERCK INDEX, 2006).

O CP ¢ rapidamente absorvido no TGl, atinge o pico de concentracdo plasmatica entre
0,5 e 2 horas ap0s a administracdo via oral, possui meia vida curta (1,5 - 4 horas) e alta taxa
de ligacdo as proteinas plasmaticas (99%). E metabolizado principalmente pela conjugacio
com &cido glucurénico e excretado por filtracdo glomerular e por secrecdo tubular, além de
ser capaz de se acumular nos locais da inflamagdo, em que o pH é mais baixo (GILMAN;
GOODMAN; BRUNTON, 2012; MARTINDALE, 2011).

Esse anti-inflamatdrio ndo esteroidal (AINE), é derivado do acido propinico, possui
atividade antidlgica, anti-inflamatoria e antipirética e seu mecanismo de acdo ocorre através
da inibicdo da sintese de prostaglandinas, alem de possuir atividade inibitoria plagquetéria.
Utilizado no tratamento de doencas reumaticas, artrite reumatoide cronica e na dor leve e
moderada (TOPALOGLU; GULGUN; UMIT, 1999), o CP pode provoca efeitos colaterais
gastrointestinais leves em cerca de 30% dos pacientes (GILMAN; GOODMAN; BRUNTON,
2012).
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Figura 11: Estrutura do cetoprofeno

HsC OH

Fonte: USP 30, 2007.

A solubilidade do CP aumenta gradativamente com o aumento do pH. E um farmaco
que possui baixa solubilidade em agua, sendo soltvel em éter, etanol, acetona, cloroférmio,
dimetilformamida e acetato de etila (BUDAVARI et al., 1996). Segundo o sistema de
classificacdo biofarmacéutica, é considerado um farmaco de classe Il, devido a sua baixa
solubilidade em &gua e elevada permeabilidade (SHOHIN et al., 2011).

A baixa solubilidade do cetoprofeno e sua conhecida gastrotoxicidade sdo fatores
limitantes para a sua absorc¢do e biodisponibilidade (MAESTRELI et al., 2008). Dessa forma,
para minimizar essas desvantagens, SLC podem ser desenvolvidos com a finalidade de
diminuicdo na frequéncia das doses e reducgéo dos efeitos adversos gastrointestinais, como por
exemplo, microesferas (ARIDA; AL-TABAKHA, 2007; PREZOTTI, 2013) ou microcapsulas
(PALMIERI et al., 2002;), ciclodextrinas (MAESTRELLI et al., 2008), hidrogéis de liberacdo
célon-especifica (ALI; ALARIFI, 2009), microparticulas de liberacdo sustentada (YAMADA,
ONISHI, MACHIDA, 2001).
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3 OBJETIVO

Obter e caracterizar hidrogéis poliméricos de amido resistente e goma gelana
reticuladas ionicamente e ionicamente/covalentemente e suas respectivas microparticulas, e

avaliar o seu desempenho como sistemas de liberacdo controlada de farmacos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1. Principais matérias-primas e reagentes

 Acido cloridrico (Quimis);

e Agua purificada (Milli Q);

e Altaamilose (HYLON VII® — National Starch);
e Cetoprofeno (Henrifarma);

e Cloreto de aluminio (Vetec);

e Cloreto de sédio (NaCl) (Synth®);

e DNS - 3,5-4cido dinitrosalicilico (Sigma);

e Fosfato de potassio monobasico (Vetec);

e Fosfato de sddio tribasico 12H,0 (Henrifarma);
e Glutaraldeido (Sigma-Aldrich®);

e Goma gelana (Kelcogel® CG-LA - CP Kelco);
e Hidroxido de sodio (Grupo Quimica);

e Laurilsulfato de sodio (Vetec).

e Pancreatina (Vetec);

e Silica gel (Merck);

4.1.2. Principais Equipamentos

e Agitador magnético (Fisatom®);

e Agitador mecanico (Fabbe®);

e Analisador de textura TA.XT plus® (Stable Micro Systems, UK);
¢ Analisador de umidade por infravermelho (IV2000-GEHAKA);
e Analisador termogravimétrico, SDT Q600 (TA Instruments);

e Balanca analitica (Owa labor);

e Bomba a vacuo (TE- 058 Tecnal);
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e Calorimetro exploratorio diferencial DSC 1 Star System (Mettler Toledo);

e Centrifuga (Sorvall TC);

e Difratdmetro de raios X, modelo D5000 (Siemens®);

¢ Dissolutor (Hanson Station SR8- PLUS);

e Espectrofotdmetro UV-Visivel (Hewlett Packard-Kayak XA);

e Estufa com circulacdo forcada de ar (Fabbe);

e Homogeneizador ultra-turrax (IKA);

e Microscépio eletronico de varredura (JEOL JSM-7500F);

e Microscépio-estereoscopio com dispositivo de captura e analise de imagens (Leica
MZAPO);

e Peagdmetro (Micronal®);

e Porosimetro ASAP 2010 (Micrometrics®);

e ReOmetro Rotational Rheometer AR2000ex.

4.2 METODOS

4.2.1 Retrogradacao do amido

Seguindo o método proposto por Park, Baik e Lim (2009) para retrogradacdo do amido,
dispersdes aquosas de AA (5 e 10%) foram obtidas a partir da dispersdo do polissacarideo em
agua purificada previamente aquecida a 80 °C, sob agitacdo mecanica por 30 minutos. Em
seguida, essas dispersdes foram submetidas a autoclavacdo (121 °C; 15 min) para pré-
gelatinizacdo do amido e resfriadas naturalmente em temperatura ambiente. Para a
retrogradacdo, a AA gelatinizada foi submetida a dois diferentes métodos: Método 1 (M1) -
resfriamento isotérmico (4 °C) durante 8 dias consecutivos e foram denominados AR-M1.
Meétodo 2 (M2) - ciclos alternados de temperatura (4/30 °C, 2 dias em cada temperatura) por 16
dias, denominado de AR-M2.

4.2.2 Obtencédo dos hidrogéis poliméricos

4.2.2.1 Preparo das dispersdes de goma gelana/amido retrogradado
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Foram preparadas dispersdes aquosas de goma gelana (1 ou 2%) em agua purificada a
80 °C, sob agitacdo mecanica durante 20 minutos. O AR (5 ou 10%), obtido de acordo com o
item 4.2.1 foi mantido sob agitacdo mecéanica (20 minutos), em temperatura ambiente, para
completa homogeneizagdo. Em seguida, a dispersdo de AR foi misturada as dispersdes de
gelana (1:1 v/v), sob agitacdo mecénica, por mais 20 minutos adicionais, em temperatura de 60
°C.

4.2.2.2 Preparo dos hidrogéis reticulados ionicamente

As dispersdes obtidas de acordo com item 4.2.2.1 foram adicionadas de solugdo de
cloreto de aluminio (AI**) (3 ou 5% da massa de polimeros secos) e mantidos sob agitacio

mecanica por 20 minutos, em temperatura ambiente (Figura 13).

4.2.2.3 Preparo dos hidrogéis duplamente reticulados

Os hidrogéis reticulados ionicamente (RI) (item 4.2.2.2) foram adicionados de solucéo
de glutaraldeido (1, 3 ou 5% da massa total de polimeros secos) e mantidas sob agitacdo

mecénica por 20 minutos adicionais, em temperatura ambiente (Figura 13).

4.2.2.4 Preparo dos hidrogéis de goma gelana

Para uma analise comparativa dos resultados da analise de perfil de textura Texture
Profile Analysis (TPA) das amostras reticuladas, hidrogeéis de gelana reticulados ionicamente
(HG-RI) e duplamente reticulados (HG-DR) foram obtidos através do preparo de dispersoes
aquosas de goma gelana (1 ou 2%) em &gua purificada a 80 °C, sob agitacdo mecénica durante
20 minutos. Em seguida, foram adicionadas as solucdes dos agentes reticulantes seguindo

mesmo procedimento descrito nos itens 4.2.2.2 e 4.2.2.3, para RI e DR, respectivamente.
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Figura 12: Representacdo esquematica da obtencdo dos hidrogéis de gelana e amido
retrogradado pelos métodos 1 e 2 (AR-M1 e AR-M2) reticulados ionicamente e duplamente

reticulados.
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Fonte: autoria propria

Os hidrogéis reticulados foram denominados conforme a concentragdo dos polimeros
(gelana e AR) e agentes reticulantes (AI**

e glutaraldeido). Foram adicionados o prefixo H

(hidrogeis) e os sufixos Rl e DR para reticulacdo idnica e dupla reticulagéo (i6nica/covalente),

respectivamente. A composi¢cdo e denominagdes das misturas e dos hidrogéis estdo
apresentados na Tabela 3.
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Quadro 3: Denominacdo e composicdo dos hidrogéis de gelana e AR-M1 ou AR-M2
reticulados ionicamente e duplamente reticulados.

Concentragdo | Concentragdo Concentracao
Gelana (%) AR (%) AP Glu

1 : HG13-RI
: HG15-RI
) HG23-RI
HG25-RI
HG131-DR
HG133-DR
HG135-DR
HG151-DR
HG153-DR
HG155-DR
HG231-DR
HG233-DR
HG235-DR
HG251-DR
HG253-DR
HG255-DR
H153-RI
H155-RI
H1103-RI
H1105-RI
H253-RI
H255-RI
H2103-RI
H2105-RI
H1531-DR
H1533-DR
H1535-DR
H1551-DR
H1553-DR
H1555-DR
H11031-DR
H11033-DR
H11035-DR
H11051-DR
H11053-DR
H11055-DR
H2531-DR
H2533-DR
H2535-DR
H2551-DR
H2553-DR
H2555-DR
H21031-DR
H21033-DR
H21035-DR
H21051-DR
H21053-DR
H21055-DR

Nomenclatura

o1

HOAWRFRIOTWRFIOTW R OTWI(F |

3
5
3
5
3
5
3
5
3
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4.2.3 Caracterizagdo dos hidrogéis poliméricos

4.2.3.1 Andlise das propriedades mecéanicas dos hidrogeis Rl e DR.

OS hidrogéis obtidos de acordo com os itens 4.2.2.2 e 4.2.2.3 foram centrifugados
(1500 rpm; 2 min) e, em seguida, mantidos em repouso durante 24 horas. As propriedades
mecanicas foram determinadas em analisador de textura TA-XT plus (Stable Micro Systems),
operando no modo TPA (Texture profile analysis). As amostras foram comprimidas duas vezes
pela prova analitica cilindrica (10 mm), que penetrou a uma profundidade de 10 mm na
amostra, em velocidade de 0,5 mm/s™, com um intervalo de 5 s entre as compressées.

A partir dos dados das curvas forca versus tempo, geradas pelo software Texture
Exponent Lite durante os dois ciclos de compressdo da amostra, foram obtidos os valores de
dureza, adesividade e coesividade (Figura 14).

As analises foram realizadas em quintuplicata.

Figura 13: Representacdo esquematica do teste TPA (Texture Profile Analysis).

Coesividade (A2/A1)
~

Fonte: autoria propria

4.2.3.2 Analise das propriedades reoldgicas das disperses poliméricas

O comportamento viscoelastico das amostras (37 °C) foi avaliado através de ensaios
oscilatérios dindmicos, em redmetro AR2000EX Rotational Rheometer equipado com sensor
de placas paralelas (40 mm; gap 100 um), acoplado ao programa Rheology Advantage Data

Analysis (versdo V 5.7.1).
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Foram analisados hidrogéis Rl e DR selecionados com base nos resultados das
propriedades mecanicas obtidos previamente na andlise de perfil de textura (Tabela 1). A
nomenclatura dos hidrogéis contendo farmaco foi estabelecida pela adicdo do sufixo CP
(cetoprofeno) a cada denominagao.

Para estabelecer uma analise comparativa com os hidrogéis estudados, dispersées nao-
reticuladas de gelana/AR (Quadro 4), preparadas conforme item 4.2.2.1, também foram
submetidas aos testes reoldgicos. Estas dispersdes foram denominadas pelas concentragdes de
polimeros e adicionadas do prefixo D (dispersdes) e sufixo CP quando incorporado

cetoprofeno.

Quadro 4: Denominacdo e composicao das dispersdes ndo reticulados submetidas a analise
reoldgica.

I Concentragéo Concentragéo Nomenclatura I

Grupo

Gelana (%0)

AR (%)

Sem farmaco

Com farmaco

D

1

5

D15

D15-CP

10

D110

D110-CP

5

D25

D25-CP

10

D210

D210-CP

4.2.3.2.1 Determinacdo da faixa de viscoelasticidade linear das dispersoes

Foi realizada a varredura de tensdo de 0 a 100 Pa com frequéncia fixa de 1 Hz, para
determinacdo da faixa de viscoelasticidade linear e selecdo da tensdo a ser utilizada nas analises

de varredura de frequéncia.

4.2.3.2.2 Determinacao dos espectros mecéanicos dos hidrogéis

Os espectros mecanicos foram obtidos variando-se a frequéncia oscilatoria na faixa de
0,6 a 623 rad s-*, sob tensdo constante (5 Pa). Os parametros determinados foram G°, G” e n* e
antes da realizacdo das medidas, as amostras foram mantidas em repouso sobre a placa do
redmetro, durante um minuto.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
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4.2.3.3 Analise de morfologia da estrutura interna dos hidrogéis

A estrutura interna dos hidrogéis foi analisada em microscopia eletrénica de varredura
de campo ampliado de alta resolucdo (MEV-FEG) JEOL JSM-7500F. As dispersdes foram
preparadas conforme item 4.2.2.1, adicionados ou ndo de cetoprofeno e imediatamente
congeladas com nitrogénio liquido. Em seguida, as amostras foram liofilizadas, fragmentadas e
fixadas em fita de carbono dupla face. As fotomicrografias foram obtidas em diferentes

aumentos.

4.2.3.4 Difracédo de raios-x

A identificacdo da estrutura cristalina e/ou amorfa do farmaco, do pé de gelana, das
dispersdes de AR liofilizadas (5 e 10%) (obtidos conforme item 4.2.1) e dos hidrogéis Rl e DR,
(preparados conforme os itens 4.2.2.2 e 4.2.2.3, respectivamente) liofilizados, foi realizada a
partir dos difratogramas obtidos em difratbmetro de raios-X Siemens, modelo D5000, com
velocidade do gonidmetro de 0,05° s™, sob radiacio de Cu-Ka (A=1,5406A) e com varredura de
raios X de angulo aberto 26 entre 4° e 70°.

As dispersdes de AR e os hidrogéis Rl e DR foram liofilizados durante 24 horas antes

da realizacdo do ensaio.

4.2.4 Obtencao das microparticulas

Dispersdes aquosas de gelana e AR, obtidas de acordo com o item 4.2.2.1 (proporcao
1:1 v/v), foram adicionadas de 0,5% de farmaco (cetoprofeno) e mantidas, a 60 °C, sob agitagdo
magnética até a completa dispersdo. As dispersdes foram gotejadas manualmente, com auxilio
de seringa e agulha n°® 21 (25x8), sobre uma solucdo de cloreto de aluminio (3 e 5% m/v),
previamente resfriada em banho de gelo (4 °C). As microparticulas RI obtidas foram mantidas
sob agitacdo por 20 minutos, para completa reacdo de reticulagcdo, em seguida foram separadas
por filtragdo, lavadas com &gua purificada (150 mL) e secas em temperatura ambiente por 48
horas. Ao final desse processo foram armazenadas em dessecador para reducdo do teor de

umidade até atingir peso constante.
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Para as amostras DR, as microparticulas RI foram adicionadas em solugdo de
glutaraldeido (1, 3 e 5% v/v) e mantidas sob agitacdo magnética por mais 20 minutos
adicionais, em temperatura ambiente. Em seguida, foram filtradas, lavadas com agua purificada
(500 mL) por 5 vezes e secas em temperatura ambiente, por tempo adequado (48 horas) até
atingir peso constante.

O mesmo procedimento foi realizado para a obtencdo de microparticulas sem farmaco,

utilizadas como controle. O método de obtencao esta representado pela Figura 15:

Figura 14: Representacdo esquematica do processo de obtencdo de microparticulas de goma
gelana e amido através da geleificacdo ionotropica e dupla reticulagéo.
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Fonte: autoria propria

4.2.5 Caracterizagdo das microparticulas

4.2.5.1 Analise de tamanho e forma das microparticulas

As analises de distribuicdo granulométrica e forma foram realizadas em estereoscopio
Leica MZ APO™, em aumento de 10 vezes. As microparticulas, previamente secas até peso
constante, foram dispostas em placas de Petri e as imagens capturadas com auxilio do programa

Motic Images Advance 2.0. Foram mensurados o didmetro do circulo equivalente e a
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circularidade de uma populacdo de 100 microparticulas, a partir da digitalizacdo das imagens
em computador utilizando o programa analisador de imagem Motic Images Advance 3.2.

A média e o desvio padrdo dos resultados obtidos foram calculados e para uma analise
quantitativa da distribui¢cdo granulométrica das amostras. O indice de Span, o qual representa a
polidispersidade da amostra, foi determinado a partir da Equagéo 1 (HOSSEINI et al., 2014),
em que, os diametros (um) foram determinados para os percentis 90, 10 e 50, respectivamente
(ABASHZADEH et al., 2011; HOSSEINI et al., 2014).

Span = Dg(’;ﬂ (Equacdo 1)

50

Em que: Dgo, D10 e Dso sdo os diametros (« m) determinados para os percentis 90, 10 e 50,
respectivamente (ABASHZADEH et al., 2011).
Analise estatistica (ANOVA) das amostras foi realizada para verificar diferencas

significativas entre elas.
4.2.5.2 Teste de digestdo enzimatica dos microparticulas

A digestdo enzimatica in vitro das microparticulas e o teor de amido resistente foram
determinados pelo método descrito por Englyst, Kingsman e Cummings (1992).

As microparticulas foram incubadas em tampédo fosfato (0,1M, pH 7,1) a 100 °C (para
excluir as outras fracdes do amido, ja que o amido resistente tipo 3 (AR 3) é a Unica fracdo
termodinamicamente estavel), durante 30 minutos. Apds o resfriamento do sistema (37 °C), foi
adicionado 0,5 mL de uma solugdo enzimética de pancreatina (0,15 g/mL) e a incubacdo foi
mantida durante todo o teste a 37 °C. Durante a incubacéo, aliquotas (0,1 mL) foram retiradas
em intervalos pré-determinados (20, 60, 120, 150 e 180 min) e acrescidas de 1 mL de etanol
80% (v/v) para cessar a atividade enzimatica.

O amido que é hidrolisado em glicose foi quantificado espectrofotometricamente (540
nm) utilizando-se a curva padrao de glicose, obtida por Meneguin e colaboradores (2014), apés
a adicdo do acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS), que reage com a glicose formando um composto
avermelhado. O amido rapidamente digerivel (ARD) foi definido como total de amido digerido
nos primeiros 20 minutos e o amido lentamente digerivel (ALD) aquele digerido entre 20 e 120
minutos (ENGLYST; KINGSMAN; CUMMINGS, 1992).
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O contetdo de AR foi calculado de acordo com a Equagéo 2:

(Amido total - ARD - ALD) o x
o x100% (Equagcdo 2)

AR (%) =

Em que: AR = amido resistente; ARD = amido digerido dentro dos primeiros 20 min; ALD =
amido digerido entre 20 e 120 min (ENGLYST; KINGSMAN; CUMMINGS, 1992).

4.2.5.3 Rendimento

ApoGs a secagem das microparticulas em dessecador, sob véacuo até peso constante, o
rendimento foi calculado através da Equacao 3.

massa de microparticulas secas

%Rendimento = ( ) x 100 (Equacéo 3)

massa de polimeros+massa de farmaco
4.2.5.4 Teor de umidade

O teor de umidade das amostras foi avaliado por gravimetria, em balanga com sistema
de aquecimento por infravermelho (1V- 2000 GEHAKA®), a partir de uma massa conhecida de
microparticulas, a qual foi uniformemente disposta no prato de aluminio previamente
dessecado e tarado, e submetida ao aquecimento durante até peso constante. A anélise foi

realizada em triplicata.
4.2.5.5 Avaliacdo do teor e da eficiéncia de encapsulagcdo das microparticulas

O teor de incorporacdo do farmaco corresponde ao percentual que este representa na
microparticula. Para determinacdo do teor de encapsulacdo das microparticulas, que representa
a porcentagem de farmaco incorporado na particula, uma massa de microparticulas
(aproximadamente 0,01g) foi precisamente pesada e, em seguida, incubada em 10 mL de
tampdo fosfato pH 7,4 por 24 horas para intumescimento. As microparticulas intumescidas
foram trituradas em ultra-turrax (IKA) a 18.000 rpm durante 1 minuto, para a completa

extracao do farmaco. Apos esse processo, a dispersdo foi centrifugada a 5000 rpm (10 minutos)
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e o farmaco presente no sobrenadante foi quantificado utilizando espectrofotémetro UV-VIS
em 260 nm (pico maximo de absorcéo do cetoprofeno em tampéo pH=7,4). O mesmo processo
foi feito com as microparticulas sem farmaco utilizadas como controle.

O teste foi realizado em triplicata e o teor de encapsulagdo foi calculado através
Equacdo 4 (LUCINDA-SILVA; SALGADO; EVANGELISTA, 2010).

TE% = —£x 100 (Equacio 4)

Mam

Em que: TE% é o teor de encapsulacdo (%); mcp € a massa de cetoprofeno quantificada na
amostra; m,m € a quantidade total de farmaco adicionada.

A eficiéncia de encapsulacdo (%EE) foi calculada a partir do teor e do rendimento em
massa do lote preparado das microparticulas analisadas (Equacdo 5) (LUCINDA-SILVA,
SALGADO; EVANGELISTA, 2010).

TE.R

EE% = ( )x 100 (Equacio 5)

McTtotal

Em que: %EE = eficiéncia de encapsulacdo; TE = teor de encapsulacdo; R = rendimento em
massa do lote analisado; M total = massa total de cetoprofeno usado na preparacao do lote

analisado.

Quantificacdo do CP:

A quantificacdo do CP foi realizada por espectrofotometria UV-Vis. A metodologia de
quantificacdo nos meios HCI 0,1 N, pH 1,2 (com 0,75% de laurilsulfato de sddio), tampao
fosfato pH 6,0 e tampéo fosfato pH 7,4, foi previamente validada por Prezotti (2013), com base
nos pardmetros linearidade, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo (LD) e limite de
quantificacdo (LQ) conforme preconizado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria,
Farmacopeia Americana e Conferéncia Internacional de Harmonizacdo (BRASIL, 2003; ICH,
2005; USP, 2011b).

Devido & utilizacéo de polimeros diferentes daqueles avaliados no sistema desenvolvido
por Prezotti (2013) foi realizado o teste de especificidade/seletividade com os polimeros gelana
e AR.



Materiais e Métodos 65

4.2.5.6 Especificidade/Seletividade

Inicialmente, foi determinado o comprimento de onda de maéaxima absorcdo do
cetoprofeno na regido do ultravioleta, em que solugdes com concentracdo de 20 pg/mL de
cetoprofeno em HCI 0,1 N, pH 1,2 com 0,75% de laurilsulfato de sodio; em tampéo fosfato pH
6,0 e em tampdo fosfato pH 7,4 foram submetidas a varredura entre 200 e 400 nm, em
espectrofotobmetro UV-Vis. Em seguida, a interferéncia da goma gelana e do AR na
quantificacdo do cetoprofeno encapsulado nas microparticulas, bem como alteracbes nos
resultados do teste devido a presenca desses polimeros, foram avaliados a partir da
especificidade/seletividade determinada através da obtencdo dos espectros de absorcdo dos
polimeros entre 200 e 400 nm. SolucBes contendo 100ug/mL de misturas de gelana:amido
resistente (proporc¢do 1:1 (v/v)) nos diferentes meios testados foram submetidas a varreduras no
uv.

4.2.5.7 Andlise térmica

4.2.5.7.1 DSC

As curvas de DSC das microparticulas Rl e DR foram obtidas utilizando-se calorimetro
exploratério diferencial, modelo DSC 1 Star System (Mettler Toledo®) a uma razdo de
aquecimento de 10 °C/min, sob atmosfera inerte de gés nitrogénio (50 mL/min), na faixa de
aquecimento de 25 a 200 °C para o farmaco, 25 a 400 °C para os polimeros e 20 a 200 °C para
as microparticulas. Os experimentos foram conduzidos utilizando-se cadinho de aluminio com
tampa perfurada contendo aproximadamente 5 mg de amostra e como referéncia foi utilizado

um cadinho de aluminio vazio.

