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RESUMO

O gluten de trigo ¢ uma proteina muito interessante para o desenvolvimento de novos
biomateriais baseados em recursos renovaveis, ja que ¢ disponivel em grandes quantidades e a
pregos competitivos. O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar microesferas de
gluten de trigo para utilizacdo como dispositivo de liberacdo de agentes ativos, avaliando o
efeito do aditivo poli(etileno glicol) na velocidade de liberagdo. As substancias utilizadas na
encapsulacdo e liberacdo de agentes ativos foram rodamina B e cloridrato de diltiazem. As
propriedades fisico-quimicas e morfologicas das microesferas foram avaliadas, bem como sua
eficiéncia de encapsulacdo. A obtencdo de particulas esféricas com tamanhos entre 8,76 e
24,80 um foi verificada apds visualizagdao das microesferas por MEV. A porosidade, também
visualizada por MEV, variou com a presenca ou ndo do aditivo. As microesferas de gluten de
trigo puro apresentaram uma superficie com leve rugosidade e com pequenos poros internos.
As microesferas de gliten com PEG apresentaram-se mais rugosas em sua superficie e com
um numero elevado de grandes poros no interior. A eficiéncia de encapsulacao de rodamina
foi de 23,59% e 34,21% para as microesferas de gluten de trigo e Glaten/PEG 95/05,
respectivamente. Para o diltiazem, a eficiéncia de encapsulacao foi de 72,82% e 96,67%. Os
resultados obtidos por DSC e FTIR indicaram interagdes entre as microparticulas e os aditivos
utilizados. Os ensaios de liberacdo in vitro foram realizados utilizando como meio de
liberagdo uma solugdo tampao fosfato (pH 7,4) a 25 e 