4.2.5.7.2 TG/IDTG

As curvas de TG/DTG das amostras Rl e DR foram registradas em equipamento TA
Instruments SDT Q600, em razdo de aquecimento de 10 °C/min, sob atmosfera inerte de gas
nitrogénio (100 mL/min), na faixa de aquecimento de 25 a 500 °C. Os experimentos foram

conduzidos utilizando-se cadinho de aluminio contendo aproximadamente 5 mg de amostra.
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4.2.5.8 Teste “ex vivo” de mucoadesdo

A mucoadesao foi avaliada usando Analisador Universal de Textura (TA-XT2 Texture
Analyser - Stable Micro Systems) no modo “compression” (Figura 16). Antes da realizacdo do
ensaio, o tecido intestinal do porco previamente congelado a 4 °C, foi mantido em temperatura
ambiente para o processo de descongelamento lento e, em seguida, incubado em solucdo salina
a 37 °C, a fim de garantir a qualidade e integridade da camada de muco (VARUM et al., 2010).
Seccdes de mucosa gastrintestinal de porco (aproximadamente 4 cm?) foram colocadas sobre
um suporte acrilico (Figura 16 b, ¢ e d) para teste de mucoadeséo, e as microcapsulas foram
cuidadosamente fixadas a uma sonda cilindrica metélica de 10 mm com auxilio de fita dupla-
face, de modo a formar uma Unica camada de microparticulas (Figura 16 a).

Para realizacdo do teste, a sonda metalica contendo a amostra foi movida
perpendicularmente em direcdo & mucosa com velocidade constante de 10 mm min™, sob uma
forca de compressdo pré-determinada de 0,5 N e, introduzida a 1 mm de profundidade, a partir
da superficie da mucosa. O tempo de contato foi de 60 segundos, sem a aplicagdo de forca
durante esta fase (Figura 16 e).

Em seguida, a sonda foi removida com velocidade de 20 mm min™® e foram
determinados para cada amostra: a forca de mucoadesdo (Fma), correspondente a forca de
destacamento méaxima (N) e o trabalho da mucoadesdo (Twma) (N.s), dados pela &rea sob a curva
forca versus tempo (Figura 17). As analises foram realizadas com as microparticulas pré-

hidratadas por 5 minutos, em tampéo fosfato pH 6,0 a 37 °C.
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Figura 15: Esquema ilustrativo do metodologia utilizada no teste de mucoadesao ex vivo.

Figura 16: Grafico da Fya (N) e do Twa (N.s), dados pela pico de forca e area sob a curva forca
versus tempo, respectivamente.
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4.2.5.9 Anédlise de intumescimento

O intumescimento das microparticulas foi avaliado em meios com diferentes valores de
pH a fim de simular os ambientes do trato gastrointestinal: sendo meio acido (HCI 0,1 N,
pH=1,2), tampé&o fosfato, pH=7,4 e pH=6,0. A capacidade de intumescimento das amostras foi
determinada através da avaliacdo do aumento do didmetro das particulas nos diferentes meios
(ALMEIDA; ALMEIDA, 2004), em diferentes intervalos de tempo de 0, 30, 60, 90 e 120
minutos. O didmetro do circulo equivalente foi determinado utilizando-se estereoscopio Leica
MZ APO e as imagens foram capturadas com auxilio do programa Motic Images Advance 2.0 e
digitalizadas utilizando o programa analisador de imagem Motic Images Advance 3.2. O indice

de intumescimento (%) foi calculado utilizando-se a Equagéo 7.

a

1d_ L x 100 Equacéo 7
0

(%) =

Em que: 1(%) = porcentagem de intumescimento; d; = tamanho da particula no tempo t; do =
tamanho da particula no tempo 0.

A capacidade de intumescimento das particulas foi avaliada por anélise de imagem em

quintuplicata.
4.2.5.10 Determinacdo do perfil de liberacdo in vitro do cetoprofeno

Os ensaios de dissolucéo para a determinacao do perfil de liberacdo in vitro do farmaco
a partir das amostras Rl e DR, foram realizados utilizando-se uma massa precisamente pesada
de microparticulas contendo 100 mg de farmaco. Utilizou-se aparato 1 (cesto), sob velocidade
de 50 rpm e temperatura de 37 °C + 0,3 °C.

O teste foi realizado utilizando-se, como meios de dissolucéo, solu¢des com diferentes
valores de pH, a fim de mimetizar a variacdo de pH ao longo de todo TGlI. Inicialmente, o
ensaio foi realizado em meio &cido (900 mL de HCI 0,A1N - pH=1,2), durante 2 horas.
Laurilsulfato de sédio (0,75%) foi adicionado como tensoativo devido a escassa solubilidade do
farmaco neste meio, a fim de atender as condic¢des sink. Em seguida, foi conduzida a segunda

etapa do ensaio em tampao fosfato pH 7,4 (900 mL) durante 4 horas baseado no procedimento
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proposto na USP 34, capitulo 711, em ensaio de dissolug&o para sistemas de liberagdo retardada
(Método B) (USP, 2011a).

Para a ultima etapa do ensaio foi adicionado HCI 2 N, para promover a reducdo do pH
para 6,0, a fim de simular o pH do meio colnico. Os meios foram preparados conforme
preconizado pela USP 34, na secédo de reagentes (USP, 2011c).

As aliquotas foram retiradas em intervalos de tempo pré-estabelecidos e filtradas em
membrana de acetato (0,45 um, Millipore®). A reposicdo imediata de meio & mesma
temperatura foi realizada. A anélise quantitativa do farmaco liberado foi realizada em
espectrofotémetro UV-Visivel (258 nm em meio &cido e 260 nm tampéo fosfato pH 7,4 e pH 6)

e todos os ensaios foram realizados em triplicata.

4.2.5.11 Analise dos mecanismos de liberacdo do farmaco

Para avaliacdo dos mecanismos envolvidos na liberacdo do farmaco a partir das
microparticulas, diferentes modelos matematicos foram aplicados aos dados de liberacdo in
vitro (primeira ordem, Higuchi, Hixson-Crowell, Baker-Lonsdale, Korsmeyer-Peppas e
Weibull), utilizando programa Sigmaplot 10.0. Todos os modelos foram aplicados a curva
completa, com excecdo da equacdo de Peppas e Weibull, para os quais foram utilizados 0s
dados de aproximadamente 60% de liberacdo. O modelo mais adequado para descrever a
cinética de dissolucdo do farmaco para cada formulagdo foi selecionado com base nos valores

de r%.

4.2.5.12 Analise de morfologia de superficie e estrutura interna das microparticulas

A morfologia de superficie e a estrutura interna das microparticulas foram analisadas
por microscopia eletrénica de varredura de campo ampliado de alta resolugdo (MEV-FEG)
JEOL JSM-7500F. As amostras foram preparadas conforme item 4.2.4, adicionadas ou néo de
CP. Para avaliar a estrutura interna, as microparticulas foram submetidas a criofratura, em que
sdo fraturadas apOs o congelamento em nitrogénio liquido, em seguida, fixadas em fita de

carbono dupla face.



Materiais e Métodos 70

4.2.5.13 Andlise estatistica

As diferencas significativas entre os valores obtidos foram avaliadas por analise de
variancia (ANOVA) seguida por comparacdes multiplas pelo método de Tukey (p<0,05), com

auxilio do software Origin 9.0, Statistica 10.0, GraphPad Prism 5 e Sigma Plot 10.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencdo e caracterizacdo dos hidrogéis

A reticulacdo, bem como a associacdo de polissacarideos naturais, tem sido uma
ferramenta importante para melhorar as propriedades mecénicas de hidrogéis, ja que
possibilitam a formacdo de redes estruturais mais fortes (CARBINATTO et al., 2012;
CARBINATTO et al., 2014; CURY et al., 2009a; CURY et al., 2009b; MENEGUIM; CURY;
EVANGELISTA, 2014; OLIVEIRA et al., 2010; PEPPAS et al., 2000, PREZOTTI; CURY;
EVANGELISTA, 2014; SOARES, 2011; SOARES et al., 2013). As propriedades mecanicas
dessas estruturas podem ser avaliadas a fim de investigar/avaliar a possiveis mudancas que
podem ocorrer na textura dos sistemas quando submetidos as tensdes quando em condicdes

fisioldgicas.

5.1.1 Analise das propriedades mecanicas dos hidrogéis

A TPA ¢é amplamente utilizada na inddstria alimenticia para a caracterizagdo mecanica
de alimentos e, atualmente, tem sido muito Util na area farmacéutica para estudo das
propriedades mecanicas de hidrogéis, tais como adesividade, dureza e coesividade
(CARVALHO, 2012; MENEGUIM et al., 2012, PEREIRA, 2011)

A dureza, propriedade caracteristica de um material solido, expressa a resisténcia a
deformacdes e os valores desse parametro sdo obtidos a partir do pico da forca méxima
exercida pela probe durante a primeira compressdo, ou seja, representa a forca maxima
requerida para que ocorra a deformacdo da amostra (Figura 14) (EXPONENT LITE, 2009).

A adesividade, que expressa a capacidade de um material aderir a outro, é dada pela
primeira area negativa (A3 da Figura 14) e representa o trabalho necessario para vencer a
atracdo existente entre a amostra e a prova analitica, ou seja, a forca total necessaria para
separar a probe da amostra (EXPONENT LITE, 2009).

A coesividade, caracterizada pela medida do grau de dificuldade em romper a
estrutura interna de um gel (LAU; TANG; PAULSON, 2000), é dada pela razdo entre a area
positiva obtida durante a segunda compressdo (A2 da Figura 14) e a obtida durante a primeira
compressédo (Al da Figura 14), e expressa a extensdao que um material se rompe sob uma agao
mecéanica (EXPONENT LITE, 2009; MORRIS; NISHINARI; RINAUDO, 2012).
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A TPA das dispersbes de gelana/AR néo reticuladas, dos hidrogéis de gelana (HG) e
dos hidrogeis Rl e DR foi realizada a fim de avaliar a influéncia dos métodos de
retrogradacdo (AR-M1 e AR-M2), bem como da concentracdo de polimeros e agente
reticulante nas propriedades de textura dos hidrogéis.

Nos hidrogeis RI, de maneira geral, os maiores valores de dureza foram exibidos pelas
amostras que apresentavam maiores concentracdes de gelana (2%), contendo AR-M1
(p<0,05) (Figura 18 a) e esses valores foram maiores que aqueles obtidos para HG-RI
(p<0,05) (Figura 18 b e c¢). O mais elevado valor de dureza foi verificado para a amostra
H2105-RI (p<0,05) (Figura 18 a) que apresentava gelana, AR-M1 e agente reticulante nas
suas maximas concentracgoes.

A esse respeito, alguns fatores devem ser levados em consideracdo, como a elevada
concentracdo de polimeros que deve, naturalmente, permitir a formacdo de uma rede mais
compacta devido a maior possibilidade de interpenetragdo e, consequentemente, maior
entrelacamento das cadeias poliméricas. Adicionalmente, a presenca de cations deve
contribuir para a diminuicdo da repulsdo, aumentando a aproximacdo das duplas hélices e a
quantidade de zonas de juncdo intra e/ou intercadeias (TANG; TUNG; ZENG, 1996).

Esse conjunto de fatores deve ter favorecido a formagdo de uma rede mais coesa e
compacta, o que justifica a maior dureza dessas amostras. Comportamento semelhante foi
relatado por Huang e colaboradores (2007), que verificaram que a associacdo de amido de

arroz a gelana promoveu o aumento da dureza dos hidroggéis.
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Figura 17: Dureza dos hidrogéis reticulados ionicamente contendo AR-M1 e AR-M2 (a) e
comparagdo com os géis de gelana reticulados ionicamente (b e c).
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A contribuicdo do AR-M1 para o aumento da dureza dos hidrogeéis RI indica que na
retrogradacdo sob resfriamento isotérmico (4 °C), a mais reduzida mobilidade das cadeias
deve ter permitido se alcancar um nivel de organizacdo estrutural que resultou na formacéo de
estruturas mais fortes e estaveis do que aquelas obtidas em ciclos alternados de temperatura.

Park, Baik e Lim (2009) também observaram que a retrogradagcdo do amido a uma
temperatura constante de 4 °C durante 16 dias favoreceu o aumento da dureza quando
comparado com aquele submetido a retrogradacdo em ciclos alternados de temperatura (4/30
°C durante 16 dias).

Para as amostras submetidas a DR, de maneira geral, maiores valores de dureza foram
observados para os hidrogéis contendo méaximas concentracdes de ambos os polimeros e
contendo AR-M1, independente da concentracdo dos reticulantes (p<0,05) (Figura 19 a). Os
valores de dureza foram superiores aos dos HG-DR (p<0,05) (Figura 19 b e ¢) e a maxima
dureza foi exibida pelas amostras H21053-DR e H21055-DR (p<0,05) (Figura 19 a).
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Esses resultados indicaram novamente que a maior concentracdo de polimeros e a

presenca do AR-M1 foram determinantes para o aumento da dureza.

Figura 18: Dureza dos hidrogéis duplamente reticulados contendo AR-M1 e AR-M2 (a) e
comparagao com os géis de gelana duplamente reticulados (b e c).
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Estabelecendo uma anéalise comparativa entre hidrogéis Rl e DR, a maior dureza foi
obtida para os hidrogéis RI contendo AR-M1 (p<0,05).

Esse comportamento pode ser atribuido ao fato de que na DR, a introducéo de ligacdes
covalentes pode ter contribuido para a formacdo de uma rede muito rigida e,
consequentemente, quebradica, de modo que as estruturas formadas foram mais facilmente
rompidas quando submetidas a uma tensdo. Ao contrario, a Rl provavelmente permitiu a
formacdo de uma rede estrutural com maior mobilidade intercadeias e suficientemente
resistente, o que explica os maiores valores de dureza para essas amostras.

Os hidrogéis RI contendo AR-ML1, independente das concentra¢fes de polimeros e
agente reticulante, ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas para os valores

de coesividade (p<0,05) (Figura 20 a). Esse mesmo comportamento foi verificado em relagéo
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aos HG-RI (p<0,05) (Figura 20 b e c). Entretanto, a coesividade das amostras contendo AR-
M1 foi maior do que dos hidrogeéis contendo AR-M2 (p<0,05).

Entre os hidrogeis contendo AR-M2, o maior valor foi alcancado quando ambos 0s
polimeros estavam nas suas maximas concentragdes (H2103-R1 e H2105-RI) (p<0,05) (Figura
20 a), sendo esses valores maiores do que aqueles obtidos nos HG23-RI e HG25-RI (p<0,05)
(Figura 20 b). Mais uma vez, os resultados demonstram que a associacdo dos polimeros e o

aumento da concentracdo contribuiram para formacéo de redes mais coesas.

Figura 19: Coesividade dos hidrogéis reticulados ionicamente contendo AR-M1 e AR-M2 (a)

e comparacgdo com os géis de gelana reticulados ionicamente (b e c).
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Para os hidrogéis DR, de maneira geral, a coesividade das amostras ndo apresentou
diferencas estatisticamente significativas entre as diferentes amostras (p<0,05) (Figura 21 a) e
mesmo em relacdo aos HG-DR (p<0,05) (Figura 21 b e c).
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Figura 20: Coesividade dos hidrogéis duplamente reticulados contendo AR-M1 e AR-M2 (a)
e comparagdo com os géis de gelana duplamente reticulados (b e c).
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Correlacionando os resultados dos hidrogéis Rl e DR, a coesividade dos hidrogéis
contendo AR-M1 néo apresentaram diferengas estatisticamente significativas entre Rl e DR
(p<0,05), entretanto, nos hidrogéis contendo AR-M2 a coesividade dos hidrogéis RI foi maior
do que os hidrogéis DR, somente quando ambos os polimeros estavam nas maximas
concentragfes (p<0,05) (H2103-Rl e H2105-Rl), independente da concentracdo de
reticulante.

Quanto a adesividade, os hidrogéis Rl apresentaram 0s maiores valores quando a
gelana e AR-M2 estavam em suas maximas concentra¢fes (p<0,05), sendo que a méxima
adesividade foi exibida pelo hidrogel H2105-R1 (p<0,05) (Figura 22 a).

No entanto, a adesividade dos hidrogéis Rl contendo AR-M1 e AR-M2 foi menor do
que nos HG-RI (p<0,05) (Figura 22 b e c¢), exceto para H2105-RI com AR-M2 que apresentou

adesividade semelhante ao HG25-RlI.
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Figura 21: Adesividade dos hidrogéis reticulados ionicamente contendo AR-M1 e AR-M2
(a) e comparagdo com os geis de gelana reticulados ionicamente (b e c).
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Para os hidrogéis DR, a adesividade foi maior nas amostras contendo AR-M1 (Figura

23 a), sendo a amostra H21055-DR a que exibiu o maior valor de adesividade (p<0,05).

adesividade (p<0,05) (Figura 23 b e c).

Em relacdo aos HG-DR, de maneira geral, os hidrogéis DR apresentaram menor
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Figura 22: Adesividade dos hidrogéis duplamente reticulados contendo AR-M1 e AR-M2 (a)
e comparagdo com os geéis de gelana duplamente reticulados (b e c).
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Estabelecendo uma andlise comparativa entre hidrogéis R1 e DR, de maneira geral, a
adesividade foi maior nos hidrogéis DR contendo AR-M2 (p<0,05).

Para selecdo das amostras e continuidade do trabalho, as amostra contendo AR-M2
foram consideradas as mais promissoras por apresentarem os maiores valores de adesividade,
ja que essa capacidade adesiva do material deve permitir possiveis interacGes adesivas com
substratos biologicos, propriedade fundamental para a obtencdo de sistemas mucoadesivos
para a liberacdo de farmacos.

Além disso, considerando que a Rl e DR de hidrogéis favorece a formacdo de uma
rede tridimensional cujas propriedades mecanicas podem ser modificadas, os hidrogéis que
apresentaram, em particular, valores de dureza, adesividade e coesividade que poderiam ser
julgados mais promissores, ou seja, minimos e maximos valores que foram considerados
desejaveis e reprodutiveis para posterior avaliacdo do comportamento reoldgico por testes

oscilatorios dinamicos estdo apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1: Hidrogeis de gelana/AR-M2 selecionados para a determinacdo do comportamento
reoldgico.

Amostras selecionadas

H1535-DR
H153-R| H1553-DR
H2553-DR

H1103-RlI
H21031-DR

H253-RlI
RI DR H21033-DR

H255-RlI
H21035-DR

H2103-RI
H2105-R] H21051-DR
H21053-DR
H21055-DR

O conjunto de resultados obtidos mostrou que cada propriedade de textura pode ser
otimizada em condicdes especificas e, nesse sentido, a Rl mostrou-se uma ferramenta
eficiente para promover o aumento dos parametros dureza e coesividade dos hidrogéis,
enquanto a adesividade foi favorecida pela DR. Além disso, 0 aumento da concentracdo de

polimeros influenciou de maneira positiva todos os parametros estudados.

5.1.2 Analise das propriedades reoldgicas dos hidrogéis poliméricos

O termo reologia refere-se ao estudo do fluxo de materiais e descreve o
comportamento de deformacdo de um material quando este é submetido a uma tenséo.
(SCHRAMM, 2006; WHITE, 1990). Deformacbes viscosas e elasticas sdo duas
possibilidades de resposta dos materiais quando submetidos a uma tenséo (SCHRAMM,
2006). Um dado material pode se comportar como um sélido elastico ou como um liquido
viscoso, dependendo da tenséo que € aplicada durante a analise (GRASSI et al., 2006).

A analise de propriedades reologicas representa uma ferramenta eficiente para avaliar
as propriedades estruturais de diferentes materiais poliméricos, a fim de promover a
caracterizagd0 macroscopica, com proposito de estabelecer uma correlagdo entre
comportamento microestrutural e as repostas reolégicas particulares desses materiais
(AMORIM, 2012; DINU et al., 2012; GRASSI et al., 2006; RODRIGUEZ-HERNANDEZ,
2003).

A utilizagdo de testes reoldgicos na caracterizacdo de hidrogéis possibilita a obtencédo
de informacdes importantes sobre as propriedades viscoel&sticas desses materiais permitindo
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estabelecer uma relagdo entre a estrutura interna do hidrogel e o seu comportamento reol6gico
(DINU, et al., 2012).

Através da caracterizacdo do comportamento viscoelastico é possivel determinar o
moédulo de armazenamento (G’), que representa a energia de tensdo temporariamente
armazenada durante a anélise (resposta solida), e 0 modulo de perda (G”), que diz respeito a
energia dissipada para iniciar o fluxo, a qual é irreversivelmente perdida sendo transformada
em calor de cisalhamento (resposta liquida) (BARNES; HUTTON; WALTERS, 1996;
JONES, 1999; SCHRAMM, 2006).

A andlise de propriedades reolégicas € uma ferramenta muito utilizada para
caracterizar sistemas constituidos por um ou mais tipos de materiais poliméricos que, ap6s a
formacdo de ligacBes cruzadas devido ao processo de reticulacdo, apresentam mudancas de
comportamento mecanico, ja que este processo deve levar ao aumento da resisténcia mecanica
(BERGER et al., 2004; KULKARNI et al., 2011) e, consequentemente, da elasticidade dos
materiais (GRASSI et al., 2006; KHONDKAR et al., 2007; ROMANI et al., 2002).

No caso de materiais poliméricos, esse comportamento viscoelastico é resultado dos
dominios existentes na estrutura do polimero, em que uma regido apresenta-se altamente
reticulada (dominios aparentemente elasticos) e a outra ndo reticulada, que ¢€
predominantemente fluida (dominios aparentemente viscosos) (GRATTONI et al., 2001).

A amplitude em que se mantém a faixa de viscoelasticidade linear das amostras é
determinada pela varredura de tenséo, a qual é caracterizada pela deformacéo proporcional a
tensdo aplicada, em que ndo ocorre alteracdo permanente da estrutura original da amostra, ou
seja, a deformacgéo ocorrida e a tensdo aplicada no material apresentam uma relacdo linear
(SCHRAMM, 2006).

A varredura de tensdo das dispersdes ndo-reticuladas (Figura 24 a), dos hidrogéis RI
(Figura 24 b e c) e DR (Figura 24 d, e, f), com e sem farmaco, para determinacao da faixa de
viscoelasticidade linear, estdo apresentados na Figura 24. A incorporacdo do farmaco foi
realizada através da adi¢do de 0,5% (m/v) nos hidrogéis preparados conforme os itens 4.2.2.2
e 4.2.2.3 (Figura 13).
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Figura 23: Espectros da varredura de tensdo das dispersfes ndo-reticuladas (a) e dos
hidrogéis reticulados ionicamente (b e c) e duplamente reticulados (d, e, f).
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De maneira geral, pela analise dos espectros de varredura de tensdo de todas as

amostras (reticuladas e néo-reticuladas) (Figura 24), verificou-se que para as dispersdes ndo

reticuladas (Figura 24 a) a faixa de viscoelasticidade linear apresentou-se em regifes mais

baixas (aproximadamente 1 Pa), indicando estruturas mais fracas e que séo facilmente

rompidas em baixas tensfes. Essas amostras exibiram 0s menores valores de stress critico,

demonstrando rompimento da estrutura do sistema préximo a 1 Pa.
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Para as amostras reticuladas (Rl e DR), a faixa de viscoelasticidade linear estendeu-se
até 6 Pa, e, dessa forma, foi selecionada a tensdo de 5 Pa para a obtencdo dos espectros da
varredura de frequéncia.

No espectro mecanico das dispersdes ndo-reticuladas (Figura 25), nas amostras D15 e
D15-CP, (Figura 25 a), foi verificada a predominancia de G” sobre G’, sendo G’ dependente
da frequéncia, o que determina um comportamento predominantemente viscoso, indicando a
formacéo de um gel estruturalmente mais fraco (KHONDKAR et al., 2007).

Para as demais amostras ndo-reticuladas (Figura 25 b, ¢ ¢ d), G’ foi maior que G”
(aproximadamente 2 vezes) e menos dependente da frequéncia, indicando o comportamento
elastico desses amostras. Além disso, os modulos G’ ¢ G’ apresentaram-se paralelos entre si,
indicando a formacédo de uma de estrutura mais forte com relacdo a D15 e D15-CP e 0 maior
valor de G’ foi exibido pela amostra D210-CP (G’=393,5) (Tabela 2).

Esse comportamento pode ser atribuido a formacdo de uma estrutura mais densa
devido ao aumento da concentracdo de polimeros e presenca do farmaco, pois a gelana
contribui para formacdo de estruturas mais densas devido ao maior enovelamento e
empacotamento de suas duplas hélices que intensifica as interacBes intercadeias (PATIL,;
CHAVANKE; WAGH, 2012), enquanto o amido, ap6s o processo de retrogradacdo favorece
a formagdo de uma rede estrutural cristalina mais densa (BILIADERIS, 2009) e, assim,
provavelmente a associacdo desses polimeros contribuiu para formacdo de estruturas mais
fortes.

Nos hidrogéis contendo CP, a incorporacdo do farmaco favoreceu a formacgdo de
estruturas mais compactas, possivelmente pela acomodacdo das particulas entre as cadeias
poliméricas.

Os espectros da varredura de frequéncia das dispersdes ndo-reticuladas, com e sem

farmaco, sdo apresentados na Figura 25.
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Figura 24: Espectros de varredura de frequéncia das dispersdes de gelana/AR nao-
reticuladas.

100000

100000
* G'D15 a » G'DI110 b

wooo { ° ©'D15 ° G'D110
7 cEDLs _ "] e n*Di10
L 00 ] 2 G'DI5CP N = G'D110-CP
* a n* D15-CP a = % 1004 o G"D110-CP E
g Bé’g? = o 0*D110-CP
[ 100 ] ‘E‘ ] W O
%— 'Esé' a 0 .llll-'---.-;!goo
o afatse ° : inna“""" Oosens

w A ie.g i o . o DDUUDD l“ﬂ‘si
© ] gai¥ = 107 ﬁggDUE..Eua“"'aW" a
o o Dﬂﬁgi . a % [ o8 oo0Ba
g .EEEBDUDﬁﬁ .’ DD 2 o 0ao0008083 ¢, EIEI
(L) 1 8'!90002g0099590nugnnung oY i) 11 oug o a5, s

- ‘ . o® | ‘ o°°°‘o°3°°”
o 1 n 100 1000 Y ) 10 100 100¢
® (rad/s) ® (rad/s)

100000

* G'D25 5 c 100000 ¢ G'D210

o G"D25 B o G* D210
=7 e n*D25 - @ 10000 1 2T B10.cp

w G'D25- “ 0210
= ol @ GD2BCP - | = amostce, " 5
= 8 n* D25-CP . e 000 Ll — =
) lIIIIl-IIlll-;G!o % nmnu DL LT T ﬁ!ﬁ'ﬂ'ﬂﬁw
ﬂ‘? 1004 .HQE--IIIIIIII gs.ua g 100 4 .oonﬁ‘““ﬁﬁﬁﬁﬁa 000°°
7 = UE‘W?WW wes s ° ¥ 843820 B8ag oo°0 a®
o 2968300 09TH g ® B o 8o0g0oage’" ¥
2 | 80gg°® 2, = 10 °°°o fog,

o 10 ogQodl Og —_ = o
o 0900 Bp g & °ooozsgzgunmg
- <] o -

o a5 *%oo ooﬁzzgn (U] 11 o
4 , , : 0.1 ; ; ;
0.1 1 10 100 100¢ 0.1 1 10 100 1000
® (rad/s) ® (rad/s)

Os valores de G°, G” e n* foram analisados em baixa frequéncia, em que o sistema

deve apresentar sua configuracdo mais preservada. Os valores apresentados na Tabela 2

evidenciam a predominancia do comportamento elastico, de modo que o aumento de G’ foi

verificado nas maiores concentracdes de ambos os polimeros, sendo esse que mesmo

comportamento foi verificado para

n*.

Tabela 2: Valores G°, G’ e n* do teste oscilatorio para as dispersdes nao-reticuladas sem e
com farmaco (tensdo, 1 Pa e frequéncia, 1 Hz).

AMOSTRAS G' G" n*
D15 0,123 0,571 0,077
D15-CP 0,520 0,811 0,127
D110 8,139 4,227 1,224
D110-CP 39,177 14,247 5,521
D25 38,78 14,503 5,482
D25-CP 179,767 49,003 24,663
D210 1472 48,34 20,513
D210-CP 393,5 99,047 53,72
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Os espectros de varredura de frequéncia dos hidrogéis RI, com e sem farmaco, sdo
apresentados na Figura 26 e demonstraram que G’ manteve-se superior a G”, em toda faixa de
frequéncia estudada, revelando o comportamento predominantemente elastico das amostras
(SAXENA; KALOTI; BOHIDAR, 2011), atribuido a formacdo de um gel com elevada
densidade de reticulagdo (SOARES et al., 2013).

Figura 25: Espectros de varredura de frequéncia dos hidrogéis reticulados ionicamente
(H153-RI (a), H1103-RI (b), H253-RI (c), H2103-RI (d), H255-RI (e) e H2105-RI (f) sem e
com farmaco, respectivamente).
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Além disso nos espectros, G’ ¢ G” apresentaram-se paralelos entre si, sendo os valores
de G’ superiores aos de G” (aproximadamente 5 vezes) e independentes da ® (Tabela 3),
indicando a formacéo de géis fortes e estaveis. A formacao dessa estrutura mais elastica pode
estar relacionada as interagdes estaveis intra e intercadeias promovidas pelas ligagdes idnicas
entre os cétions e as duplas hélices de ambos os polimeros levando a formacdo de uma
estrutura mais forte.

Esse comportamento também pode ser atribuido ao elevado grau de reticulagdo dessas
amostras, ja que a elevada valéncia do aluminio contribui para a formacdo de um gel mais
forte e resistente, pois cada ion é capaz de estabelecer trés ligagbes com 0s grupos
carboxilatos e com os 4&tomos de oxigénio das hidroxilas presentes nos polimeros levando ao
maior fortalecimento da estrutura do gel em relagdo aos cations mono e divalentes, conforme
relatado por Maiti e colaboradores (2011).

Portanto, no processo de Rl os polimeros sofreram uma modificacdo quimica que
resultou na formacéo de estruturas de caréter elastico e de elevada resisténcia, em que mesmo
guando submetidas a uma tensdo foram capazes de manter sua estrutura estavel.

Khondkar e colaboradores (2007), em estudos para avaliar o comportamento reoldgico
de géis de amido e pectina reticulados com trimetafosfato de sodio, também observaram que
estruturas mais resistentes e de carater elastico eram obtidas apés a reticulacdo, demonstrando

0 maior grau de elasticidade e integridade estrutural.

Tabela 3: Valores de G’, G” e n* para os hidrogéis reticulados ionicamente, sem e com
farmaco (tensao, 5 Pa e frequéncia, 1 Hz).

Amostras G’ G" n*
H153RI 1290,033 242,267 173,800
H153RI-CP 1780,667 335,567 239.900
H253RI 5828,000 1100,567 785,133
H253RI-CP 8660,000 1641,667 1167,000
H255RI 6202,667 1232,000 837,200
H255RI-CP 9159,333 1776,667 1235,000
H1103RI 1830,000 326,933 246,067
H1103RI-CP 3012,333 540,767 405,167
H2103RlI 7894,667 1450,667 1062,567
H2103RI-CP 7854,333 1455,333 1057,333
H2105RI 7612,667 1433,333 1025,533
H2105RI-CP 6656,333 1224,633 896,000
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Os maiores valores de G’ e de n* foram observados para as amostras contendo 2% de
gelana (Figura 27), o que pode ser atribuido a propriedade geleificante intrinseca deste
polimero que, em elevadas concentracfes, permite que as duplas hélices se agreguem para
formar zonas de juncdo que, ao se complexarem com 0s cations, originam uma estrutura
tridimensional mais homogénea de carater mais elastico (MAITI et al., 2011).

Essa habilidade da gelana em formar redes uniformes e de carater sélido, quando em
elevadas concentracGes também foi descrita por Rodriguez-Hernandez e colaboradores (2006)

em estudos sobre as propriedades viscoelasticas e estruturais de misturas de amido e gelana.

Figura 26: Efeito da concentracao de gelana no moédulo G' e na viscosidade (n*) dos
hidrogéis reticulados ionicamente.
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O aumento de G’ e da n* também foi verificado nos hidrogéis contendo elevadas
concentracdes de AR (Figura 28). A presenca dos granulos de amido intumescidos, presentes
no AR, deve ter contribuido para o fortalecimento da rede estrutural dos hidrogeis, de modo
que a distribuicdo desses granulos entre as duplas helices da gelana pode ter tornado a rede
estrutural mais compacta, o que explica o0 comportamento solido dessas amostras.

A capacidade do amido em contribuir com aumento da elasticidade de misturas
poliméricas também foi demonstrada em estudos mesmo com amido ndo modificado
(RODRIGUEZ-HERNANDEZ et al., 2006; KHONDKAR et al., 2007).
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Figura 27: Efeito da concentracdo de amido retrogradado no modulo G' e na viscosidade (1)
dos hidrogeis RI.
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O aumento da concentracdo do agente reticulante entre as amostras, com e sem
farmaco (Figura 29), levou ao aumento de G’ e n*, provavelmente devido a elevada densidade
de reticulacdo. Provavelmente, a maior quantidade de cétions adicionados estabeleceu um
maior nimero de ligacbes com os anions das cadeias poliméricas e, consequentemente, a
formacéo de uma rede mais forte.

Esse comportamento é coerente, pois de acordo com Berger e colaboradores (2004), o
aumento da concentracdo de agente reticulante € um fator importante para promover um
maior grau de reticulagcdo. Entretanto, nas mais elevadas concentragdes de ambos os
polimeros, independente da concentracdo de reticulante (H2103RI-CP e H2105RI-CP), foi
verificado uma diminui¢do do G’ e n*, que pode ser atribuida a formagédo de uma rede muito
compacta e de elevada rigidez que, quando submetida a tensdo de cisalhamento foi facilmente
rompida, o que explica a diminuigdo no comportamento elastico das amostras.

Figura 28: Efeito da variacdo da concentracio de agente reticulante (AI**

viscosidade (n*) dos hidrogéis reticulados ionicamente.
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Os espectros de varredura de frequéncia dos hidrogéis DR, com e sem farmaco, estdo
apresentados na Figura 30. Para essas amostras, comportamento semelhante ao dos hidrogéis
RI foi verificado, ja que em todos os espectros 0 modulo de armazenamento (G’) manteve-Se

superior a0 moddulo de perda (G”) em toda faixa de frequéncia estudada, indicando

comportamento predominantemente elastico (GRASSI et al., 2006).

Figura 29: Espectros de varredura de frequéncia dos hidrogéis duplamente reticulados.
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De acordo com os dados da Tabela 4, os valores de G’, em baixa frequéncia, foram
maiores que G” (aproximadamente 5 vezes), sendo G’ e G” paralelos entre si e independentes
da o, indicando a formagdo de um gel forte. Foi observado que nos hidrogéis contendo
méximas concentracdes de polimeros, independente da concentracéo do Al** e com a presenca
do farmaco, a reticulagdo com glutaraldeido promoveu o aumento de G’, principalmente
quando o agente reticulante estava em maior concentracéo (3 e 5%).

Esse comportamento pode ser atribuido a possibilidade das ligacbes covalentes
intercadeias promoverem um maior grau de reticulagdo da rede polimérica e a nova
configuragdo assumida favorecer a elasticidade dos sistemas promovendo 0 maior
fortalecimento da rede e, consequentemente, originando uma estrutura mais forte e estavel.

Essa capacidade do glutaraldeido em promover maior grau de reticulacdo e,
consequentemente, aumentar a elasticidade de materiais foi demonstrada em estudos com
filmes de gelatina (BIGI et al., 2001; MARTUCCI; RUSECKAITE; VAZQUEZ, 2006).

Os espectros das amostras H21031DR, H21031DR-CP, H21033RI, H21033DR-CP
H21035DR, H21035DR-CP, H21051DR e H21051DR-CP (Figura 30 j, k, | e m)

apresentaram comportamento distinto em relacdo aos demais, pois os valores de G’ desses
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hidrogéis mantiveram-se proximos entre si, em toda faixa de frequéncia estudada, indicando
que a incorporacgdo do farmaco ndo afetou de maneira significativa as propriedades reoldgicas

desses hidrogéis (p<0,05).

Tabela 4: Valores G’, G”’ e n* do teste oscilatério dos hidrogéis duplamente reticulados, com
e sem farmaco (tensdo 5 Pa e frequéncia 1 Hz).

Sem Farmaco
AMOSTRAS
G’ G" n*
H1535DR 853,633 148,900 114,727
H1535DR-CP 1895,333 349,267 255,133
H1553DR 1562,333 287,100 210,300
H1553DR-CP 809,867 153,000 109,123
H2553DR 9539,667 1894,000 1287,667
H2553DR-CP 3980,667 768,833 536,767
H21031DR 6826,000 1275,667 864,300
H21031DR-CP 5400,000 1040,333 728,133
H21033DR 6485,667 1383,667 879,367
H21033DR-CP 8866,000 1578,333 1192,000
H21035DR 6283,000 1142,300 845,433
H21035DR-CP 8431,333 1487,667 1133,533
H21051DR 7478,667 1447,667 1008,267
H21051DR-CP 5973,000 1075,133 803,467
H21053DR 6033,333 1096,333 811,833
H21053DR-CP 10726,000 1920,000 1442,667
H21055DR 5845,667 1071,567 786,767
H21055DR-CP 10690,000 1898,000 1437,000

Os dados apresentados na Figura 31 demonstram que 0 aumento da concentracdo de
gelana promoveu o significativo aumento da n* dos hidrogéis sem farmaco o que, mais uma
vez, evidencia a capacidade deste polimero em formar estruturas mais densas e viscosas.
Entretanto, a viscosidade das amostras contendo CP ndo apresentou diferencas significativas
(p<0,05).
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Figura 30: Efeito do aumento da concentracdo de gelana no comportamento elastico (G') (a) e
na viscosidade (n*) (b) dos hidrogéis duplamente reticulados.
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Nos hidrogéis contendo CP e 2% de gelana, a maior concentracdo de amido levou ao
aumento do G’ e da n* (Figura 32), provavelmente atribuido a formacéo de uma rede mais
densa devido a acomodacdo do farmaco entre as cadeias poliméricas, criando pontos de
contato intercadeias, fortalecendo a estrutura do gel. Entretanto, comportamento inverso foi
verificado nos hidrogéis sem farmaco, possivelmente pela formacdo de uma estrutura com
reduzida flexibilidade e mobilidade intercadeias, o que deve minimizar 0 comportamento
elastico dos sistemas. Tal comportamento estd em concordancia com os dados de TPA que

indicaram a formacao de estruturas mais rigidas nessas condicdes.

Figura 31: Efeito do aumento da concentragdo de AR no comportamento eléstico (G') e na
viscosidade (n*) dos hidrogéis duplamente reticulados.

14000

o Sem fErmaco .. | ® Semlamaco
~ ormy fde 2000 1w  Comfamaco
12000 - s  Comfarmacao o Com o .
o
10000 - R
| = 1500
| =
g 8000 - } g C
|
o {
. === | B 1000
O 6000 ° 1000
| o -
L] {
4000 { >
500 -
2000 4
0 T - D
H25530R H21053DR H25530DR H210530R

O aumento da concentragédo de glutaraldeido de 1 para 3 e 5% promoveu 0 aumento do

G’ e da n* em hidrogéis contendo cetoprofeno (Figura 33), independente das concentragoes
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de AI*®, provavelmente, por resultar em um maior nimero de ligacBes covalentes que origina
uma rede com maior grau de reticulagdo, aumentando o carater elastico dos hidrogéis
(BERGER et al., 2004; BIGI et al., 2001; KULKARNI et al., 2011).

Figura 32: Efeito da variacdo dos agentes reticulantes no comportamento elastico (G') e na
viscosidade (n*) dos hidrogéis duplamente reticulados.
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O conjunto de resultados demonstra que, para os hidrogéis Rl e DR, 0s maiores
valores de G’ foram alcancados quando ambos os polimeros estavam em suas maximas
concentracdes e na presenca de farmaco, caracterizando a formacao de estruturas mais fortes.

Uma analise quantitativa da variacdo de G’ em fungao da o foi estabelecida através da
regressao linear dos dados obtidos nos espectros mecanicos e determinacdo do valor de cada
amostra.

Valores de r mais proximos de 1 indicam menor dependéncia dos valores de G’ em
relagdo a , comportamento atribuido a estruturas mais resistentes a tensdo aplicada e com
comportamento predominantemente elastico (HAMINIUK et al., 2009).

Os valores de r das amostras estudadas sao apresentados na Tabela 5, em que pode se
observar 0 comportamento predominantemente viscoso (resposta liquida) das dispersdes nédo-
reticuladas, ja que os valores de r foram notavelmente menores (0,0580 - 0,8025) que os dos
hidrogéis reticulados. Esses valores mais reduzidos devido a maior dependéncia da w, sao
atribuidos a formacéo de estruturas mais fracas, confirmando os resultados obtidos nos
espectros mecanicos (Figura 25). Para os hidrogeis Rl e DR, com e sem farmaco, os valores
de r foram mais elevados (0,9549 — 0,9937 e 0,8936 — 0,9951, respectivamente) do que
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aqueles apresentados pelas dispersdes ndo-reticuladas. A independéncia da ® evidencia a
formacéo de geis fortes e estaveis apos o0 processo de reticulagdo (SCHRAMM, 2006).

No entanto, os hidrogéis H153RI, H153RI-CP, H1535DR H1535DR-CP, H1553DR e
H1553DR-CP foram o0s que apresentaram menores valores de r e maior dependéncia da o,
caracterizando a formac&o de estruturas mais fracas, possivelmente pela menor concentracéo
de polimeros que levou a formacdo de redes mais frouxas e menos densas, com menor
capacidade de entrelacamento e empacotamento das cadeias poliméricas, além de menor
densidade de reticulagdo nessas condiges.

Saxena, Kaloti e Bohidar (2011) estabeleceram uma analise quantitativa de parametros
(S e n) indicativos da resisténcia de hidrogéis de agar ¢ gelatina baseado na “Lei da Poténcia”

(Equacdo 8), cujos termos sao sensiveis a densidade de reticulagéo.

G=So" Equacéo 8

Em que: G’ é o mddulo de armazenamento, w € a frequéncia oscilatoria e S é a resisténcia do
gel, sendo n o expoente viscoelastico.

Segundo esses autores, 0s parametros S e n sdo indicativos da densidade de reticulacéo
no interior do gel, sendo que quanto maior o valor de S e menor valor de n, maior densidade
de reticulacdo da estrutura do hidrogel.

Estabelecendo uma andlise analoga a determinada por Meneguim (2012), Saxena,
Kaloti e Bohidar (2011), de acordo com os valores apresentados na Tabela 5, é possivel
verificar que, de maneira geral, as dispersdes ndo-reticuladas, com e sem farmaco, foram as
que apresentaram os menores valores de S (0,0000 - 244,1949) e os maiores de n (0,2246 —
55,166), novamente confirmando a formag&o de uma rede mais fraca com menor densidade de
reticulacdo. Esses resultados estdo em concordancia com aqueles apresentados nos espectros
mecanicos (Figura 25) e com os valores apresentados pela regressao linear (Tabela 5).

Os hidrogéis RI e DR, de maneira geral, apresentaram baixos valores de n (em media
0,12) e elevados valores de S, certamente devido a formacdo de estruturas mais fortes com
elevada densidade de reticulagao.

Os valores de S para os hidrogeis RI (962,6911 - 7171,0085) e DR (596,5215-
8592,9496) foram maiores, principalmente na presenca do farmaco e em elevadas
concentragfes de polimeros. Esse comportamento pode ser atribuido a distribuicdo das

particulas do farmaco entre as cadeias originando uma rede estrutural mais entrelacada e
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compacta devido a maior concentracdo de polimeros presente nas amostras, que resultou na
formacéo de hidrogeéis com elevada densidade de reticulacao.

Em relacdo a concentracdo dos polimeros, de maneira geral, os dados mostram que a
elevadas concentragbes de gelana e AR promoveram o aumento da resisténcia de ambos
hidrogéis Rl e DR (aproximadamente 5 vezes) (Tabela 5), 0 que mais uma vez demonstra a
capacidade desse polimero em formar géis fortes e estaveis.

Para os hidrogéis RI, excepcionalmente em H2103RI-CP e H2105RI-CP, os valores de
S foram menores, indicando o menor grau de reticulacdo dessas amostras e esses resultados
estdo de acordo com aqueles apresentados na Figura 29. A diminui¢do da densidade de
reticulacdo dessas amostras pode ser atribuida a possibilidade de formacdo de uma rede
polimérica mais frouxa que apresentou menor resisténcia quando submetida a tensdo de
cisalhamento e, consequentemente, exibiu menores valores de S (5869,7645 e 5320,5985).

Nos hidrogéis DR, em H21053DR-CP e H21055DR-CP, as maiores concentra¢des de
glutaraldeido (3 e 5%) permitiram a formacdo de um gel mais resistente, ja que exibiram os
mais elevados valores de S. Esse comportamento pode ser atribuido a capacidade do
glutaraldeido formar uma estrutura fortemente interconectada, consolidada por ligac6es
covalentes intermoleculares entre as cadeias poliméricas, originando um hidrogel quimico
covalente altamente estavel, confirmando resultados apresentados pelos espectros mecanicos

(Figura 30 h e i) e aquele apresentado na Figura 33.
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Tabela 5: Valores da regressédo linear (r), expoente viscoelastico (n) e da resisténcia do gel
(S) das dispersdes ndo-reticuladas, hidrogéis reticulados ionicamente e duplamente
reticulados, sem e com farmaco.

Amostras r n S
D15 0,1694 23,7716 0,0000
D15-CP 0,4185 1,3947 0,0279
D110 0,0580 55,1662 0,0000
D110-CP 0,0706 0,3329 17,6550
D25 0,4345 0,7144 2,9959
D25-CP 0,8025 0,4346 47,0664
D210 0,7042 0,3808 51,3728
D210-CP 0,3809 0,2246 244,1949
H153RlI 0,9549 0,1359 962,6911
H153RI-CP 0,9593 0,1428 1304,3569
H1103 RI 0,9867 0,1029 1471,9320
H1103RI-CP 0,9866 0,1140 2366,5994
H253RI 0,9809 0,1055 4638,2771
H253RI-CP 0,9860 0,1091 6846,6278
H2103RI 0,9935 0,1185 4807,9539
H2103RI-CP 0,9835 0,1150 7171,0085
H255RI 0,9913 0,1125 6226,7305
H255RI-CP 0,9909 0,1230 5869,7645
H2105RI 0,9937 0,1166 5956,4844
H2105RI-CP 0,9869 0,1066 5320,5985
H1535DR 0,8936 0,1569 596,5215
H1535DR-CP 0,9681 0,1164 1472,5798
H1553DR 0,9228 0,1563 1103,9219
H1553DR-CP 0,8291 0,1455 589,3833
H2553DR 0,9899 0,1165 7422,2804
H2553DR-CP 0,9913 0,1215 3073,9521
H21031DR 0,9928 0,1135 5335,8274
H21031DR-CP 0,9936 0,1168 4227,0039
H21033DR 0,9848 0,1253 4998,5752
H21033DR-CP 0,9943 0,1121 6982,1843
H21035DR 0,9953 0,1126 4959,5787
H21035DR-CP 0,9935 0,1096 6674,7909
H21051DR 0,9922 0,1148 5880,3215
H21051DR-CP 0,9905 0,1088 4739,1253
H21053DR 0,9928 0,1096 4795,8992
H21053DR-CP 0,9865 0,1047 8592,9496
H21055DR 0,9951 0,1173 4565,6294

H21055DR-CP 0,9889 0,1056 8528,9954
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O conjunto de resultados demonstrou que o processo de reticulagédo, tanto idnica como
ibnica/covalente, bem como a elevada concentracdo de polimeros e a presencga do farmaco, de
maneira geral, favoreceu a formacdo de estruturas mais fortes, com comportamento
predominantemente el&stico, sendo que a DR permitiu a obtencdo de uma estrutura mais
estavel, com elevado grau de reticulagdo e maior elasticidade.

Com base nos dados reoldgicos, foram selecionados os hidrogéis que apresentaram
minima, maxima e intermediaria densidade de reticulacdo, para avaliar a influéncia dessa
variavel no controle da liberacdo de farmacos.

As amostras selecionadas (Tabela 6) foram também submetidas a analises de
morfologia de superficie e estrutura interna, e DRX para avaliacdo das diferencas estruturais

entre elas.

Tabela 6: Amostras selecionadas pelos testes reoldgicos para analise de morfologia de
superficie e estrutura interna e DRX.

Amostras selecionadas

H1535-DR
H153RI H2553-DR
H253RI H21031-DR
RI DR
H255RlI H21051-DR
H21053-DR
H21055-DR

5.1.3 Analise de morfologia de superficie e estrutura interna dos hidrogéis

Atualmente, a técnica de microscopia eletronica de varredura de campo ampliado de
alta resolugcdo (FEG-MEV) vem sendo cada vez mais utilizada para a caracterizagdo de
sistemas farmacéuticos, tais como nano e microparticulas. Essa analise é adequada para
obtencéo de informacdes confidveis sobre a morfologia de sistemas, e fornece imagens de alta
resolucdo (KLANG; VALENTA; MATSKO, 2013).

Os hidrogéis selecionados pelos testes mecanicos e reologicos foram submetidos a
analise por FEG-MEV e as fotomicrografias dos hidrogéis Rl e DR, com e sem farmaco,
foram obtidas para avaliar possiveis diferengas estruturais. A analise também foi realizada

para dispersdes nao-reticuladas para obter um padrdo comparativo.
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Através das fotomicrografias foi possivel observar que as dispersdes ndo-reticuladas,
com e sem farmaco, (Figura 34) apresentaram-se estruturalmente mais densas, com aspecto
irregular, porém com estruturas mais continuas do que aquelas submetidas a reticulacdo. A
adicdo do farmaco tornou as estruturas mais irregulares.

Essa maior densidade estrutural das amostras ndo reticuladas pode estar relacionada
com o processo de retrogradacdo em ciclos alternados de temperatura. Segundo Yoon, Lee e
Lim (2009), este processo influencia diretamente a estrutura das dispersdes favorecendo a
obtencdo de um material menos poroso. Essa estrutura compacta é devido a possivel
propagacdo dos cristais induzida durante o armazenamento de 48 horas em 30 °C, tornando a
matriz do gel mais densa (PARK; BAIK; LIM, 2009; SILVERIO et al., 2000; ZHOU; DI
VONA; KNAUTH, 2010).

Rodriguez-Hernandez e colaboradores (2003) também demostraram que em géis de
gelana, 0 aumento na concentracdo de gelana torna a rede estrutural do sistema mais continua
e densa, 0 que explica a maior densidade de D25 e D210 (Figura 34 c¢ e d). Além disso, 0
aumento da concentracdo de amido em D210 também favoreceu a formagdo de uma estrutura
mais compacta. Esse comportamento corrobora com os dados das propriedades mecanicas,
confirmando a obtencdo de estruturas mais compactas nas maiores concentracdes de

polimeros.

Figura 33: Fotomicrografias da estrutura interna das dispersdes nédo-reticuladas liofilizadas
dos polimeros, sem e com farmaco respectivamente, e nos aumentos 250 e/ou 500 e 1000x.
(Amostras D15 (a), D15-CP (b); D25 (c), D25-CP (d); D210 (e) e D210-CP (f)).
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Redes estruturais mais porosas e irregulares foram observadas nos hidrogéis RI
(Figuras 35). Em relacdo as dispersbes ndo-reticuladas (Figura 34), entretanto, é possivel
notar que 0 aumento da concentracdo de gelana e do agente reticulante (AI**) levou a
formagé&o de estruturas menos porosas e densas (Figura 35 e, f). Esse comportamento pode ser
atribuido & capacidade da gelana, de carater aniénico, em estabelecer interagdes fortes, ao se
complexar com os cétions AI**, de modo que moléculas em dupla hélice se agregam e
formam zonas de juncdo diminuindo a repulsdo eletrostatica entre as cadeias que se tornam
mais proximas originando um gel mais denso e compacto (Figura 35 c).

Recentemente, Maiti e colaboradores (2011), em estudos com microcapsulas de goma
gelana para a liberagdo prolongada de glipizida, demonstraram a eficiéncia da gelana e dos
fon AI** na formacdo de um gel mais resistente e forte, em que cada fon foi capaz de
estabelecer vérias ligagdes com grupos carboxilatos e com os atomos de oxigénio dos grupos
hidroxilas das cadeias de gelana levando ao maior fortalecimento da estrutura do gel.

A incorporagdo do farmaco parece ter favorecido a formacdo de estruturas mais
densas (Figura 35 b, d, f), principalmente na maior concentracdo de gelana e agente
reticulante, em que possivelmente houve a acomodacéo das particulas do farmaco nos espacos

intra e intercadeias contribuindo para a formacao de uma rede mais densa.

Figura 34: Fotomicrografias evidenciando a estrutura interna dos hidrogéis reticulados
ionicamente liofilizados, sem e com farmaco, respectivamente, e nos aumentos 250 e/ou 500 e
1000x. H153RI (a), H153RI-CP (b); H253RI (c), H253RI-CP (d); H255-RI (e) e H255RI-

CP(f).
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Nos hidrogéis DR (Figura 36), de maneira geral, uma rede mais densa, com maior
empacotamento das cadeias foi observada, quando comparada com as dispersdes nao-
reticuladas e com os hidrogeis RI. Essa caracteristica pode ter sido adquirida em consequéncia
do maior grau de reticulacdo alcangado com a adi¢do do glutaraldeido, que foi capaz de
estabelecer ligacbes covalentes promovendo a diminuicdo dos espagos entre as cadeias,
tornando a malha da rede mais estreita e contribuindo para formacdo de uma estrutura mais
compacta, com zonas de juncdes mais permanentes e estaveis. Esse comportamento se
apresenta em conformidade com dados de anélise reoldgica, em que verificou-se que a DR
contribuiu para o aumento da elasticidade dos hidrogéis e originou hidrogéis com elevado
grau de reticulagéo.

Essa capacidade do glutaraldeido em promover o fortalecimento de géis de
amido/gelana também foi apresentada por Phromsopha e Baimark (2014), que demonstraram
que as ligacOes cruzadas que ocorrem entre 0s grupos hidroxila das moléculas dos polimeros e
o0s grupos aldeido de glutaraldeido dao origem a uma rede com menor mobilidade das cadeias
e uma estrutura tridimensional com arranjos mais organizados.

Berger e colaboradores (2004) também observaram que, redes mais densas e
compactas podem ser obtidas através de interaces do tipo forcas de Van Der Waals e pontes
de hidrogénio, mas sdo especialmente alcancadas, de maneira mais rapida, pelas ligacbes
ibnicas e covalentes que ocorrem entre 0s polimeros e agentes reticulantes.

Elevadas concentracdes de polimeros favoreceram a formacdo de hidrogéis mais
densos, pois devem contribuir para maior densidade de reticulacdo, que leva ao aumento da
forca e densidade da estrutura do gel, ou seja, @ medida que a concentragdo de polimeros
aumentou, a rede tornou-se mais homogénea, com poros menores, e, portanto, mais
densamente ligada (Figura 36 e, f, g, h, i, j, k, I, m).

A incorporacdo do farmaco também contribuiu na obtencéo de estruturas mais densas
e compactas, principalmente, quando os polimeros e agentes reticulantes estavam em suas

maximas concentragoes.
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Figura 35: Fotomicrografias evidenciando estrutura interna dos hidrogéis duplamente
reticulados liofilizados, sem e com farmaco respectivamente, nos aumentos 250 e/ou 500 e
1000X. H1535DR (a), H1535DR-CP (b); H2553DR (c), H2553DR-CP (d); H21031DR (e),
H21031DR-CP (f); H21051DR (g), H21051DR-CP (h); H21053DR (i), H21053DR-CP (j);
H21055DR (k) e H21055DR-CP (I).
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De acordo com os resultados obtidos, as fotomicrografias das amostras evidenciaram
que a incorporacédo do farmaco, elevadas concentracdes de polimeros e agentes reticulantes e,
principalmente, a DR contribuiram para obtencdo de sistemas com estruturas mais densas e
compactas, 0 que estd em concordancia com 0s resultados obtidos nos estudos das

propriedades mecanicas.

5.1.4 Difracao de raios-x

O conhecimento e a compreensdo da estrutura do material utilizado na obtencdo de
produtos farmacéuticos sdo imprescindiveis, ja& que durante a obtencdo desses produtos,
mudancas estruturais e de suas propriedades fisicas podem ocorrer. Sendo assim, a difracdo
de raios-X (DRX) é uma técnica bastante utilizada, pois além de fornecer informaces
estruturais € um método nédo destrutivo (KARJALAINEN et al., 2005).

A DRX corresponde a uma das principais técnicas de caracterizacdo microestrutural
de materiais cristalinos, que permite definir estruturas baseando-se na interacdo dos feixes de
raios-x incidentes e os elétrons dos 4&tomos que constituem um material (KARJALAINEN et
al., 2005). Essa caracterizacdo é constituida pela combinacdo de dois fenbmenos diferentes:
espalhamento de cada atomo individualmente e interferéncia entre as ondas espalhadas por
estes tomos (BARROSO et al., 2002).

Cada atomo emite uma onda espalhada que é coerente com a radiacao incidente e estas
ondas interagem umas com as outras emitindo raios-x que sdo difratados a uma determinada
intensidade. Esses fotons (feixes de raios-X) sdo emitidos e 0 equipamento registra a
intensidade do raio em funcdo do angulo de espalhamento (BARROSO et al., 2002;
KARJALAINEN et al., 2005). Distancias intermoleculares e interatbmicas dos materiais
podem ser determinadas pela presenca de picos finos caracteristicos de materiais cristalinos, e
picos mais alargados referentes a estruturas amorfas (CANEVAROLO JR, 2004; PANI et al.,
2010).

Considerando dois ou mais planos de uma estrutura cristalina, as condi¢fes para que
ocorra a difragéo de raios X dependem da diferenca do caminho percorrido pelos raios-x e do
comprimento de onda da radia¢do incidente. Esta condi¢do é expressa pela lei de Bragg
(Equacéo 9).
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n\ = 2d sen6 (Equacéo 9)

Em que: n = ordem de difracdo; d = distancia entre os planos cristalinos; A = comprimento de
onda da radiacdo utilizada, 6 = angulo de “Bragg” (medido entre o feixe incidente e os planos
do cristal).

A andlise de difracéo de raios-X foi realizada com farmaco livre, polimeros isolados,
dispersdes ndo reticuladas e hidrogeis Rl e DR, com e sem farmaco, com a finalidade de
avaliar possiveis diferencas estruturais entre as amostras estudadas. Os difratogramas dessas
amostras estéo apresentados nas Figuras 37 - 41.

O difratograma do CP (Figura 37) mostra varios picos intensos e bem definidos devido
a propria natureza cristalina do farmaco (KIM; CHOI, 2002; MANNA et al., 2007). Vérios
picos sdao exibidos, principalmente em baixos valores de 20, em aproximadamente 6,35°
14,4°; 18,45°; 22,9° 23,9° 27,65° e 29,5° 0 que estd em concordancia com os valores

relatados por Yadav e colaboradores (2013).

Figura 36: Difratograma de raios-x do cetoprofeno.

~
(el

18,45

o (un)

dennidad 1
144

J___, ‘ "'L\\wm.............

Os picos apresentados no difratograma da AA (HYLON VII®) (Figura 38) indicam a
mistura dos polimorfos do tipo B e V, sendo os picos em 17,02°, 23° e 25° (20) caracteristicos
de estruturas cristalinas tipo B, enquanto o pico em 19,8° € tipico do polimorfo V que sugere
uma estrutura cristalina bem organizada de complexos de lipideos-amilose presentes nos
granulos de amido (CARBINATTO et al., 2012 ; FREIRE et al., 2009a; SHAMAI; BIANCO-
PELED; SHIMONI, 2003; SOARES. et al., 2013).
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No processo de retrogradacdo, inicialmente o amido € gelatinizado e se encontra no
estado amorfo. Entretanto, durante o armazenamento e sob resfriamento, passa para um estado
mais cristalino e ordenado, em que as cadeias poliméricas na forma de duplas hélices se
reassociam em uma estrutura cristalina mais forte (SHI; GAO, 2011; HARALAMPU, 2000).
Dessa forma, os granulos de amido parcialmente cristalinos, apds a retrogradagdo sofrem um
aumento na cristalinidade e podem exibir diferentes padrdes de difragdo evidenciando a
combinacdo dos polimorfos A (cadeias curtas de amilopectina e densa ramificacdo), B
(cadeias longas e menos densas de amilopectina), C (misturas das estruturas A e B) e V
(complexos lipideos-amilose) (CAIl et al., 2014; CHEETHAM, TAO, 1998; KARIM;
NORZIAH; SEOW, 2000; PERERA; HOOVER, 1999; WANG et al., 2010; XIE et al., 2014).

No padrdo de difracdo do AR (5 e 10%), os picos de polimorfos tipo B da AA em
aproximadamente 17°, 23°, 25° (20) (Figura 45) apresentaram uma significativa redu¢do da
intensidade. No entanto, esse comportamento ndo necessariamente representa uma
amorfizacdo da estrutura, mas, de acordo com Mutungi e colaboradores (2012), pode ser
atribuido a formacéo de cristalitos de reduzidas dimensbes que ficam embebidos em uma
matriz polimérica e que podem ndo reproduzir intensidades de espalhamento de raios-x
suficientemente detectaveis o que, consequentemente, resulta em um difratograma com picos
menos agudos e intensos.

Os picos em 19,8° (20) foram preservados no AR (5 ou 10%), evidenciando a
cristalinidade tipo V, que ¢é atribuida a cristalizacdo das hélices simples da amilose, resultante
da complexacdo da amilose com lipideos, que existem junto com os polimorfos B da AA
(KARIM; NORZIAH; SEOW, 2000; LIU et al., 2014; SHRESTHA et al., 2010; ZHOU; DI
VONA; KNAUTH, 2014).

Foi verificado também o surgimento de picos em torno de 13° (20), tipico de estrutura
cristalina do tipo V o que, de acordo com Htoon e colaboradores (2010), é resultante do
processo de retrogradacdo do amido que contribui para a modifica¢do do polimorfo do tipo B
para V.

De acordo com Cheetham e Tao (1998), o amido nativo que apresenta cerca de 65%
de amilose possui uma baixa cristalinidade (em torno de 18%), que é atribuida ao
empacotamento das duplas hélices da amilopectina. Assim, o padréo de difracdo apresentado
para AA foi tipico de um material semicristalino com alguns picos de cristalinidade do tipo B
e V e que, apds a retrogradacdo e a presenca de elevada quantidade de AA contribuiu para o

aumento do grau de cristalinidade, evidenciado pela preservacao e surgimento de novos picos,



Resultados e Discussdo 104

a semelhanca dos resultados observados por Freire e colaboradores (2009), em estudos para
avaliar a influéncia do tratamento térmico nas propriedades fisico-quimicas da AA de amido
de milho.

Para a gelana, foi verificado um padréo de difracdo tipico de materiais semicristalinos,
caracterizado por um grande halo amorfo com somente dois picos mais alargados em torno de

9% e 20° (20), semelhantes aos relatados por Yang e colaboradores (2013).

Figura 37: Difratrogramas dos polimeros isolados: alta amilose (AA), gelana e amido
retrogradado (AR).
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Para as dispersdes ndo-reticuladas (Quadro 14), com e sem farmaco (Figura 39), em
todas as amostras foi verificado que os picos da gelana desapareceram, possivelmente pela
sobreposicao dos picos do amido nas mesmas regides, que foram preservados.

Os picos caracteristicos do polimorfo tipo B em aproximadamente 17°, 23° e 25° (26)
foram preservados em praticamente todas as amostras, porém com reduzida intensidade,

assim como os picos em 13°, 19° e 19,8° (20), que correspondem a presenca da estrutura
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cristalina do tipo V de complexos amilose-lipideos formados durante o processo cristalizacdo
da amilose (KARIM; NORZIAH; SEOW, 2000; LIU et al., 2014; SHRESTHA et al., 2010;
ZHOU; DI VONA; KNAUTH, 2014). O aparecimento de um novo pico em aproximadamente
22° (20) foi observado, caracteristico de estruturas cristalinas tipo B (LIU et al., 2014; ZHOU,;
DI VONA; KNAUTH, 2014).

A preservacdo e o surgimento de novos picos evidenciam modificacGes estruturais
que podem ser atribuidas ao aumento do grau de cristalinidade devido ao processo de
retrogradacdo, ou mesmo a associacdo de polimeros que apresentam estruturas de duplas
hélices em suas cadeias, o que pode ter favorecido a formacdo de uma estrutura mais
compacta e cristalina.

Para as amostras D210 e D210-CP (Figura 39), observa-se a predominancia dos picos
semelhantes ao da AA (Figura 38), provavelmente devido a maior proporcdo de AA presente
no AR (10%) utilizado.

Além disso, é possivel observar que a intensidade dos picos nessas amostras foram,
notavelmente, maiores em relacdo as demais, o que é coerente, pois segundo Freire e
colaboradores (2009), a intensidade dos picos esta relacionada com o grau de cristalinidade, e
que, ap0ds o tratamento hidrotérmico, a maior concentracdo de amilose exibiu picos de maior
intensidade evidenciando maior grau de cristalinidade.

Para as dispers6es ndo reticuladas, contendo CP, o pico em 14,5° (20) caracteristico do
farmaco (YADAV et al., 2013) foi mantido em todas as amostras. O desaparecimento de
alguns picos do CP, nos difratogramas de algumas amostras, pode ser atribuido a
sobreposicdo de alguns picos de maior intensidade do amido, ou mesmo por um efeito de

diluicdo do farmaco na matriz polimérica.
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Figura 38: Difratogramas das amostras néo reticuladas de gelana/AR, sem e com farmaco.
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Com base os resultados apresentados, a variagcdo da concentracéo de gelana parece nao
ter influenciado nos padrdes de difragdo de raios-x das dispersdes, porém a presenca do AR
levou a obtencdo de estruturas com elevado grau de cristalinidade, em que observa-se a
predominancia da mistura de estruturas cristalinas do tipo B e V.

Os picos caracteristicos da gelana ndo foram exibidos nos difratogramas dos hidrogéis
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RI, com e sem farmaco (Figura 40), podendo ser atribuido a um possivel processo de dilui¢do
da gelana ou mesmo a sobreposi¢do dos picos mais intenso do amido ou do farmaco.

Para os hidrogéis Rl sem farmaco, os picos referentes aos polimorfos B e V,
caracteristicos do AR, foram preservados em todas as amostras, porém com uma intensidade
reduzida, a semelhanga dos difratogramas do AR 5 e 10%. O padréo de difracdo exibido por
esses hidrogéis ndo deve ser traduzido como uma amorfizagdo das amostras, pois segundo
Mutungi e co-autores (2012), esse comportamento pode ser atribuido a formacao de cristalitos
de menores dimensbes que ndo apresentam padrdo de difracdo detectdvel. Além disso, a
formagdo de dobras e enovelamanentos de cadeias terminais e ramificagdes que estéo
presentes no interior dos cristalitos constituem interfaces nédo cristalinas que alteram a
distdncia relativa entre os atomos correspondentes, levando a perda da capacidade de
dispersdo dos raios-x que tornam-se difusos.

Nos hidrogéis contendo cetoprofeno, foi verificado que a estrutura cristalina do
farmaco foi preservada, evidenciada pela presenca de picos bem definidos em torno de 14,4°,
18,4°,23,9° 27,6° € 29,5° (20) (YADAV et al., 2013).
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Figura 39: Difratogramas dos hidrogéis reticulados ionicamente
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Os resultados obtidos com os hidrogéis Rl demonstraram que os padrfes de difracdo

dos polimorfos tipo B e V do AR foram preservados em todas as amostras. Além disso,

mudangas observadas nos difratogramas, como o aumento da intensidade, desaparecimento

e/lou surgimento de novos picos, também podem ser atribuidas a alteracfes na rede
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tridimensional dos materiais devido ao processo de reticulagdo, conforme relatado por
Carbinatto e colaboradores (2012), em estudos com misturas de AA reticulada com pectina.

Para os hidrogéis DR sem farmaco (Figura 41), de maneira geral, foi verificado o
desaparecimento dos picos da gelana, que mais uma vez pode ser atribuido a sobreposicdo dos
picos mais intensos do AR, ou mesmo por um processo de diluicdo da gelana na matriz
polimérica.

Os picos caracteristicos dos polimorfos tipos B e V foram preservados, sendo que nos
hidrogéis H2553DR e H21055DR foi verificado o surgimento de um pico em
aproximadamente 22° (20), também caracteristico de estruturas cristalinas tipo B.

Os difratogramas dos hidrogéis contendo maiores concentracdo de AR (10%)
exibiram picos em 13° (20), caracteristico de polimorfos tipo V, sugerindo uma estrutura
cristalina altamente ordenada resultante da complexacdo entre amilose e lipideos (FREIRE et
al., 2009; CARBINATTO, et al., 2012; SOARES, et al., 2013) e que, de acordo com Htoon e
colaboradores (2010), é formada apds a gelatinizacdo do amido, seguido dos ciclos de
resfriamento, em que a estrutura da AA passa de tipo B para tipo V.

Nos hidrogéis contendo farmaco, foi verificado que a estrutura cristalina do farmaco
foi preservada, evidenciada pelos picos em 14,5°, 18,4°, 22.9° ¢ 23,9 (20) (YADAYV et al.,
2013).

Os difratogramas dos hidrogéis DR, de maneira geral, indicam um aumento da
cristalinidade evidenciada pela maior intensidade dos picos (Figura 41). Esse comportamento
pode ser atribuido a possibilidade da reticulacdo com glutaraldeido ter promovido uma maior
reorganizacdo estrutural originando estruturas mais compactas e organizadas e,
consequentemente, resultando no aumento da cristalinidade.

Os dados de andlise de resisténcia do gel (Tabela 5) indicaram a formacéo de hidrogéis
mais resistentes para as amostras DR, 0 que pode estar relacionado também a formacéo de

estruturas com maior grau de cristalinidade.
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Figura 40: Difratogramas dos hidrogéis dupla reticulacéo.
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De acordo com os dados obtidos nas analises de DRX, foi verificado que a natureza

semicristalina dos polimeros foi preservada e que o processo de retrogradagdo do amido, bem

como a reticulacdo, promoveram modificagdes estruturais.

A maior concentracdo de polimeros e a DR, de maneira geral, contribuiu para o

aumento das regibes cristalinas no interior dos hidrogéis, possivelmente pela estabilidade

gerada pelas ligagOes covalentes e pela elevada quantidade de cristalitos formados ao longo da

matriz polimérica. Esses resultados corroboram com aqueles apresentados na analise
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reoldgica, em que os hidrogéis DR se apresentaram como estruturas de mais elevado grau de
reticulacdo e de carater predominantemente mais elastico (resposta solida) em relacdo aos

hidrogéis RI.

5.2 Obtencéo das microparticulas

As microparticulas obtidas a partir de hidrogéis RI foram produzidas pelo método de
geleificacdo ionotrépica em meio aquoso utilizando-se AlICI; como agente reticulante. Apds a
reticulacdo idnica as microparticulas foram adicionadas em solucdo aquosa de glutaraldeido,
obtendo-se assim as microparticulas DR.

Para obtencdo das microparticulas através do gotejamento, alguns parametros
importantes devem ser otimizados, como concentracdo dos polimeros e agentes reticulantes,
viscosidade, didmetro da agulha, a altura e velocidade de gotejamento (CHAN et al., 2009).
Dessa forma, sendo a concentracdo dos polimeros um parametro de grande importancia para
obtencdo das microparticulas, estudos preliminares foram realizados para verificar o efeito
dessa variavel na obtencéo dos sistemas.

A geleificacdo ionotropica baseia-se na capacidade de polieletrélitos (polimeros que
apresentam grupos ionizaveis) formarem microparticulas na presenca de ions. Quando uma
solucdo polimérica, incorporada do farmaco, é adicionada gota a gota a uma solucdo aquosa
de cétions polivalentes, os cations se difundem em direcdo as gotas poliméricas e através de
interacBes ibnicas contribuem para formacdo de uma rede tridimensional (PATIL;
CHAVANKE; WAGH, 2012) de hidrogel reticulada dando origem a microparticula.

Para microparticulas RI, observou-se que a maior concentracdo de gelana favoreceu o
aumento da viscosidade das dispersdes e, consequentemente, as microparticulas obtidas
apresentaram-se mais esféricas em relacdo aquelas com menores concentraces de polimeros.
Entretanto, em todas as amostras, foi observada a formacdo de caudas e a circularidade
apresentou-se em torno de 0,79, sendo 1,0 o valor do circulo perfeito (Figura 42).

A irregularidade morfologica verificada nas microparticulas RI, contendo menores
concentragfes de polimeros, é coerente, pois em estudo de microesferas de goma gelana e
pectina, Prezotti (2013) verificou que as disperses que apresentavam maior concentracao de
polimeros (2%, m/v) permitiram a obtencdo de microesferas com melhores propriedades
morfologicas e que, nas menores proporg¢des, houve formacao de caudas e menores valores de

circularidade, devido a menor viscosidade das dispersdes.
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A padronizacdo da distancia entre o bisel da agulha e a superficie da solucdo
reticulante também foi realizada e verificou-se que as menores distancias contribuiram para
formacéo de particulas mais esféricas.

A superficie das microparticulas contendo CP apresentou maior irregularidade,
caracterizada por uma elevada rugosidade (Figura 42 b, d, f), ao contrario do que foi
verificado nas microparticulas sem farmaco, que foram mais lisas e uniformes (Figura 42 a, c,
e).

Essa irregularidade de superficie pode estar relacionada com a possibilidade de
distribuicdo do farmaco na superficie da microparticula, que ocorre durante o processo de
secagem do sistema, em que a agua evapora e se move para a superficie do gel carregando as
particulas do farmaco que podem sofrer uma distribuicdo heterogénea ao longo da matriz do
hidrogel, permanecendo em concentracfes mais elevadas na superficie, conforme relatado por
Huang e Brazel (2001).

Figura 41: Fotomicrografia das microparticulas reticuladas ionicamente, sem e com
cetoprofeno: M153RI (a); M153RI-CP (b); M253RI (c); M253RI-CP (d); M255RI (e) E
M255RI-CP (f).
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Para as microparticulas DR foi verificado que a formacéo de caudas e a deformacéo
ocorreram somente quando ambos 0s polimeros estavam em suas menores concentracdes
(Figura 43 a e b), que pode ser atribuido a menor viscosidade dessas dispersdes. De acordo
com Chan e colaboradores (2009), quanto menor a viscosidade e a tenséo superficial das
gotas, maior o efeito de impacto e arraste quando entram em contato com a solugéo
reticulante, dessa forma pode ocorrer a deformacéo das microparticulas.

As microparticulas contendo elevadas concentragdes de ambos 0s polimeros,
independente das concentracbes dos agentes reticulantes, favoreceram o aumento da
viscosidade e, consequentemente, particulas mais esféricas foram obtidas com uma
circularidade media em torno de 0,84.

Em relacdo a incorporacdo do farmaco, assim como nas amostras RI, a parede das
microparticulas DR contendo cetoprofeno se apresentou rugosa e irregular (Figura 43 b, d, f,
h,jel).

Figura 42: Fotomicrografia das microparticulas duplamente reticuladas, sem e com
cetoprofeno: M1535DR (a); M1535DR-CP (b); M2553DR (c); M2553DR-CP (d);
M21031DR (e); M21031DR-CP (f); M21051DR (g); M21051DR-CP (h); M21053DR (i);
M21053DR-CP (j); M21055DR (k) e M21055DR-CP (1).
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Com base nos resultados obtidos foi verificado que a maior concentracdo de
polimeros, independente das concentragdes de reticulantes, favorece a obtencdo de particulas
mais esféricas. Além disso, verificou-se que DR contribuiu para formacdo de particulas
maiores, principalmente nas maiores concentracbes de polimeros, provavelmente devido a
maior viscosidade. A superficie irregular das amostras foi atribuida a possivel distribuicdo do
farmaco nessa regido.

5.3 Caracterizacdo das microparticulas

5.3.1 Andlise de tamanho e forma das microparticulas

O tamanho das microparticulas é um fator determinante na cinética de liberacdo, ou
seja, 0 controle e a distribuicdo do tamanho de microparticulas apresentam implicacdes
importantes no controle da liberacdo de fa&rmacos. Assim sendo, é de extrema importancia que

0 método de obtencdo seja capaz de produzir microparticulas esféricas e com distribuicdo de
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tamanho monodispersa para que as taxas de liberacdo sejam eficientemente reprodutiveis
(BEKLAND; KIM; PACK, 2001; CHAN et al., 2009).

A caracterizacdo da morfologia de microparticulas inclui uma descrigdo qualitativa da
aparéncia e uma andlise quantitativa atraveés de calculos dos diferentes fatores que
influenciam a forma da particula (MIKLI et al., 2001). Assim, para avaliar o fator forma das
microparticulas foi verificado o grau de circularidade, em que os valores mais proximos de 1
indicam particulas mais proximas de um circulo perfeito (STANIFORTH, 2005), e o didametro
do circulo equivalente, em que a medida baseia-se na forma hipoteticamente esférica da
particula e representa uma aproximacgdo em relacdo a forma real dela. O didmetro da &rea
projetada consiste em um circulo equivalente ao da imagem dessa particula sélida projetada
(Figura 44) (AULTON, 2005).

Figura 43: Fator forma analisado pelo diametro do circulo equivalente.
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Diametro do
circulo equivalente

Fonte: autoria propria

Neste trabalho, avaliou-se a influéncia das concentracdes de polimeros, farmaco e
agentes reticulantes sobre o tamanho e a forma das microparticulas. A distribuicdo de
tamanho das amostras através do calculo do indice Span, também foi avaliada.

O indice de Span representa a polidispersidade, ou seja, a amplitude da distribuicdo de
tamanho, que pode ser classificada em monodispersa (estreita distribuicdo) e polidispersa
(ampla distribuicdo) (GAUMET et al., 2008). Os valores do indice de polidispersidade (IP ou
Span) podem variar em uma escala de 0 a 1. Um IP inferior a 0,1 estd associado a uma
elevada homogeneidade da populacdo das microparticulas, sendo esta considerada
monodispersa. Valores de IP acima de 0,1, igual ou inferior a 1 indicam populagdes de
microparticulas polidispersas (ABASHZADEH et al., 2011; AL-SHDEFAT et al., 2012;
GAUMET et al., 2008; KAFSHGARI et al., 2010; KAWADKAR; CHAUHAN, 2012).
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Através da analise qualitativa foi verificado que as concentracfes de polimeros e do
farmaco influenciaram de maneira significativa a forma das microparticulas, ja que
macroscopicamente é possivel verificar que as maiores concentracfes de ambos os polimeros
levou ao aumento do tamanho das microparticulas. Por outro lado, a incorporacdo do farmaco
promoveu maior irregularidade na superficie das microparticulas, o que pode estar
relacionado a acomodacédo do farmaco nessa regido (PREZOTTI, 2013). A faixa de tamanho
das microparticulas foi de 1 - 1,3 mm de diametro.

As amostras RI (Figura 45) demonstraram distribuicdo de tamanho unimodal, ou seja,
com valores compreendidos em um Unico intervalo, sendo que as amostras M153RI-CP e
M253RI-CP apresentaram uma assimetria positiva, indicando uma maior concentracdo de
particulas de menor diametro.

Uma andlise mais detalhada da distribuicdo de tamanho das microparticulas foi
realizada através do IP. Os valores de indice de Span das amostras Rl (Tabela 7)
compreendidos entre 0,12 e 0,20 indicaram a polidispersidade das microparticulas RI, ja que
segundo Gaumet e colaboradores (2008), para ser considerada monodispersa uma populagédo
de particulas deve apresentar valores de Span abaixo de 0,1, que indicam elevada
homogeneidade.

Os perfis de distribuicdo de tamanho das microparticulas RI estdo representados na

Figura 45 e os valores do diametro médio, circularidade e indice Span na Tabela 7.
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Figura 44: Distribuicdo de tamanho de particula para as microparticulas reticuladas
ionicamente.
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As microparticulas RI, sem farmaco (Tabela 7), ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas para o diametro e circularidade (p<0,05). As amostras
incorporadas de CP também néo apresentaram diferencas estatisticamente significativas para
circularidade, entretanto o maior diametro foi verificado na amostra M255RI-CP (1155,518 +
68,466) (p<0,05).

Esse aumento do didmetro pode ser atribuido a capacidade da gelana, em elevadas

concentragdes, de aumentar a viscosidade do gel e, consequentemente, favorecer a formagao
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de particulas de maior diametro. Além disso, a elevada concentracdo do reticulante
provavelmente contribuiu com esse comportamento, devido a formacéo de uma estrutura mais
ramificada, originando particulas maiores.

Narkar e colaboradores (2010) também verificaram que nas maiores concentragdes de
gelana as particulas formadas eram maiores. Além disso, Prezotti, Cury e Evangelista (2014),
em estudos com microesferas mucoadesivas de gelana/pectina para controle das taxas de
liberacdo do farmaco, observaram que a maior concentragdo de AI®* (5%) contribuiu de
maneira significativa para o aumento do tamanho das particulas.

A presenca do CP levou ao aumento do diametro de M255RI1-CP, entretanto, de modo
geral, foi verificado que a incorporagdo do farmaco levou a diminuicdo da circularidade das

amostras (p<0,05).

Tabela 7: Circularidade, diametro do circulo equivalente e indice Span das microparticulas
reticuladas ionicamente, sem e com cetoprofeno.

Diametro do circulo

AMOSTRAS Circularidade equivalente (1um) Span
M153RI 0,814 + 0,037 1016,268 + 46,721 0,12
M153RI-CP 0,787 £ 0,036 1039,065 + 66,784 0,12
M253RI 0,793 + 0,061 1036,387 + 45,947 0,20
M253RI-CP 0,771 + 0,045 1018,428 + 78,032 0,15
M255RI 0,794 + 0,060 1052,871 £ 54,921 0,19
M255RI-CP 0,785 + 0,053 1155,518 + 68,466 0,17

As amostras DR (Figura 46) também exibiram uma distribuicdo de tamanho unimodal
e, de acordo com a classificacdo de Gaumet e colaboradores (2008), somente as amostras
M21031DR, M21053DR, M21055DR, M2553DR-CP, M21031DR-CP, M21051DR-CP e
M21053DR-CP podem ser consideradas monodispersas, pois estas apresentaram valor igual a
0,09 (Tabela 8).

Os perfis de distribuicdo de tamanho das microparticulas DR estdo apresentados na

Figura 46 e os valores do diametro médio, circularidade e indice Span na Tabela 8.
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Figura 45: Distribuicdo de tamanho de particula para as microparticulas duplamente
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Para as microparticulas DR, de maneira geral, a maior concentracdo de ambos 0s
polimeros, independente das concentracdes dos agentes reticulantes, e a incorporacao do
farmaco levou aumento do didmetro das amostras (p<0,05). Esse comportamento pode ser
atribuido a capacidade da maior concentracdo de polimeros em favorecer a formacdo de uma
rede estrutural mais volumosa, de modo que a acomodacdo das particulas do farmaco nos
espacos intercadeias, contribuiu para a expansdo da rede e, consequentemente, resultou em
particulas de maiores dimensfes. Da mesma maneira, esse comportamento também foi
relatado em estudos com microesferas de gelana/pectina (PREZOTTI; CURY;
EVANGELISTA,2014), microesferas de gelana para liberacdo controlada (NARKAR; SHER,;
PAWAR, 2010) e microesferas de quitosana reticuladas com glutaraldeido para liberacéo
controlada (NAYAK et al., 2009).

O maior valor de didmetro e circularidade foi observado na amostra M21053DR
(p<0,05), novamente demonstrando que a maior concentracdo de polimeros contribui com o

aumento desses parametros.
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Tabela 8: Circularidade, diametro do circulo equivalente e indice Span das microparticulas
duplamente reticuladas, sem e com cetoprofeno.

Diametro do circulo

AMOSTRAS Circularidade equivalente (m) Span
M1535DR 0,795 + 0,048 1033,377 + 60,934 0,15
M1535DR-CP 0,804 + 0,045 1073,148 + 86,814 0,14
M2553DR 0,843 £ 0,033 1097,338 + 44,587 0,10
M2553DR-CP 0,836 + 0,030 1075,381 + 60,275 0,09
M21031DR 0,848 + 0,029 1256,472 + 71,825 0,09
M21031DR-CP 0,841 + 0,030 1358,130 + 80,787 0,09
M21051DR 0,834 + 0,037 1314,956 + 67,557 0,11
M21051DR-CP 0,833 £ 0,028 1349,179 + 91,114 0,09
M21053DR 0,850 + 0,029 1383,990 + 70,206 0,09
M21053DR-CP 0,828 + 0,030 1318,791 + 77,466 0,09
M21055DR 0,837 £ 0,030 1144,157 + 39,771 0,09
M21055DR-CP 0,811 + 0,034 1371,813 £ 75,211 0,11

Com base nos dados obtidos, de maneira geral, 0 aumento da concentracdo de
polimeros aumentou o didmetro e a circularidade das microparticulas. A incorporacdo do
farmaco levou ao aumento do didmetro, que pode ser atribuido a acomodacdo de maior
guantidade do CP nos espacos intersticiais das cadeias poliméricas levando a expansdo da
estrutura e, portanto, particulas de maiores tamanhos, conforme relatado por Kulkarni e
colaboradores (2011) em estudos com microparticulas de gelana/albumina, entretanto a
presenca do farmaco provocou a diminuicdo da circularidade.

Entre a Rl e DR, a analise estatistica demonstrou que, tanto a circularidade como o
didmetro das microparticulas foi maior na DR (p<0,05), provavelmente devido ao elevado
grau de reticulacdo que deve ter permitido maior resisténcia mecénica das microesferas,

originando particulas maiores e mais esféricas ao final do processo.

5.3.2 Teste de digestdo enzimatica

Baseado na susceptibilidade do amido a digestdo enzimatica, no tempo de conversao,
na taxa de liberacdo da glicose e sua absor¢édo no TGI, o amido pode ser classificado em:

rapidamente digerivel (ARD), determinado como o total de amido digerido nos primeiros 20
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minutos; lentamente digerivel (ALD), digerido entre 20 e 120 minutos e amido resistente
(AR) (JANASWAMY, 2014; PARK; BAIK; LIM, 2009; SAJILATA; SINGHAL;
KULKARNI, 2006; ZHANG; WANG, 2009), o qual é fermentado e desintegrado somente
pela microflora colénica (HARALAMPU, 2000).

O amido ¢ hidrolisado pela ptialina e pancreatina, enzimas secretadas nos fluidos das
porcdes superiores do TGI, originando oligossacarideos e glicose que sera transportada para
corrente sanguinea, enquanto a porcdo resistente do amido segue para o colon. Assim, para
estabelecer uma analise quantitativa da digestdo do amido presente nas microparticulas foi
utilizada a pancreatina, que € uma enzima complexa, composta por amilase, lipase e protease
(FREIRE et al., 2009b; TOMASIK; HORTON, 2012).

Os resultados do teste de digestdo enzimatica das microparticulas (Tabela 9)
demonstraram que dentre todas as amostras, as que apresentaram maior quantidade de AR e,
portanto, menor grau de digestdo foram a M253RI (67,41 + 1,44) e a M21055DR (65,70
+7,05).

Tabela 9: Digestdo enzimatica (%) das amostras reticuladas ionicamente e duplamente
reticuladas sem farmaco (n=3).

AMOSTRAS ARD ALD AR
M153RI 19,88 £ 0,15 20,21 5,35 59,91 + 5,35
M253RlI 12,50 + 0,74 20,09 + 2,17 67,41+ 1,44
M255RlI 13,75+ 0,39 21,05 + 8,57 65,21 + 8,73

M1535DR 20,69 + 1,85 27,57 + 3,49 51,74 + 4,96
M2553DR 18,99 + 1,52 28,16 + 0,10 52,85+1,61
M21031DR 22,28 + 0,87 28,92 +1,82 48,80 + 1,25
M21051DR 27,87 + 3,36 23,49+ 0,38 48,64 + 3,72
M21053DR 17,79 £ 2,67 26,16 + 1,01 56,05+ 2,74
M21055DR 21,86 + 3,67 12,44 + 3,50 65,70 £7,05

Os valores apresentados na Tabela 9 evidenciaram que a média do contetudo de ARD,
ALD e AR das amostras foram de 19,51%, 21,12% e 57,38%, respectivamente, demonstrando
que a retrogradacdo do amido reduziu significativamente a digestibilidade (Figura 47),

conforme relatado por Chung, Lim e Lim (2006).



Resultados e Discussdo 124

Figura 46: Proporcdes de amido rapidamente digerivel (ARD), lentamente digerivel (ALD) e
amido resistente (AR) das microparticulas Rl e DR.
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A diminui¢do na proporcdo de ARD e o aumento de ALD e de AR observados,
provavelmente, € resultante do método de retrogradacdo utilizado, devido ao maior
empacotamento das duplas hélices da amilose e o aumento das forcas de interacGes
intercadeias que originou uma estrutura com elevado grau de cristalinidade e que,
consequentemente, restringiu o acesso das enzimas dificultando ou mesmo impedindo a
digestibilidade do amido.

Essa correlacdo do rendimento de AR com o método de retrogradacdo também foi
relatado por Park, Baik e Lim (2009), em estudos sobre digestibilidade de géis de amido, em
que a obtencdo de maiores quantidades de AR ocorreu quando o amido foi submetido a
retrogradacdo em ciclos alternados de temperatura durante 16 dias, 0 mesmo empregado neste
trabalho.

Os dados de DRX estdo em concordancia com os resultados do teste de digestdo
enzimatica, pois demonstraram a elevada cristalinidade dos sistemas, em que as estruturas

formadas apresentaram uma mistura dos polimorfos do tipo B e V, o0 que é coerente, pois

segundo Jane, Wong e Mcpherson (1997), os padrdes tipo B apresentam elevada resisténcia a
hidrolise enzimatica, assim como a estrutura cristalina do tipo-V, relacionado ao complexo

amilose-lipideo, é capaz de reduzir o intumescimento dos granulos de amido tornando-os

mais resistentes a digestdo enzimatica (CUI; OATES, 1999).
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A AA é considerada um material promissor para a obtencdo de elevados teores de
amido resistente, pois os cristalitos formados ficam embebidos em uma matriz amorfa que
dificulta o acesso das enzimas (DIMANTOV et al., 2003; HTOON et al., 2009). Dessa forma,
a formacdo do padrdo tipo B também pode ter sido favorecida pela elevada concentragdo de
amilose do material utilizado (70%) (HYLON VII®).

Segundo Park, Baik e Lim (2009), a susceptibilidade do gel de amido a digestdo
enzimatica depende tanto da estrutura amorfa como da estrutura cristalina do gel e que,
portanto, o contedo de AR esta, essencialmente, relacionado com a intensidade da matriz
cristalina do gel, enquanto que a proporcdo de ALD depende principalmente da rigidez das
regides amorfas do gel de AR (CHUNG; LIM; LIM, 2006; RECIFE, 2013).

Através da analise estatistica dos dados, foi verificado que entre o grupo de
microparticulas Rl ndo houve diferencas estatisticamente significativas (p<0,05), enquanto,
para o grupo de amostras DR a maior quantidade de AR foi verificado em M21055DR, o qual
apresenta maximas concentracfes de ambos os polimeros e agentes reticulantes, o que
provavelmente deve ter dificultado o acesso das enzimas digestivas devido a formacdo de uma
estrutura mais compacta e com elevado grau de reticulacgéo.

Os perfis de digestdo enzimatica das microparticulas estudados (Figura 48)
demonstram que, de maneira geral, a maior concentracdo de polimeros, independente da
concentracdo de agentes reticulantes, e a DR contribuiu para reduzidas taxas de digestdo, as
quais se mantiveram praticamente constantes durante todo periodo de tempo, evidenciando a

formacdo de uma estrutura mais resistente e estavel.

Figura 47: Perfil de digestdo do amido nas microparticulas reticuladas ionicamente e
duplamente reticuladas
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5.3.3 Rendimento

O rendimento das amostras foi elevado (acima de 78%) (Tabela 10), demonstrando
que a técnica de obtencdo de microparticulas pelo método de geleificacdo ionotrépica e a
dupla reticulacdo foi eficiente, apresentando como rendimento médio entre todas as amostras
o valor de 87,96%.

Tabela 10: Rendimento (%) do processo de obtengdo das microparticulas com farmaco pela
Rl e DR.

AMOSTRAS RENDIMENTOS (%)
M153RI-CP 93,95
M253RI-CP 89,14
M255RI-CP 90,38

M1535DR-CP 91,86

M2553DR-CP 90,10

M21031DR-CP 89,37

M21051DR-CP 88,88

M21053DR-CP 79,88

M21055DR-CP 78,08

5.3.4 Teor de umidade

Sistemas contendo polimeros hidrofilicos sdo naturalmente capazes de absorver e reter
umidade. A determinacdo do teor de umidade de sistemas poliméricos € muito importante,
uma vez que o comportamento mecanico desses sistemas pode ser significativamente afetado
pela absor¢do de umidade que leva a plastificacdo do material. Essa plastificacdo esta
associada capacidade da agua em reduzir as forcas intermoleculares das cadeias poliméricas e
levar a eventos como reducdo da temperatura de transicdo vitrea (FAN; LEE; HAN, 2009) e
aumento da mobilidade das cadeias do polimero e da elasticidade (STEENDAM; FRIJILINK;
LERK, 2001).

A umidade também pode influenciar a porosidade e 0 processo de compactacdo de

comprimidos (NOKHODCHI et al., 1995), a dissolucdo e liberacdo do farmaco, além de
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causar alteracdes nas propriedades adesivas (BRAVO-OSUNA; JIMENEZ-CASTELLANOS,
2008; REPKA; MCGINITY, 2000; STEENDAM et al., 2000).

A goma gelana desacetilada ¢ um polimero que apresenta um conteddo de umidade
ligeiramente maior que a gelana de alta acetilacdo, o que pode ser atribuido a diferengas no
namero de grupos hidroxilas disponiveis para ligaces de hidrogénio com as moléculas de
agua (ABRAMOVIC ; KLOFUTAR, 2006).

O amido é um material higroscopico que também apresenta elevada capacidade de
absorver agua (DIXIT et al., 2012).

Os valores de teor de umidade das amostras Rl e DR s&o apresentados na Tabela 11.

Tabela 11: Teor de umidade (%) das microparticulas reticuladas ionicamente e duplamente
reticuladas contendo cetoprofeno.

AMOSTRAS TEOR DE UMIDADE %
M153RI-CP 12,3+0,10
M253RI-CP 99+0,11
M255RI-CP 7,5%0,10

M1535DR-CP 5,57+0,15

M2553DR-CP 4,80+ 0,10

M21031DR-CP 3,37 £ 0,06

M21051DR-CP 4,57 £0,15

M21053DR-CP 4,70 + 0,10

M21055DR-CP 5,00+0,10

A quantidade de &gua residual nos produtos farmacéuticos pode favorecer a
contaminacdo microbiana e prejudicar a estabilidade fisica do material e, por isso, a analise do
teor de umidade € considerada de extrema importancia para prever possiveis alteragdes que
possam ocorrer nos materiais elaborados. Assim, de acordo com os dados de teor de umidade
das microparticulas Rl e DR (Tabela 11), foi verificado que o percentual de umidade nao
oferece risco a estabilidade das amostras, pois os valores foram menores do que aqueles
informados pelas especificacdes dos laudos de analise dos fornecedores dos polimeros, que

preconizam maximo 15% de umidade.
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5.3.5 Avaliagéo do teor e da eficiéncia de encapsulacédo (YEE)

O encapsulamento é um processo baseado no aprisionamento de compostos ativos no
interior de uma matriz. A porcentagem de farmaco encapsulado em relagdo a quantidade total
adicionado ao sistema é representada pela eficiéncia de encapsulacdo (%EE) (AHUJA,;
YADAV; KUMAR, 2010; CHAN, 2011). Portanto, maiores valores de %EE representam
sistemas com maior capacidade de aprisionamento do farmaco.

A %EE das microparticulas Rl e DR variou em um intervalo de 25,45 a 72,48% e 0s
valores de teor foram de 3,12 a 9,47% (Tabela 12).

Tabela 12: Valores do teor e eficiéncia de encapsulacdo (%) do farmaco das microparticulas
reticuladas ionicamente e duplamente reticuladas (média £ DP).

AMOSTRAS Eficiéncia de encapsulacéo (%) Teor de farmaco (%)
M153RI-CP 70,50 £ 5,25 9,47
M253RI-CP 25,45 + 2,08 3,17
M255RI-CP 27,25+ 2,10 3,12

M1535DR-CP 58,66 + 3,15 7,50

M2553DR-CP 62,58 £ 4,51 6,78

M21031DR-CP 72,48 +1,14 5,07
M21051DR-CP 58,47 + 0,62 4,20
M21053DR-CP 42,28 +1,02 3,81
M21055DR-CP 66,19 £ 2,24 4,33

Entre as microparticulas RI, a maior %EE (70,50%) e maior teor (9,47%) foram
exibidos pela amostra M153RI-CP (p>0,05). A %EE e o teor foram menores em M253RI-CP
e M255RI-CP, sendo que entre elas ndo houve diferengas estatisticamente significativas
(p>0,05). A concentracdo de amido ndo variou nesse grupo de amostras, portanto, conclui-se
que a maior concentracdo de gelana influenciou de maneira negativa nos resultados, pois
levou a menor %EE (p>0,05).

Esse comportamento pode estar relacionado com o aumento da viscosidade promovido
pela elevada concentracao de gelana, que originou uma rede estrutural mais densa e compacta,
com a presenca de interacbes mais coesivas entre seus monOmeros que, provavelmente,

podem ter reduzido os espagos intercadeias para acomodacgdo das particulas do farmaco,
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resultando em uma menor encapsulagdo. Comportamento semelhante foi relatado por Narkar
e colaboradores (2010), em estudos com microesferas de gelana submetidas a geleificacdo
ionotrdpica para liberacdo controlada da amoxicilina.

A menor concentracdo de AI** da amostra M153RI-CP também pode ter favorecido a
maior %EE, devido ao menor grau de reticulagdo, pois segundo Maiti e colaboradores (2011),
em estudos com microparticulas de goma gelana contendo glipizida reticuladas com céations
trivalentes (AI**), a formacdo das ligagdes cruzadas promovem a lixiviacdo das moléculas de
agua que, consequentemente, arrastam as particulas do farmaco. Portanto, quanto maior o
grau de reticulacdo maior seria a perda de &gua e menor a %EE.

Entre as amostras DR, o maior valor de %EE foi verificado em M21031DR-CP
(p>0,05), indicando que o menor grau de reticulacdo atribuido as menores concentracfes de
reticulantes utilizadas resultaram, novamente, em uma elevada capacidade de aprisionamento
do farmaco entre os espacos intersticiais das cadeias poliméricas. Esse comportamento
também explica a menor %EE, verificada em M21053DR-CP (p>0,05), que apresenta
maiores concentracdes de reticulantes e, provavelmente, o elevado grau de reticulacdo reduziu
0s espacos onde as particulas do farmaco ficariam acomodadas.

O teor de farmaco incorporado foi maior nas amostras contendo menores
concentracdes de gelana, sendo M153RI-CP com 9,47% e M1535DR-CP com 7,50%, o que
pode ser atribuido a maior flexibilidade e quantidade de espacos intercadeias nas estruturas
dessas amostras, permitindo uma maior e mais homogénea distribuicdo do farmaco.

De maneira geral, as menores concentracdes de agentes reticulantes e a DR resultaram

em maiores porcentagens de encapsulacédo (p>0,05) (Figura 49).
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Figura 48: Comparacdo da eficiéncia de encapsulacédo (%) entre amostras Rl e DR.:
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Os resultados obtidos demonstraram que a menor densidade de reticulagdo contribuiu

para formac&o de estruturas com maior capacidade de aprisionamento do farmaco.

5.3.6 Especificidade/Seletividade

A especificidade/seletividade é a capacidade de avaliar uma substancia na presenca de
componentes que podem estar presentes, incluindo impurezas, produtos de degradacdo e
excipientes (BRASIL, 2003; ICH, 2005). Um método é seletivo quando existe grande
probabilidade de ser a substancia pesquisada e é especifico quando este método consegue
definir uma funcéo quimica especifica ou ainda uma Unica espécie distinta em um Unico sinal.
A avaliacdo da seletividade/especificidade pode ser realizada pela analise de amostras
contendo os possiveis interferentes que compdem o sistema por diferentes métodos, técnicas
ou por meio de variagdes nas condig¢des instrumentais (INMETRO, 2011).

Esses interferentes podem alterar o desempenho das medidas aumentando ou
reduzindo a magnitude do sinal. Os testes para avaliacdo da seletividade descritos na literatura
sobre validacdo de métodos analiticos envolvem ensaios com padrGes ou materiais de
referéncia, amostras com e sem o farmaco, além da avaliacdo da capacidade de identificacdo
da substancia de interesse na presenca de interferentes. Portanto, a especificidade/seletividade
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deve ser assegurada, caso contrdrio podera comprometer a linearidade, a tendéncia e a
precisdo (BRASIL, 2003; ICH, 2005; INMETRO, 2011; USP, 2007).

A Figura 50 mostra os espectros de absorcdo na regido do ultravioleta do CP obtidos
nos meios HCI 0,1 N com 0,75% de tensoativo laurilsulfato de sédio e pH 1,2; tampdo fosfato
pH 6,0 e tampao fosfato pH 7,4, apresentando picos de maxima absor¢do em 258 nm em meio

acido, 260 nm no tampéo fosfato.

Figura 49: Espectros de absorcdo na regido do ultravioleta de cetoprofeno em (a) HCI 0,1 N,
pH 1,2 com 0,75% de laurilsulfato de sodio; (b) tampé&o fosfato pH 6,0 e (c) tampéo fosfato
pH 7,4.
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De acordo com os espectros (Figura 51), os polimeros ndo apresentaram picos de
absorcéo na regido do UV, o que comprova que as absorbancias mensuradas (Figura 50)

referem-se somente ao farmaco e que os métodos desenvolvidos sdo seletivos e especificos.

Figura 50: Espectro de absorcdo na regido do UV de misturas de gelana e amido retrogradado
(1:1 (v/v)) em (a) HCI 0,1 N, pH 1,2 com 0,75% de laurilsulfato de sodio; (b) tampé&o fosfato
pH 6,0 e (c) tampé&o fosfato pH 7,4.

0.1
a
0.08
2
3 008
=]
bl
_“£
S
2
2 0.04 -
0.02
0 T T 1 8 T T T T T
225 250 275 300 325 350 375 Wavelength (nm
0.1 b
0.08 -
2
3 008
=
~
o
>
2 004
<
0.02
0 —
T Ll T T T T T Al T
200 220 240 260 280 300 320 340 360 Wavelenath (am
[
0.1
0.08
=
-
&
¥ 006
<
~
s
5
§ 0.04 -
0.02 -
0 —
T T ] T T T T T T
200 220 240 280 280 300 320 340 280 Wavelength (nm




Resultados e Discussdo 133

5.3.7 Anélises Térmicas

53.7.1 TG/DTG

A termogravimetria (TG) é uma técnica termoanalitica em que a amostra é submetida
ao aquecimento programado e a variacdo de massa das amostras (perda ou ganho) é
determinada em funcdo da temperatura ou tempo. A analise possibilita verificar possiveis
alteracdes de massa, determinar a faixa de temperatura em que 0s materiais se decompdem
(estabilidade térmica), acompanhar reacdes de decomposicdo, desidratacdo, oxidacao,
combustdo e interacBes farmaco/excipiente (GALWEY; CRAIG, 2007; STORPIRTIS et al.,
2009).

A Termogravimetria Derivada (DTG), como proprio nome diz, € a derivada da curva
TG. Os declinios, relacionados a perda de massa, observados na TG sdo apresentados como
picos na DTG que delimitam areas proporcionais as variacdes de massa (STORPIRTIS et al.,
2009).

As analises foram realizadas para o farmaco e polimeros isolados, microparticulas Rl e
DR e estdo apresentadas nas Figuras 52 — 54 e Tabelas 14 — 16.

A curva de TG/DTG do CP (Figura 52) apresentou uma Unica etapa de perda de
massa, que pode ser atribuida a decomposicdo térmica do farmaco que ocorre entre 200 °C e
310 °C, muito préximo aos valores relatados por Tita e colaboradores (2011) e por Prezotti e
colaboradores (2014). O pico maximo da curva DTG ocorre em 300 °C e ao final do processo
h& uma perda de massa de 98,76% (Tabela 13).

As curvas de TG/DTG dos polimeros (Figura 52) apresentaram um primeiro evento
entre de 30 °C a 100 °C, com perda de massa de aproximadamente 7% e 8%, para gelana e
AR 5 e 10%, respectivamente, referente ao processo de desidratacdo. De acordo com
Storpirtis e colaboradores (2009), a perda de umidade ou de agua superficial ocorre
gradativamente desde a temperatura ambiente até proximo de 100 °C.

Os polimeros apresentaram um segundo e principal evento de perda de massa (Tabela
13). No caso da gelana esse segundo estagio apresentou uma perda de massa de 39,86%, no
intervalo entre 224 °C e 270 °C, indicando a degradacdo do polimero. Esses valores foram
préximos aos relatados por Noor e colaboradores (2012) em estudos com filmes de gelana.

Para o AR 5 e 10%, as curvas de TG/DTG exibiram uma perda de massa de 66,40% e
60,72%, respectivamente, referente a decomposicdo térmica do material, sendo que esse
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evento ocorreu em uma faixa de 260 °C a 330 °C, com pico maximo em 300 °C. Tais valores

foram muito proximos aos relatados na literatura por Varma, Panpalia e Jayaram (2014), Tita

e colaboradores (2011) em estudos com sistemas solidos contendo amido.

Apo6s o processo de retrogradacdo, o AR apresenta um significativo aumento da

cristalinidade, evidenciado nas curvas de TG/DTG do AR 5 e 10%, que exibiram um pico

méaximo em 300 °C, 38 °C acima do valor do pico da AA, observado por Massicotte, Baile e

Mateescu (2008), em estudos com excipientes a base de amido que exibiu um pico méximo de

perda de massa em 262 °C. Dessa forma, os dados demonstram que processo de retrogradacéo

favorece o0 aumento da cristalinidade e, consequentemente, a estabilidade térmica do material,

0 que estd em concordancia com resultados demonstrados pela anélise DRX.

Figura 51: Curvas TG/DTG do cetoprofeno e polimeros isolados (gelana e amido

retrogradado - 5 e 10%).
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Tabela 13: Percentual de perda de massa do cetoprofeno e polimeros isolados (gelana e
amido retrogradado - 5 e 10%) (200-400 °C).

AMOSTRAS Perda de massa (%6)
CP 98,76
Gelana 39,86
AR 5% 66,40
AR 10% 60,72

Ao analisar as curvas TG das microparticulas Rl (Tabela 14), foi possivel verificar
gue as amostras exibiram dois eventos térmicos (Figura 53), em que o primeiro apresentou
uma discreta perda de massa em torno de 6%, em um intervalo de 30 °C até aproximadamente
100 °C, indicando a perda de umidade por evaporacdo durante o processo de aquecimento
(PREZOTTI; CURY; EVANGELISTA, 2014; SOARES et al., 2013; STORPIRTIS et al.,
2009).

O segundo e principal estagio de degradacdo foi observado no intervalo de 120 °C a
200 °C, com perda de massa entre 35,23% e 39,94%. As amostras exibiram um pico maximo
de DTG em torno de 150 °C, o que mostra uma reducdo de aproximadamente 150 °C na
temperatura de degradacédo, em relacéo ao farmaco e polimeros, em que o pico maximo foi em
300 °C. Entretanto, apesar da perda de massa das amostras ocorrerem em temperaturas mais
baixas, deve-se levar em consideracdo que a porcentagem de perda foi reduzida
significativamente em relacéo aos polimeros isolados.

Esse deslocamento do pico de degradacdo, das amostras RI, para temperaturas mais
baixas pode ser atribuida a ocorréncia de interacbes quimicas entre farmaco e polimeros em
razdo do aquecimento a 150 °C, conforme relatado por Tita e colaboradores (2011), em
estudos para avaliar a compatibilidade do CP com diferentes excipientes. Outra possibilidade
para esse comportamento seria a formagdo de uma nova estrutura que apresenta menor grau
de cristalinidade devido a ruptura das estruturas cristalinas durante o processo de geleificacao
ionotrépica com os fons AI**, conforme relatado por Liu e colaboradores (2013), 0 que esta
em concordancia com os dados de DRX que demonstraram que a cristalinidade das amostras
Rl foi menor. Além disso, segundo esses autores, o farmaco aprisionado nos espacos
intercadeias pode ter exercido um efeito plastificante, contribuindo para formacdo de uma

estrutura mais fraca e flexivel, o que justifica a degradacdo em temperaturas mais baixas.
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Figura 52: Curvas de TG/DTG das microparticulas reticuladas ionicamente.
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Tabela 14: Percentual de perda de massa degradada das amostras reticuladas ionicamente
(200-400 °C).

AMOSTRAS Perda de massa (%)
M153RI 35,60
M153RI-CP 39,88
M253RI 35,63
M253RI-CP 35,23
M255RI 37,20
M255RI-CP 39,94

Para as microparticulas DR (Figura 54), de maneira geral, foram verificados trés
eventos de perda de massa, evidenciando a diferenca estrutural em relacdo as microparticulas
RI.

A modificacdo da intensidade dos picos pode ser atribuida as diferencas nas forcas das
ligacOes de hidrogénio formadas ao longo da rede estrutural em que quanto maior a forca
dessas ligacbes mais energia necessaria para rompé-las, conforme relatado por Huo e
colaboradores (2014). Além disso, a DR pode originar uma rede estrutural, constituida por
dominios que apresentem maior ou menor grau de reticulacdo, na qual a degradacdo ocorre
em temperaturas diferentes originando varios picos (WILSON; PRATT; KOZINSKI, 2013).

A primeira e discreta perda de massa, de aproximadamente 8%, das amostras DR
ocorreu no intervalo de 30 °C a 100 °C, novamente indicando a perda de umidade por
evaporacdo devido ao processo de aquecimento, conforme relatado por Soares e
colaboradores (2013) e por Storpirtis e colaboradores (2009).

O segundo evento de perda de massa das amostras DR, significativamente reduzido
em relacdo ao farmaco e polimeros isolados, ocorreu no intervalo entre 150 °C e 220 °C
(Tabela 15). O valor do pico de DTG das amostras, de maneira geral, apresentou-se em torno
de 180 °C, uma reducdo de aproximadamente 120 °C na temperatura de degradacdo em
relacdo ao farmaco e polimeros, porém foi maior do que o valor do pico verificado para as
amostras RI.

Esse comportamento pode ser atribuido a possibilidade de reducéo da cristalinidade
dos polimeros e das forcas de interacbes entre as cadeias polimeéricas em razdo do
aquecimento acima de 150 °C. Além disso, Wilson e Xue (2013), em estudos com complexos

de quitosana reticulados com glutaraldeido, constataram uma redugdo da temperatura de
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degradacéo, que foi atribuida a alteracBes provocadas nas ligaces de hidrogénio das cadeias
poliméricas apos a reticulacdo.

O terceiro evento de perda de massa foi de 14% a 25% (Tabela 15), entre 250 °C e 350
°C, caracterizado pelo aparecimento de um “ombro”, ou seja, um pico mais alargado e de
baixa intensidade, que pode ser atribuido & decomposicdo de dominios altamente reticulados e
compactos, em que os grupos hidroxila ficaram protegidos no interior da estrutura impedindo
a formacao de ligacdes de hidrogénio com a agua, conforme relatado por Huo e colaboradores

(2014) em estudos com microcépsulas de quitosana reticuladas com glutaraldeido.
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Figura 53: Curvas de TG/DTG das microparticulas duplamente reticuladas.
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Tabela 15: Percentual de perda de massa degradada das amostras duplamente reticuladas
(200-400 °C) (dois eventos principais).

AMOSTRAS Perda de massa (%) Perda de massa (%)
2° Evento 3° Evento

M1535DR 6,83 23,01
M1535DR-CP 6,71 25,80
M2553DR 12,18 31,54
M2553DR-CP 15,74 26,46
M21031DR 12,76 17,26
M21031DR-CP 16,05 21,88
M21051DR 25,40 23,84
M21051DR-CP 24,53 21,80
M2105 12,18 21,47
M21053DR-CP 21,40 18,79
M21055DR 30,85 14,56
M21055DR-CP 20,37 19,05

O conjunto de dados, de maneira geral, evidenciou a diminuicdo da estabilidade
térmica das microparticulas Rl e DR em relacdo aos componentes isolados, quando
submetidos a elevadas temperaturas durante a andlise. Entretanto, as microparticulas DR
foram termicamente mais estaveis que as amostras RI, provavelmente devido a formacédo de
uma estrutura mais forte e termicamente mais estavel, consolidada pelas ligagcdes covalentes.
No entanto, deve-se levar em consideracdo que as técnicas termoanaliticas requerem um
aumento significativo da temperatura que pode induzir a ocorréncia de reacdes que nao
ocorreriam em temperatura ambiente ou em condic¢des de armazenamento (STORPIRTIS et
al., 2009).

Portanto, os resultados de anélise térmica foram satisfatérios e demonstram que as
condi¢Ges do processo de obtencdo das microparticulas ndo promovem a degradacdo do

farmaco ou dos polimeros.

5.3.7.2 DSC

A DSC é uma das técnicas de analises térmicas mais precisa e exata, capaz de fornecer

informagdes detalhadas sobre propriedades fisico-quimicas de uma substancia (BOND et al.,
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2002; CLAS; DALTON; HANCOCK, 1999). A técnica envolve a aplicacdo de um
aquecimento linear ou de resfriamento sob uma amostra e a subsequente medida da
temperatura e da energia associada a uma variedade de eventos téermicos incluindo fuséo,
cristalizacéo, transicdo vitrea e as reagdes de decomposicdo (READING; CRAIG; 2007).

Os eventos térmicos registrados com DSC envolvem a temperatura de fusdo
endotérmica que corresponde a temperatura em que se inicia a fusdo dos cristais (Tonset); a
temperatura de pico (Tpeak), o qual corresponde ao ponto de fusdo da maioria dos cristais; a
temperatura de conclusdo (Tendset) que indica a fusdo dos cristalitos mais perfeitos e a
entalpia de fusdo (AH) que corresponde a area de transi¢do endotérmica (CLAS; DALTON;
HANCOCK, 1999; READING; CRAIG; 2007; ZHOU; DI VONA; KNAUTH, 2010). A érea
sob o pico é diretamente proporcional a variacdo de entalpia e a sua direcdo indica se o evento
térmico é endotérmico ou exotérmico (KARIM; NORZIAH; SEOW, 2000).

A avaliacdo da compatibilidade entre fA&rmaco e excipientes, bem como as possiveis
alteracbes fisico-quimicas é realizada por intermédio da comparacdo entre as curvas
termoanaliticas das substancias puras com aquelas obtidas para as formulacdes (STORPIRTIS
et al., 2009). Dessa forma, as curvas DSC obtidas para o farmaco e polimeros isolados,
microparticulas Rl e DR foram determinadas e estdo apresentadas nas Figuras 60 — 62 e
Tabelas 17 - 19.

A curva de DSC do CP puro (Figura 55) apresentou um unico pico endotérmico
intenso (Tpeak) em 95,89 °C, correspondente ao ponto de fusdo do farmaco (MURA et al.,
1995; MURA et al., 1999) e tipico de uma estrutura anidra cristalina (RICCI et al., 2005;
VUEBA et al., 2004). OS valores de Tonset (87,04 °C), Tendset (102,2 °C) e AH (95,53 °C)
apresentaram-se muito préximos aos valores relatados na literatura por Mura e colaboradores
(1998) e por Cirri e colaboradores (2012).

No caso da gelana, a curva de DSC (Figura 55) apresentou um pico endotérmico
alargado em 99,21 °C, o qual pode ser atribuido ao processo de desidratacdo (YANG et al.,
2013) e dois picos exotérmicos em 252,38 °C e 257,86 °C, ambos muito proximos aos
observados na literatura por Ahuja, Yadav e Kumar (2013), correspondentes a temperatura de
degradacdo da gelana (YANG et al., 2013), o que esta em concordancia com os dados de
TG/DTG. O valor de Tonset foi de aproximadamente 51,57 °C, Tendset 151,37 °C ¢ AH
151,39J/g.

A AA apresentou um amplo pico endotérmico em 93,8 °C (Figura 55), caracteristico

de polimeros semicristalinos e que indica uma elevada heterogeneidade dos cristalitos
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(BHOSALE; ZIEGLER, 2010; KARKALAS; MORRISON; PETHRICK, 2005), com um
valor de Tonset de 45,34 °C, Tendset de aproximadamente 157,8 °C e AH de 24,78]/g.

Os maiores valores de temperatura e entalpia dos eventos endotérmicos verificados
nas curvas de DSC do AR 5% (Tonset 94,64 °C; Tpeak 131,08 °C; Tendset 212,55 °C ¢ AH
172,6J/g) e AR 10% (Tonset 105,86 °C; Tpeak 133,37 °C; Tendset 222,90 °C ¢ AH 118,3J/g)
(Figura 55) (Tabela 16) evidenciaram a ocorréncia de importantes modificacdes estruturais da
AA ap0s a retrogradacdo, provavelmente devido a formacéo de maior quantidade de dominios
cristalinos e de cristalitos mais estaveis. O aumento dos valores de temperatura e da AH pode
ser atribuido ao aumento da estabilidade e do arranjo das duplas hélices através das ligacdes
de hidrogénio e interagOes intermoleculares, favorecendo o aumento do grau de cristalinidade
das estruturas formadas, conforme relatado por Shi e Gao (2011) e por Shi e colaboradores

(2013), em estudos com amido resistente.

Figura 54: Curvas DSC do cetoprofeno e polimeros isolados (gelana, alta amilose e amido
retrogradado (5 e 10%)).
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Tabela 16: Valores de temperatura e entalpia dos eventos endotérmicos do cetoprofeno e
polimeros isolados (alta amilose (AA), gelana e amido retrogradado (AR) 5 e 10%).

Tonset (°C) Tpeak ( °C) Tendset ( °C) AH (J/9)
AA 35,76 93,8 157,8 24,78
CP 88,5 95,89 102,2 95,25
AR 5% 94,64 131,08 212,55 172,6
AR 10% 105,86 133,37 222,90 118,3
Goma gelana 51,57 99,27 151,37 151,39

As curvas de DSC das amostras RI, contendo CP (Figura 56), apresentaram um
discreto evento endotérmico, entre 80 e 100 °C, com Tpeak em torno de 88 °C, possivelmente
devido a reducdo do pico de fusdo do farmaco que pode estar disperso molecularmente na
matriz polimérica, conforme relatado por Narkar e colaboradores (2010), em estudos com
microesferas de gelana. Esse comportamento também pode ser atribuido a presenca de uma
pequena fragdo cristalina do farmaco que devido a elevada temperatura pode ter estabelecido
algum tipo de interacdo quimica com o polimero ou, ainda, devido a possibilidade da agua
presente nos polimeros terem promovido a dissolucdo do CP quando submetidos ao
aquecimento.

Os picos referentes ao segundo evento endotérmico das amostras Rl (Figura 56),
apresentaram um deslocamento para temperaturas mais elevadas, em relacdo aos materiais
isolados, entre 140 e 160 °C e um Tpeak em aproximadamente 155 °C, que pode indicar um
aumento da estabilidade térmica.

Os elevados valores de AH do segundo evento endotérmico das amostras RI contendo
CP (Tabela 17) podem ser atribuidos ao aumento da cristalinidade dessas amostras, devido a
uma maior ordenacdo e maior estabilidade das estruturas dupla hélices através forcas
intermoleculares e ligaces de hidrogénio (SHI et al., 2013) da matriz polimérica, em que 0s
cristais do farmaco ficam embebidos favorecendo a formacdo de uma estrutura altamente

organizada.
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Figura 55: Curvas DSC das microparticulas reticuladas ionicamente, com e sem farmaco.

I R
i —— MISIRI-CP —— M233RICP

MI<IRI 21 M253RI

Muxo de calor (m/W)
Fluxo de calor (m/W)

y kS ¥ y ' ) ! ’ y 2 Y T Y T Y Y T Y Y g
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 D 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
4

5 | —— M2SSRI-CP
: M255RI

NS

PN
|

|

Muxo de calor (m/W)

0 20 40 60 B0 100 120 140 160 1B0 200 220
Temperatura (°C)

Tabela 17: Valores de temperatura e entalpia dos eventos endotérmicos das amostras
reticuladas ionicamente.

Amostras Tonse1=t Tonset Tpeal1< ( Tpeak( Tendsiat Tendset AH1 AH

() (¢ °C) °C) (°C) (°C) Qg ([l
M153RI - 151,80 - 157,22 - 164,19 - 252,58
M153RI-CP | 80,83 13594 89,06 15530 96,06 17345 9,26 316,59
M253RI - 145,33 - 149,40 - 174,66 - 213,47
M253RI-CP | 80,92 154,48 86,07 154,78 9197 17497 3,99 316,99
M255RI - 144,78 - 150,19 - 179,03 - 275,94
M255RI-CP | 81,03 132,28 87,73 157,98 92,85 176,51 7,69 343,88

1 = pardmetro térmico referente ao primeiro evento endotérmico (menor intensidade).

As curvas da DSC das amostras DR, contendo CP (Figura 57, Tabela 18),
apresentaram um reduzido evento endotérmico com picos mais alargados, em
aproximadamente 80 e 100 °C, com Tpeak em torno de 82 °C (Figura57), que pode ser

atribuido a reducdo do pico de fusdo do farmaco nessa regido novamente pode ser devido a
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possibilidade de o CP estar disperso molecularmente na matriz polimérica e a pequena fracdo
na forma cristalina exibe um pico de reduzida intensidade. Esse comportamento pode ter
ocorrido em consequéncia do aquecimento durante o teste.

Os picos referentes ao segundo evento endotérmico das amostras DR (Figura 57)
também apresentaram um deslocamento para temperaturas mais altas (aproximadamente 140-
190 °C), em relacdo aos materiais isolados e as amostras RI, que pode estar relacionado com
um aumento da estabilidade dessas amostras devido ao processo de DR, que originou sistemas
com elevado nivel de organizag&o estrutural.

Esse comportamento pode ser atribuido a formacdo de ligagBes covalentes que
promovem interagdes fortes entre as cadeias poliméricas diminuindo a mobilidade
intercadeias, conforme relatado por Nishat e Malik (2012). Portanto, o elevado Tpeak (160
°C) das amostras pode ser atribuido a maior energia térmica necessaria para romper essas

ligagdes e, consequentemente, promover a fuséo das substancias.
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Figura 56: Curvas DSC das microparticulas duplamente reticuladas, com e sem farmaco.

4 4
N MISISDR-CP —— M2SSADR.CP
- - MISISDR 2 MISSIDR
0 - 0 4
-2 4 / /
- - .14
E 4 !
3 3 4
o 6 o
- =
e = 61
2 ]
= .10 4 = 84
12 10
14 T T —T T T — T T A2 ¢ . ' . - - -
0 20 40 60 8®0 100 120 140 160 180 200 220 0 20 40 60 B0 100 120 140 360 180 200 220
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
4 4
— MIIOMDRCP ,‘l ——— M21051DR-CP
24 M21031DR £ © M21051DR
04
S S
S Al
b4 T 6
@ .4
- S 1
e
é 6 5 104 ‘
E A2 =
A4
14 4
-10 T v v v v v v v v v 16 - - . ' r v v - - .
] 0 40 60 80 100 120 140 160 180 200 2N 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
1 4
— M2I0S3DR-CP e MRIOSSDR-CP
21 M21053DR 2 M21035DR
% 0 %‘ 0 - K
\ Pe o ,
. / v \/~\
kS . ¥
8 41 s
o v
< < 4
e %7 c
] 5 4
£ 2 - £
rd ‘o
-10 4
12 4
-12 v v v v v v v v v v v v v v - v v v
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 0 20 4 60 50 100 120 140 160 180 200 220

Temperatura (°C) Temperatura (°C)



Resultados e Discussdo 148

Tabela 18: Valores de temperatura e entalpia dos eventos endotérmicos das amostras
duplamente reticuladas.

Amostras Tons?t Tonset Tpico1 Tpico Tendslet Tendset AH1 AH
(°C)° () (6" (6 (°C) (°C)  (J9) (J/9)

M1535DR - 140,10 - 149,49 - 150,50 - 283,38
M1535DR-CP | 64,43 158,85 88,05 169,30 130,95 176,47 117,6 94,74
M2553DR - 153,74 - 157,49 - 170,64 - 158,69
M2553DR-CP | 66,62 149,25 78,38 160,08 89,26 177,33 7,00 177,59
M21031DR - 172,70 - 175,37 - 198,28 - 81,60
M21031DR-CP | 78,96 165,19 8526 167,14 90,41 188,36 3,53 136,21
M21051DR - 147,23 - 151,85 - 186,47 - 243,86
M21051DR-CP | 76,30 142,91 8391 150,04 89,50 185,70 4,95 235,18
M21053DR - 151,73 - 158,30 - 182,00 - 168,39
M21053DR-CP | 71,66 150,94 79,55 157,24 86,59 178,79 3,56 165,25
M21055DR - 137,95 - 150,47 - 186,48 - 251,70
M21055DR-CP | 67,40 146,82 77,05 170,34 86,12 18759 7,11 14341

1 = parametro térmico referente ao primeiro evento endotérmico (menor intensidade).

O conjunto de dados evidencia as diferengas estruturais entre as microparticulas e os
materiais isolados, sendo que as amostras DR exibiram resultados que demonstram a
formacdo de uma estrutura mais forte consolidada por ligacbes fortes, em que a energia

térmica necessaria para promover a fusdo dos materiais foi maior.

5.3.8 Teste “ex vivo” de mucoadesao

A capacidade mucoadesiva de sistemas de liberacdo pode contribuir
significativamente para o aumento da permeabilidade e/ou absor¢do de varios farmacos por
aumentar a tempo de retencdo, gradiente de concentracao local e contato com o epitélio.

Polimeros bioadesivos considerados ideais para promover a mucoadesdao devem
apresentar algumas caracteristicas importantes, como hidrofilia, ser de natureza aniénica com
grupos formadores de ligagOes de hidrogénio, apresentar capacidade de intumescimento e
apresentar flexibilidade das cadeias para favorecer a interpenetragdo na camada do muco
(ANDREWS; LAVERTY; JONES, 2009; FIGUEIRAS; CARVALHO; VEIGA, 2007).
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Modelos animais tém sido muito utilizados para avaliacdo da absorcéo gastrointestinal
de farmacos e do desempenho de novos sistemas. A utilizacdo do porco, atualmente, é
considerada a mais adequada em estudos para avaliar uma variedade de produtos
farmacéuticos, j& que a anatomia e fisiologia do trato gastrointestinal desse animal
demonstrou ser semelhante ao do homem, particularmente em relacdo a mucina, transito
intestinal e absorcdo de farmacos (DAVIS; ILLUM; HINCHCLIFFE, 2000; KARARLI,
1995; VARUM et al., 2010). Além disso, de acordo com Kararli (1995), a morfologia do
célon do porco é muito semelhante a de humanos.

O ensaio de mucoadesdo “ex vivo” foi realizado nas microparticulas RI ¢ DR, com e
sem farmaco, para avaliar a influéncia da incorporacdo do CP na capacidade de mucoadesdo
dos sistemas.

A presenca do farmaco na matriz polimérica das microparticulas R1 ndo influenciou de
maneira significativa nas propriedades mucoadesivas (p<0,05). Além disso, os resultados,
apresentados na Tabela 19, demonstram que de acordo com valores de for¢a de mucoadeséo
(Fwma) e trabalho de mucoadesdo (Twma), ndo houve diferencas estatisticamente significativas

para as amostras R (p<0,05) (Figura 58).

Figura 57: Grafico comparativo dos parametro forca de mucoadesao - Fuya (N) e trabalho de
mucoadesdo - Tua (N.S) para microparticulas RI, sem e com farmaco.
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Tabela 19: Forca de mucoadesdo - Fua (N) e trabalho de mucoadesdo - Tua (N.s) das
microparticulas reticuladas ionicamente (n = 5).

Forca méxima de Trabalho de mucoadeséo

Amostras RI

mucoadesao (N) (N.s)
M153RI 0,597 £ 0,225 0,036 £ 0,018
M153RI-C 0,859 £ 0,275 0,033 £ 0,016
M253RI 0,747 £ 0,233 0,033 £ 0,034
M253RI-CP 0,811 £ 0,580 0,315 £ 0,282
M255RI 0,739 £ 0,181 0,038 £ 0,029
M255RI-CP 1,099 £ 0,586 0,394 £ 0,380

Nas microparticulas DR, de modo geral, a incorporacdo do CP ndo influenciou de
maneira significativa os resultados do Tua € Fma (p<0,05), exceto para nas amostras
M21031DR-CP e M21055DR-CP, em que a incorporacdo do farmaco contribuiu para reducdo
dos valores desses parametros (p<0,05) (Figura 59) (Tabela 20).

Esse comportamento pode ser atribuido a formacdo de uma estrutura mais coesa e
compacta devido a elevada concentracdo de polimeros e presenca do farmaco nos espacos
intersticiais das cadeias poliméricas. O possivel aumento da intensidade e quantidade de
interacdes intercadeias promoveu a diminuicdo da flexibilidade que, de acordo com Figueiras
e colaboradores (2007), contribui para diminuicdo do comprimento efetivo das cadeias
poliméricas que penetrariam o muco e, consequentemente, reduz a forga mucoadesiva.
Segundo esses autores, para que ocorra o fendmeno da mucoadesdo, a flexibilidade das
cadeias poliméricas € um pardmetro fundamental no mecanismo de interpenetracdo e de

enovelamento das cadeias dos polimeros com as da mucina presente no muco.



Resultados e Discussdo

151

Tabela 20: Forga de mucoadeséo - Fua (N) e trabalho de mucoadesdo - Tua (N.s) das
microparticulas duplamente reticuladas (n = 5).

Forca méxima de

Trabalho de mucoadesdo

Amostras Rl mucoadesao (N) (N.s)

M1535DR 0,491 £ 0,125 0,018 + 0,004
M1535DR-CP 0,343 +£0,122 0,012 + 0,005
M2553DR 0,529 + 0,157 0,025 £ 0,007
M2553DR-CP 0,595 £ 0,020 0,023 £ 0,002
M21031DR 0,828 + 0,191 0,063 £ 0,042
M21031DR-CP 0,453 + 0,074 0,036 £ 0,022
M21051DR 0,714 + 0,066 0,044 + 0,009
M21051DR-CP 0,818 £ 0,082 0,036 + 0,004
M21053DR 0,422 + 0,048 0,016 £+ 0,001
M21053DR-CP 0,447 + 0,067 0,021 £+ 0,005
M21055DR 0,990 £ 0,227 0,040 £ 0,007
0,414 + 0,079 0,015 £ 0,003

M21055DR-CP

Figura 58: Grafico comparativo dos parametro Forca de mucoadeséo - Fya (N) e trabalho de
mucoadesdo - Tua (N.s) para microparticulas duplamente reticuladas, sem e com farmaco.
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A caracteristica anidnica dos polimeros utilizados deve contribuir para que os sistemas

apresentem caracteristicas mucoadesivas, pois as estruturas devem permanecer carregadas

negativamente em pH 7,4, devido a ionizacdo dos grupos carboxilicos, permitindo que
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interacOes hidrofobicas e/ou ligagdes hidrogénio fossem estabelecidas, conforme relatado por
Sriamornsak, Wattanakorn e Takeuchi (2010) em estudos sobre as propriedades
mucoadesivas de misturas de pectina e mucina.

A gelana, que apresenta reconhecidas propriedades mucoadesivas (LEE; PARK;
ROBINSON, 2000; SALAMAT-MILLER; CHITTCHANGL; JOHNSTON, 2005;
NARKAR; SHER; PAWAR, 2010), provavelmente contribuiu de maneira significativa para
melhorar as propriedades adesivas das microparticulas.

Panchal e colaboradores (2012), em estudos com comprimidos mucoadesivos
utilizando diferentes polimeros naturais bioadesivos, verificaram que as caracteristicas
mucoadesivas das formulac6es dependiam do tipo e concentracdo dos polimeros utilizados e
que o mais alto valor de forca mucoadesiva foi verificado para a gelana.

De acordo com os dados obtidos, verificou-se que a variacdo da concentracdo dos
agentes reticulantes ndo influenciou de maneira significativa as propriedades mucoadesivas
das microparticulas Rl e DR (p<0,05). A diminuicdo dos valores do Tyae Fua quando CP foi
incorporado nas amostras DR, pode ser atribuida a formacdo de uma estrutura muito
compacta que dificultou a interacdo das cadeias poliméricas com as cadeias da mucina,
diminuindo a capacidade mucoadesiva dos sistemas.

Os valores de Tua € Fua (Tabela 20 e 21) demonstraram que ndo houve diferencas

estatisticamente significativas entre as amostras Rl e DR (p<0,05).

5.3.9 Andlise de Intumescimento

A liberagdo do farmaco a partir de uma matriz polimérica pode ser controlada de
acordo com o grau de intumescimento da rede polimérica (BHATTACHARYA et al., 2012).

A concentragdo dos grupos ionizaveis no interior da rede polimérica, o grau de
ionizacdo, pH e forca ibnica do meio, a valéncia do ions, grau de reticulagdo, equilibrio
hidrofilico/hidrofobico sdo fatores que influenciam diretamente a capacidade de
intumescimento dos sistemas (PEPPAS; KHARE, 1993).

A analise foi realizada com microparticulas com e sem CP, a fim de verificar a
influéncia do farmaco na capacidade de intumescimento das microparticulas. Foi verificado
que, de maneira geral, a incorporagdo do farmaco ndo apresentou diferencas estatisticamente

significativas nos valores de intumescimento das amostras R1 (p<0,05).
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Os resultados obtidos para as microparticulas Rl (Tabela 21), com e sem farmaco, de
maneira geral, demonstraram baixas taxas de intumescimento em meio &cido (pH 1,2) (Figura
60), ndo havendo diferencas estatisticamente significativas entre as amostras (p<0,05). Esse
comportamento deve ser atribuido ao fato dos grupos hidroxilas, presentes nos polimeros,
permanecerem na forma ndo dissociada em pH &cido, exercendo uma forca de repulsdo
eletrostatica insignificante que mantém as cadeias unidas impedindo a entrada de liquido,
levando a um menor grau de intumescimento. Esse comportamento também foi relatado por
Bhattacharya e colaboradores (2012) em estudos com microesferas de carboximetilcelulose
reticuladas com AI*".

Em pH 7,4 e pH 6,0 (Figura 61 e 62), a amostra M153RI, sem farmaco, erodiu a partir
dos 30 e 60 minutos, respectivamente, provavelmente devido a menor concentracdo de
polimeros e agente reticulante que levou a formacdo de uma estrutura mais fraca, conforme
foi demonstrado pelos resultados dos testes reoldgicos dessa amostra. Considerando que o
intumescimento em hidrogéis ¢ inversamente proporcional ao médulo de armazenamento (G”)
(LACK et al., 2004), essa estrutura mais fraca, mais flexivel e com um maior volume
hidrodinamico livre permitiu a entrada de maior quantidade de liquido que,
consequentemente, resultou na erosdo, demonstrada na Figura 60. Em consequéncia disso,

ndo foi possivel dar continuidade a anélise dessa amostra.

Figura 59: Fotomicrografia da amostra M153RI-CP.

Na amostra M153RI-CP, a incorporagdo do farmaco parece ter impedido a eroséo,
provavelmente devido a formagdo de uma estrutura cujas interagdes fisicas entre o farmaco e
polimeros contribuiram para diminuicdo da mobilidade intercadeias e maior resisténcia
hidrodinamica do gel, que diminuiu a entrada de liquido. Segundo Peppas e Khare (1993), tais

interacbes presentes na rede estrutural dos hidrogéis fisicos impedem a dissolugdo ou
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desintegracédo do gel.

Para as demais amostras Rl (Tabela 21), o maior grau de intumescimento, em tampao
pH 7,4 e pH 6, foi exibido pela amostra M253RI (sem farmaco) (p<0,05). Esse
comportamento pode estar relacionado a elevada quantidade de grupamentos carboxilicos
presentes nas cadeias de gelana (2%) que permanecem ionizados em valores de pH mais
elevados, promovendo a expansdo da rede polimérica por repulsdo eletrostatica que,
consequentemente, permite a entrada de maior quantidade de liquido. Portanto, esse resultado
evidenciou o comportamento de intumescimento pH dependente dessa amostra, em que a
capacidade de absorcéo de liquido em pH 7,4 foi maior do que no pH 1,2 (Tabela 21).

Além disso, a formacdo de uma rede com menor densidade de reticulacdo, devido a
menor concentracdo de AI** da amostra, contribuiu para maior capacidade de intumescimento
dessa amostra. Segundo Bhattacharya e colaboradores (2012), o0 aumento da concentracdo de
Al contribui para formacdo de uma rede com menor quantidade de poros e, consequente, a
estrutura apresenta menor capacidade de intumescimento.

Os perfis de intumescimento das microparticulas Rl com e sem farmaco estdo

apresentadas nas Figuras 61 - 63 e os valores na Tabela 21.

Figura 60: Perfil de intumescimento (%) das microparticulas reticuladas ionicamente em
meio acido (pH 1,2)
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Figura 61: Perfil de intumescimento (%) das microparticulas reticuladas ionicamente em pH
7,4.
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Figura 62: Perfil de intumescimento (%) das microparticulas reticuladas ionicamente em pH
6
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Tabela 21: Intumescimento (%) das microparticulas reticuladas ionicamente no equilibrio
(120 min) em diferentes meios.

INTUMESCIMENTO (%)

Amostras Meio Acido (HCI Tampéo fosfato pH Tampéo fosfato pH
0,1N, pH 2,0). 7,4 6,0
M153RlI 18,92 £ 5,69 - -
M153RI-CP 27,95 + 15,06 27,44 £ 4,07 22,87 £ 4,75
M253RI 20,06 £+ 10,82 42,39 + 6,39 29,82 £+ 3,80
M253RI-CP 24,45+ 291 27,18 +£4,53 28,18 + 13,93
M255RlI 25,85+ 5,76 23,67 + 3,00 26,85+ 4,72

M255RI-CP 18,54 + 4,29 29,61 +6,01 20,68 + 2,63
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Nas amostras DR, os resultados (Tabela 22) também demonstraram baixo grau de
intumescimento. Provavelmente, as ligagdes quimicas covalentes contribuiram para a
formacgdo de estruturas fortemente interconectadas e compactas que apresentaram menor
mobilidade das cadeias poliméricas e, portanto, foram mais resistentes ao intumescimento.

Em pH 1,2 (Figura 64), nas amostras DR sem farmaco, o maior grau de
intumescimento foi exibido pela amostra M21031DR (p<0,05). Como a maior densidade de
reticulacdo resulta na maior resisténcia do sistema e menor capacidade de intumescimento
(RANI; AGARWAL; NEGI, 2011), a menor densidade de reticulagdo dessa amostra devido
as menores concentracbes de reticulantes, explica o maior percentual de intumescimento.
Estudos recentes demonstraram que a reticulagdo de microesferas com menores concentragoes
de APF* (MAITI et al., 2011) e glutaraldeido (RANI; AGARWAL; NEGI, 2011) sdo mais
eficientes quando o objetivo é aumentar a capacidade de intumescimento.

Nas amostras contendo CP, a taxa de intumescimento foi maior em M21051DR-CP e
M21053DR-CP (p<0,05), o que pode ser atribuido a utilizacdo de menores concentracGes de
glutaraldeido (1 e 3%) que contribuiu para 0 aumentou da hidrofilia dessa amostras. Esse
comportamento é coerente, pois Yu e colaboradores (2011), em estudos com filmes de
quitosana/alcool polivinilico reticulado com glutaraldeido, observaram que o aumento da
concentracdo de glutaraldeido promovia a reticulagdo de maior quantidade de grupos
hidroxila e amino diminuindo a capacidade de hidratacdo dos sistemas.

A amostra M21055DR-CP exibiu menores taxas de intumescimento em todos 0s
meios estudados (p<0,05). Essa menor capacidade de intumescimento deve ser atribuida a
formagdo de uma estrutura tridimensional altamente estavel e resistente, devido a elevada
concentragdo de polimeros e reticulantes dessa amostra, bem como a presencga do farmaco, em
que essa rede com malhas de menores dimensdes apresentou reduzidos espacos intercadeias
que impediu a entrada de liquido.

O elevado grau de reticulagdo limita a entrada de liquido e as ligacdes intercadeias
restringem o movimento das moléculas de agua, consequentemente, o teor de liquido presente
na malha, a capacidade de absor¢do de &gua e o tamanho das cadeias diminuem, levando ao
menor intumescimento (BERGER et al., 2004; BIGI et al., 2001; CARBINATTO et al.,
2014).

Em pH 6,0 e 7,4 (Figura 65 e 66), para as microparticulas DR sem farmaco, as maiores
taxas de intumescimento foram exibidas pelas amostras contendo maiores concentracGes de

ambos os polimeros, independente da concentracdo dos reticulantes, exceto a amostra
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M21053DR (p<0,05). O mesmo comportamento foi verificado para amostras DR contendo
CP, exceto em M21055DR-CP (p<0,05).

O perfil de intumescimento das microparticulas DR com e sem farmaco estdo

apresentadas nas Figuras 64 - 66 e os valores na Tabela 22.

Figura 63: Perfil de intumescimento (%) das microparticulas duplamente reticuladas em
acido (pH 1,2).
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Figura 65: Perfil de intumescimento (%) das microparticulas duplamente reticuladas em pH
6.
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Tabela 22: Intumescimento (%) das microparticulas duplamente reticuladas no equilibrio
(120 min), em diferentes meios.

INTUMESCIMENTO (%)

Amostras Meio Acido (HCI Tampao fosfato pH Tampéo fosfato pH
0,IN, pH 1,2). 7.4 6,0
M1535DR 15,12 + 4,75 7,63+11,48 4,47 £ 5,96
M1535DR-CP 15,47 + 5,28 4,91+ 1,07 15,76 £ 8,50
M2553DR 15,21 + 4,96 7,24 + 6,63 5,86 +4,11
M2553DR-CP 19,49 + 10,05 5,28 + 4,01 5,43 £ 4,08
M21031DR 32,08 £ 2,85 18,36 + 2,57 21,05+2,91
M21031DR-CP 22,90 £ 4,37 17,74 £ 6,32 19,63+ 11,40
M21051DR 20,55+ 3,31 19,27 £ 7,68 17,40 £ 2,11
M21051DR-CP 31,00 + 15,54 19,32 + 7,55 29,82 + 3,65
M21053DR 3,48 +2,93 2,55+ 3,20 12,20 £ 3,35
M21053DR-CP 33,94 + 8,99 26,31 +2,33 28,93+ 5,41
M21055DR 24,74 + 1,31 28,56 + 5,56 26,78 £5,73
M21055DR-CP 9,50 + 7,32 8,25+ 4,29 5,01+0,81

Com base nos dados obtidos, de maneira geral, foi verificado que ambas as técnicas de

reticulacdo, a utilizacdo de polimeros anidnicos, bem como a elevada concentracdo de

polimeros contribuiram para obtencdo de sistemas que apresentaram baixo grau de

intumescimento.

Entretanto, as

amostras

RI

apresentaram maior

capacidade de
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intumescimento em relacdo as amostras DR, provavelmente devido a formacdo de uma rede
polimérica mais flexivel e com malhas de maiores dimensdes, 0 que contribui para a entrada
de liquido mais facilmente do que as estruturas DR. Os resultados foram satisfatorios, pois
acredita-se que a restricdo do intumescimento contribui para o maior controle das taxas de

liberacdo do farmaco.

5.3.10 Determinacao do perfil de liberacgéo in vitro do CP

O processo de dissolucdo baseia-se na capacidade de uma substancia sélida se
dissolver, sendo esta uma propriedade de extrema importancia, pois apresenta consideravel
influéncia na velocidade e extensdo da liberagdo do farmaco in vitro e fornece informacdes
importantes utilizadas para assegurar a qualidade do produto e a biodisponibilidade do
farmaco (STORPIRTIS et al., 2009).

O fendmeno de dissolucdo é um fator limitante para a biodisponibilidade do farmaco
no organismo humano. Quando um sistema é submetido ao processo de dissolucdo, as
particulas mais externas sdo as primeiras a serem dissolvidas, criando uma camada de
saturacio do farmaco denominada camada de difusdo. E a partir desta camada, que as
moléculas sdo dissolvidas e entram em contato com os fluidos e membranas bioldgicas e em
seguida podem ser absorvidas para a corrente sanguinea (ANSEL; POPOVICH; ALLEN,
2000; SANTOS, 2012).

Dessa forma, o ensaio de dissolucdo apresenta um papel importante no controle de
qualidade e no desenvolvimento e otimizacdo de novos sistemas de liberacdo de farmacos,
pois o0s ensaios sdo desenvolvidos através de métodos que oferecam informagdes para prever
0 comportamento in vivo de liberacdo do farmaco, ou seja, tem objetivo de estabelecer uma
correlagéo de dissolugdo in vivo-in vitro (SANTQOS, 2012; STORPIRTIS et al., 2009).

Os perfis de liberagcdo das microparticulas Rl e DR estdo apresentados nas Figuras 67
e 68.

Para realizacdo do ensaio em meio acido, a concentracdo de tensoativo (0,75%)
utilizado foi baseado nos estudos de solubilidade do CP realizados por Prezotti (2013), que
verificou que essa concentracdo aumentou a solubilidade do CP em 11,25 vezes e foi
considerada suficiente para manter as condi¢des sink durante todo ensaio.

Durante o ensaio de dissolucdo, nas primeiras duas horas em pH 1,2, as amostras Rl
M153RI-CP, M253RI-CP e M255RI-CP (Figura 67), liberaram aproximadamente 26,38%,
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16,86% e 14,27% do farmaco, respectivamente, demonstrando reduzidas taxas de liberagéo,
em comparacdo com pH 7,4 e pH 6,0. O aumento das taxas de liberacdo em pH 1,2 observado
para a amostra M153RI-CP, em relagéo as demais, pode ser atribuido a formacéo de uma rede
estrutural mais frouxa e flexivel, ja que esta amostra apresenta menores concentracdo de
gelana e AI**, que durante a secagem pode ter ocasionado a migracio de uma maior fracéo do
farmaco para superficie e, da mesma forma, aumentou a capacidade de difusdo do farmaco
para 0 meio de diluicdo no processo de dissolucdo. Ao contrario, o perfil de liberacdo das
amostras M253RI-CP e M255RI-CP (Figura 67) exibiu uma menor e constante taxa de
liberagdo durante todo o ensaio em meio acido.

Em tampéo fosfato pH 7,4, a amostra M153RI-CP, apresentou um percentual de
liberacdo de 85,32% em duas horas de ensaio. Essa aceleracdo das taxas de liberacdo do
farmaco observada, novamente pode ser atribuida a formacdo de uma estrutura mais frouxa e
flexivel, em que o0 aumento da pressao hidrostatica gerada pela entrada de liquido no sistema
provocou a erosao conforme verificado durante o teste.

Para as amostras M253RI-CP e M255RI-CP, as taxas de liberacdo mantiveram-se
constantes, atingindo 37% e 41%, respectivamente, durante todo o ensaio em tampao pH 7,4,
0 que pode ser atribuido a formacéo de uma estrutura mais compacta e de elevada densidade
de reticulacdo que deve restringir a entrada de liquido e, consequentemente, reduzir a
capacidade de difusdo do farmaco para o meio de dissolugdo, promovendo maior controle da
liberacdo. Esse comportamento esta em concordancia com os dados reoldgicos que
demonstraram que amostras contendo elevadas concentragdes de gelana (2%) exibiram o
aumento do carater sélido do sistema, que foi atribuido a formacdo de uma estrutura mais
forte e compacta, conforme evidenciada pela FEG/MEV das microparticulas.

A liberacdo do farmaco na amostra M153RI-CP apresentou comportamento pH
dependente, com baixas taxas de liberagdo em pH 1,2 e aceleracdo da liberagdo com o
aumento para pH 7,4. Essa amostra apresentou um efeito burst durante as primeiras 2 horas
de ensaio, nesse meio, atingindo a liberagdo de aproximadamente 88% (Figura 67),
provavelmente devido as suas caracteristicas estruturais, anteriormente apresentadas. Esse
comportamento estd em concordancia com os dados de intumescimento dessa amostra (Figura
62, Tabela 23).

Dessa forma, nas particulas RI, ap6s 24 horas de ensaio nos diferentes meios, a
amostra M153RI-CP foi a que apresentou a maior taxa de liberagdo (p<0,05), liberando

aproximadamente 100% do farmaco. Para as amostras M253RI-CP e M255RI-CP as taxas de



Resultados e Discussdo 161

liberacdo foram menores, sendo que elas ndo apresentaram diferengas estatisticamente
significativas entre si (p<0,05), e atingiram aproximadamente 65% de liberacdo ao final do
teste.

A concentragdo do agente reticulante nas amostras Rl ndo influenciou nas taxas de

liberacdo do farmaco (p<0,05).

Figura 66: Perfis de liberagdo do cetoprofeno a partir das microparticulas reticuladas
ionicamente em meios com diferentes valores de pH.
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Para as amostras DR (Figura 68), de maneira geral, a liberacdo foi de
aproximadamente 18% em pH 1,2, que demonstra o0 maior controle das taxas de liberagdo em
relacdo as amostras RI. Esse comportamento pode ser atribuido & formagdo de uma rede
estrutural mais densa e resistente, que provavelmente manteve sua conformagdo mais
preservada durante o teste, restringindo a entrada de liquido e permitindo o maior controle das
taxas de liberacdo do farmaco.

Em pH 7,4, exceto para M21051DR-CP e M21055-CP, as amostras apresentaram um
significativo efeito burst liberando aproximadamente 80% em 2 horas de ensaio nesse meio.
Esse comportamento pode ser atribuido a maior solubilidade do CP nesse meio, que contribui
para 0 aumento da quantidade de farmaco dissolvido na interface, em relacdo ao farmaco
disperso, levando a uma liberagdo mais rapida, conforme relatado por Narasimhan e Langer
(1997) em estudos sobre o efeito burst em sistemas poliméricos.
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Em pH 6, a liberagcdo se completou para as amostras M1535DR-CP, M2553DR-CP,
M21051DR-CP, M21053DR-CP e M21055DR-CP em 10 horas e a liberacdo manteve-se em
aproximadamente 99% mesmo em 24 horas de teste.

A amostras M21051DR-CP e M21055DR-CP apresentaram um perfil de liberacdo
mais controlado do farmaco, exibindo um percentual de liberacdo de 60% e 70%,
respectivamente, ao final das 4 horas de ensaio em pH 7,4. Esse comportamento pode ser
atribuido a formacéo de uma estrutura mais resistente e compacta com malhas de menores
dimensdes que dificultou a entrada de liquido, o que estd em concordancia com os dados de
intumescimento das amostras, em que M21051DR-CP exibiu um aumento do intumescimento
nos primeiros 90 minutos do teste, nesse meio que, em seguida, mantém-se constante. A
amostra M21055DR-CP apresentou baixas taxas de intumescimento em todos 0s meios. Além
disso, os dados reoldgicos demonstraram que a amostra M21055DR-CP apresenta uma
estrutura altamente resistente e elastica, 0 que provavelmente deve ter contribuido para maior
controle da liberagdo do farmaco.

A liberacdo do farmaco nas amostras DR exibiu um comportamento pH dependente,
com baixas taxas de liberacdo em pH 1,2 e aceleracdo da liberagdo com a passagem para o pH
7,4 e pH 6, exceto para M21051DR-CP e M21055DR-CP.

A variacdo nas concentracdes dos reticulantes ndo influenciou nas taxas de liberacdo

do farmaco das amostras DR (p<0,05).

Figura 67: Perfis de liberacdo do cetoprofeno a partir das microparticulas duplamente
reticuladas em meios com diferentes valores de pH.
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De acordo com a Tabela 23, pode-se observar que as amostras M253RI-CP, M255RI-
CP e M21053DR-CP apresentaram as menores taxas de liberacdo em relacdo as demais
amostras. Tal comportamento pode ser atribuido a elevada concentracdo de gelana comum a
todas as amostras, que contribuiu para a formagdo de uma estrutura tridimensional mais
compacta e resistente, que possivelmente pode ter promovido um aprisionamento mais efetivo
do farmaco ao longo da matriz levando a uma liberagdo mais lenta e gradual.

Esse resultado esta em concordancia com os dados da andlise reoldgica, em que essas
estruturas apresentaram um maior carater elastico, exibindo os maiores valores de G’ (Tabela

3ed).

Tabela 23: t80% de liberacdo do cetoprofeno nas amostras reticuladas ionicamente e
duplamente reticuladas.

AMOSTRAS Ls00 de liberacdo do CP (h)
M153RI-CP 35
M253RI-CP -
M255RI-CP -

M1535DR-CP 45

M2553DR-CP 55

M21031DR-CP 6
M21051DR-CP 6,5
M21053DR-CP 4
M21055DR-CP 7

As amostras M253RI1-CP, M255RI-CP e M21053DR-CP, de acordo com os resultados
da Tabela 23, demonstraram a possibilidade de maior controle das taxas de liberacdo do

farmaco, sendo essas amostras consideradas as mais promissoras como SLC.

5.3.11 Anélise dos mecanismos de liberacgao in vitro do cetoprofeno

Apesar da complexidade dos fenémenos envolvidos na liberacdo de farmacos a partir
de sistemas matriciais hidrofilicos, a modelagem matematica do estudo de perfil de liberacéo

fornece dados relacionados aos processos fisico-quimicos e traduzem matematicamente a
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curva de dissolugdo permitindo melhor entendimento do mecanismo de liberagédo (LOPES;
LOBO; COSTA, 2005). Na classificacdo dos sistemas de liberacdo controlada, o0s
mecanismos pelo quais o farmaco € liberado podem ser atribuidos a diferentes processos
fisico-quimicos, em que a liberacdo pode ser controlada por difusdo, intumescimento e/ou
erosdao (PEPPAS; NARASHIMAN, 2014).

O modelo Weibull (1951) (Equacédo 10) pode ser utilizado em quase todos os tipos de
liberacdo e é considerado o mais versatil, pois permite um melhor ajuste aos diferentes tipos
de perfis de dissolugdo (COSTA; LOBO, 2001).

M

= =1— exp(— at?) Equacéo 10

Em que: M/M,, € a quantidade cumulativa de farmaco liberado no tempo t e no tempo
infinito, respectivamente; a é o parametro de escala e b é o pardmetro de forma, sendo que de
acordo com o valor numérico, caracteriza a curva de liberacdo como exponencial (b = 1),
sigmoide (b > 1) e parabolica (b < 1) (COSTA; SOUZA, 2001).

O valor de b esta relacionado com o mecanismo de transporte do farmaco através da
matriz polimérica (PAPADOPOULOU et al., 2006). Desta forma, valores de b < 0,75 indicam
liberacdo através de difusdo Fickiana (Caso 1); 0,75 < b < 1 corresponde a uma difusdo
Fickiana associada ao Caso-Il e b > 1 a um mecanismo de liberagdo complexo
(PAPADOPOULOU et al., 2006).

O modelo de Korsmeyer-Peppas (1983) é aplicado a sistemas contendo polimeros
hidrofilicos e descreve a difusdo do solvente e do farmaco através da rede polimérica
intumescivel. O modelo se baseia na Lei das Poténcias e relaciona exponencialmente a
liberacdo do farmaco com o tempo (Equacéo 11), sendo que deve ser aplicado aos dados dos
primeiros 60% de liberacdo do farmaco (KORSMEYER; PEPPAS, 1983; PAPADOPOULOU
et al., 2006; SIEPMANN; PEPPAS et AL., 2000).

— = Kt Equagdo 11

Em que: Mt é a quantidade absoluta de farmaco liberada no tempo t; Moo a quantidade total de

farmaco liberado no tempo infinito; K é uma constante cinética e n é o expoente de liberagdo
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(KORSMEYER; PEPPAS, 1983; PAPADOPOULOU et al., 2006; SIEPMANN; PEPPAS,
2001).

O valor numérico do expoente de liberacdo (n) determina o comportamento de
liberagdo, pois de acordo com o valor numérico de n é possivel caracterizar o mecanismo de
liberagdo do farmaco. Assim, para sistemas esféricos, se n for igual a 0,43 indica difusdo
Fickiana (Caso I), em que ha a difusdo do solvente atraves da rede polimérica, seguida da
difusdo do farmaco para o meio; 0,43 < n < 0,85 indica transporte anémalo ou ndo-Fickiano,
que associa difusdo e intumescimento; n > 0,85 o mecanismo de liberagao ¢ classificado como
transporte Caso Il, sendo que a liberacdo do farmaco ocorre pelo relaxamento das cadeias
poliméricas e intumescimento (COSTA; LOBO, 2001; KORSMEYER ; PEPPAS, 1983;
RITGER; PEPPAS, 1987; SIEPMANN; PEPPAS, 2001).

O modelo de Hixson-Crowell é utilizado para sistemas em que a dissolucdo ocorre em
planos paralelos a superficie do farmaco de modo que as dimensfes do sistema diminuam
proporcionalmente, porém mantendo a forma geométrica inicial que se mantém constante
durante todo o processo (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002). A quantidade e velocidade de
farmaco liberado sdo proporcionais a taxa de dissolucao das particulas do farmaco (Equacéo
13) (COSTA,; LOBO, 2001).

(1 - f)Y3 =1-Kpt Equagdo 13

Em que: f; representa a fracdo do farmaco dissolvido no tempo t e K é a constante de liberacdo
(COSTA,; LOBO, 2001).

O modelo de Higuchi (1961) foi desenvolvido para o estudo da liberagdo de farmacos
solGveis e pouco sollveis em agua incorporados em sistemas sélidos e semissélidos. A
Equacdo 14 descreve a liberacdo do farmaco atraves do processo de difusdo, com base na lei
de Fick, a partir de um sistema matricial (COSTA; LOBO, 2001; SANTOS, 2012).

fi = Kyt'/? Equacdo 14

Em que: f; é a quantidade acumulada de farmaco dissolvido no tempo t e K} a constante de
Higuchi (COSTA,; LOBO, 2001; SANTOS, 2012).
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O modelo de Baker e Lonsdale (1974), representado pela Equacdo 15, descreve a
liberacdo controlada de farmacos em matrizes esféricas, sendo muito utilizado para descrever
liberacdo em microcapsulas e microesferas. A escolha do melhor modelo baseia-se nos
valores do coeficiente de correlacdo ajustado (COSTA; LOBO, 2001).

1 -1 —5—;)2/3] - 5—; = Kt Equagio 15

N | W

Mt . . : «
Em que: Voo é a fracdo de massa liberada e K a constante de liberacéo.

Com base nos maiores valores de r? ajustado (Tabelas 24 — 26), verificou-se que, em
todos os meios estudados, 0 modelo que melhor se correlacionou com a liberagdo do CP foi o
de Weibull, exceto para amostra M21051DR-CP em que o perfil de liberacdo, em pH 7,4, se
correlacionou melhor com o modelo de Hixson-Crowell.

A correlagdo com modelo de Weibull apontou diferentes mecanismo de liberagdo para
as amostras nos diferentes meios estudados. Em meio &cido (pH 1,2), as amostras M153RI-
CP, M255RI-CP e M21031DR-CP exibiram valores de b < 0,75, o que indica que o
mecanismo de liberacdo ocorreu atraves da difusdo Fickiana classica, devido a um gradiente
de concentragéo.

Na amostra M21053DR-CP (b = 0,8691), o mecanismo de liberacdo ocorreu através
da difusdo Fickiana associada ao transporte caso Il, caracterizada pela difusdo do farmaco
devido ao gradiente de concentracdo e ao relaxamento das cadeias poliméricas. As demais
amostras exibiram valores de b > 1, indicando mecanismo complexo de liberagdo que inclui
varios processos, como difusdo, intumescimento e erosdo, que podem ocorrer
simultaneamente (PAPADOPQOULOU et al., 2006).

Em pH 7,4 somente M2553DR-CP exibiu mecanismo de liberacdo através da difuséo
Fickiana, enquanto para M253RI-CP e M1535DR-CP, a liberagcdo ocorreu pela difuséo
Fickiana associada ao transporte caso Il. As demais amostras, exceto M21051DR-CP,
apresentaram mecanismo complexo de liberagdo que pode ser caracterizada por Varios
processos, que ocorrem simultaneamente, como relaxamento das cadeias poliméricas,
intumescimento e/ou erosdo das cadeias poliméricas.

O perfil de liberacdo do farmaco na amostra M21051DR-CP, em pH 7,4, adequou-se
melhor ao modelo de Hixson-Crowell (r* = 0,8767), o que indica que a taxa de liberagdo do
farmaco é limitada pela taxa de dissolucéo das particulas do farmaco, ou seja, a liberacdo é
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proporcional a quantidade que ainda falta dissolver. Assim, a reducéo na liberagdo do farmaco
ocorre a medida que diminui também a quantidade de farmaco ainda presente no sistema para
dissolucdo (SANTOS, 2012).

Finalmente, em pH 6 as amostras RI exibiram um mecanismo complexo de liberacéo,
evidenciado por b > 1 (Tabela 26) e as amostras DR exibiram valores de b < 0,75, indicando
que a liberacdo foi controlada pela difusdo Fickiana (Caso I), em que a extensdo e a
velocidade de liberacdo resultam da difusdo das moléculas do farmaco através da rede
estrutural, que é provocada pelo gradiente de concentracdo (LOPES; LOBO; COSTA, 2005).
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Tabela 24: Valores dos coeficientes dos diferentes modelos matematicos (r2 = coeficiente de determinacdo) em meio acido (HCI 0,1 N, pH 1,2).

MODELOS DE AMOSTRAS
LIBERAGAO \1153RI-CP M253RI-CP M255RI-CP M1535DR-CP M2553DR-CP M21031DR-CP M21051DR-CP M21053DR-CP M21055DR-CP
Baker- | k |5786.10°%2,932.10°% 2, 251.10%%° 1,977.10°®° 2,764.10°% 4,548.10°° 3500.10°® @ 4,391.10°% = 3,438.107%
Lonsdale r | 06770 08547 = 0,9101 0,7406 0,7510 0,7102 0,7019 0,9201 0,7773
Higuchi | k = 18093 12959 = 1,1378 1,0701 1,2609 1,6082 1,4157 1,5690 1,4022
r | 06895 08622 @ 0,9153 0,7479 0,7596 0,7208 0,7116 0,9116 0,7866
Korsmeyer- K | 00453 | 01799 = 03143 0,0318 0,0442 0,0662 0,0330 3,1679 0,0815
Peppas | r’ | 09545 = 09932 = 0,9861 0,9989 0,9984 0,9482 0,9627 0,9541 0,9881
n| 13436 = 09556  0,7981 1,3039 1,2662 1,2316 1,3572 0,3348 1,1531
Primeira | | 00024 00016 = 0,0014 0,0013 0,0016 0,0021 0,0018 0,0018 0,0018
ordem r’ | 09037 09942 = 0,9719 0,9626 0,9664 0,9203 0,9206 0,4659 0,9745
Hixson- | k= 00008 = 00005  0,0004 0,0004 0,0005 0,0007 0,0006 0,4404 0,0009
Crowell r’ | 09099 09939  0,9691 0,9659 0,9701 0,9243 0,9257 0,0006 0,9307
k | 03571 02528 @ 0,2037 0,1861 0,1966 0,3542 0,2312 0,2108 0,1629
Weibull | r* | 09939 = 09978  0,9904 0,9998 0,9998 0,9926 0,9792 0,9588 0,9954
b | 05831 14429 = 0,6331 1,5506  10103,3150  0,3816 1168000 0,8691 1,9651
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Tabela 25: Valores dos coeficientes dos diferentes modelos matematicos (r2 = coeficiente de determinacéo) em pH 7,4.

MODELOS DE AMOSTRAS

LIBERAGAO |\1153R1-CP M253RI-CP M255RI-CP M1535DR-CP M2553DR-CP M21031DR-CP M21051DR-CP M21053DR-CP M21055DR-CP

Baker- | k | 0,0007 8,392.10%°7,065.10°°  0,0005 0,0005 0,0004 0,0001 0,0006 0,0002

Lonsdale r | 05951 08553 @ 0,8224 0,5687 0,5797 0,5582 0,7269 0,5282 0,6612

Higuchi | k | 49184 = 20667 = 19102 4,5235 4,4242 3,9231 2,5324 4,6903 3,3283

r* | 06967 08895 = 0,8536 0,6542 0,6426 0,6469 0,7744 0,6390 0,7388

Korsmeyer-| X | 16279 06087 04572 1,0870 2,0413 0,1566 0,4673 0,3728 0,1662

Peppas | r? | 0,7523 = 09725 = 0,9535 0,7307 0,6715 0,8779 0,8725 0,7788 0,9741

n| 06995 @ 07219  0,7578 0,7571 0,6396 1,0794 0,8045 0,9560 1,0391

Primeira | x | 00060 @ 00016 = 0,0014 0,0051 0,0049 0,0039 0,0021 0,0053 0,0030

ordem r | 07353 09615 = 0,9539 0,7219 0,7066 0,7509 0,8754 0,6832 0,8889

Hixson- | k | 0,0016 = 0,0005  0,0004 0,0014 0,0014 0,0011 0,0006 0,0015 0,0009

Crowell r’ | 07993 09395 = 0,9375 0,7663 0,7172 0,8077 0,8767 0,7571 0,9307

k | 02572 01012 = 0,2048 0,1869 0,1562 0,1095 0,2778 0,2772 0,3028

Weibull | r> | 09987 = 09851  0,9920 0,9980 0,9826 0,9953 0,4369 0,9990 0,9922

b | 28157 = 0,899 @ 1,9189 0,9047 0,2704 110804 0,3220 1,3016 2,2207
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Tabela 26: Valores dos coeficientes dos diferentes modelos matematicos (r2 = coeficiente de determinagéo) em pH 6.

MODELOS DE AMOSTRAS

LIBERAGAO |\1153R1-CP M253RI-CP M255RI-CP M1535DR-CP M2553DR-CP M21031DR-CP M21051DR-CP M21053DR-CP M21055DR-CP

Baker- | k | 0,0006 7,917.10°°7,147.10°°  0,0005 0,0005 0,0005 0,0006 0,0007 0,0005

Lonsdale r | 00000 07649  0,9662 0,0000 0,0000 0,0000 0,4364 0,0000 0,8606

Higuchi | k | 35589 = 18813 18074 3,7421 3,7674 3,4467 3,6980 3,8433 3,6669

r | 00000 03980 = 0,8495 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Korsmeyer-| X | 690310  7,0986  4,0681 51,0175 57,3790 57,0307 32,0169 63,9342 18,7022

Peppas | r? | 09716 = 09645 = 0,9824 0,6237 0,4199 0,6603 0,1628 0,5679 0,7571

n | 00408 @ 02953 @ 0,3751 0,0959 0,0786 0,0657 0,1666 0,0649 0,2486

Primeira | x | 00049 = 00011 = 0,0010 0,0056 0,0059 0,0042 0,0048 0,0068 0,0043

ordem r | 0,0000 00000  0,2922 0,9063 0,7775 0,0000 0,4416 0,9453 0,8046

Hixson- | k | 0,0000 @ 0,0003  0,0003 0,0011 0,0011 0,0010 0,0011 0,0011 0,0010

Crowell r’ | 0,000  0,0000 @ 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,4079 0,0000 0,9598

k | 01617 01697  0,2572 0,2558 0,2073 0,2531 0,1457 0,2332 0,1712

Weibull | r> | 09940 = 09959  0,9921 0,9777 0,9825 0,9995 0,9830 0,9620 0,9939

b | 1184559 1570397,19 1518155  0,3838 0,2625 0,2292 0,0610 0,5490 0,3922
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5.3.12 Anélise de morfologia de superficie e estrutura interna

As fotomicrografias de superficie e estrutura interna das microparticulas (Figura 69)
evidenciaram uma superficie irregular e rugosa, que pode ser atribuida a distribuicdo do
farmaco nessa regido, conforme ja relatado pela anélise de tamanho e forma das
microparticulas. Esse comportamento também foi observado por Maiti e colaboradores
(2011), em estudos com microesferas de goma gelana, contendo glipizida, reticuladas com
aluminio.

Na analise da estrutura interna das amostras Rl com e sem farmaco (M253Rl,
M253RI-CP, M255RI1 e M255RI-CP) foi possivel verificar que houve a formacdo de uma
matriz polimérica homogénea e compacta.

A estrutura interna da amostra M21053DR (sem farmaco) exibiu uma matriz
homogénea, com alguns poros. Na presenca do farmaco (M21053DR-CP), verificou-se a
formagdo de uma estrutura compacta, de elevada homogeneidade e a auséncia dos poros,
indicando a possibilidade de preenchimento desses poros pelas particulas do farmaco.

Figura 68: Fotomicrografias da superficie (aumentos de 70 e 300x) e estrutura interna
(aumento de 1500x) das microparticulas reticulados ionicamente e duplamente reticulados.
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As fotomicrografias dos cortes transversais demonstraram a distribuicdo das particulas

do farmaco nos espacos intercadeias, evidenciando a formacdo de sistemas matriciais

multiparticulados, constituidos por redes tridimensionais que apresentam farmaco disperso na
matriz.
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6 CONCLUSOES

O processo de retrogradacdo da AA mostrou-se eficiente, pois permitiu a obtengéo de
elevados teores de amido resistente.

A utilizacdo de elevadas concentracdes de polissacarideos naturais modificados e a
utilizacdo das técnicas de geleificacdo ionotropica e dupla reticulacdo mostraram-se eficientes
para obtencdo de hidrogéis com elevado grau de reticulacéao.

Os dados de TPA demonstraram que, de maneira geral, a maior concentracdo de
polimeros favoreceu o aumento dos parametros dureza, adesividade e coesividade. A RI
contribuiu para maior dureza e coesividade e a DR favoreceu o aumento da adesividade.

Os dados reoldgicos indicaram que a reticulacdo atraves da geleificacdo ionotrépica e
da DR, a elevada concentracdo de polimeros e a presenca do farmaco, de maneira geral,
contribuiram para a formacdo de estruturas mais fortes, de carater elastico, sendo que a DR
originou estruturas mais estaveis, com elevado grau de reticulacdo e maior elasticidade.

As anadlises de FEG-MEV evidenciaram que elevadas concentracdes de polimeros e
agentes reticulantes, a incorporacdo do farmaco e, principalmente, a DR promoveram a
formacédo de estruturas mais densas e compactas.

A DRX demonstrou que a natureza semicristalina dos polimeros foi preservada, sendo
que a maior concentracdo de polimeros e a DR aumentaram a cristalinidade dos hidrogéis.

A obtencdo das microparticulas por geleificacao ionotropica e DR mostrou-se
eficiente, pois permitiu elevados valores de rendimento e teores de encapsulacdo, com a
formacdo de microparticulas esféricas e com distribuicdo de tamanho homogéneo. Além
disso, a FEG-MEV das microparticulas evidenciou a formacdo de sistemas matriciais
multiparticulados, constituidos por redes tridimensionais com farmaco disperso na matriz.

As microparticulas apresentaram  importantes  propriedades mucoadesivas,
principalmente nas mais elevadas concentracOes de gelana e os perfis de liberagdo in vitro das
amostras demonstraram o efetivo controle da liberacdo em meio &cido. As amostras M253RI-
CP, 255RI-CP e M21053DR-CP, mostraram-se as mais promissoras para o controle das taxas
de liberagdo do farmaco em pH 7,4. O mecanismo de liberacdo do cetoprofeno a partir dessas
microparticulas mostrou-se independente do pH do meio e foi controlada pela difusdo

Fickiana associada ao transporte caso 1.
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6.1 CONCLUSAO GERAL

A associagdo dos polissacarideos goma gelana e amido e a modificacdo através da
reticulacdo ibnica e/ou covalente permitiu a obtencdo de hidrogéis poliméricos com uma
ampla faixa de propriedades fisicas e estruturais que possibilitam a sua aplicacdo no
delineamento de sistemas de liberacdo controlada de farmacos que atendam a diferentes
necessidades terapéuticas.

O método de geleificacdo ionotropica mostrou-se eficiente na obtencdo de
microparticulas de hidrogéis e o potencial das microparticulas no controle de liberagcdo do
farmaco foi evidenciado pela reduzidas taxas de liberacdo em meio acido e manutencdo do
controle em pH 7,4.

O conjunto de dados gerados nesse trabalho a respeito das propriedades dos hidrogéis
constituira uma importante base de dados a ser explorada no delineamento de novos sistemas
de liberacdo em nosso grupo de pesquisa, bem como na aplicacdo desses materiais em
diferentes &reas, ja& que suas propriedades podem ser moduladas de acordo com as

necessidades especificas.
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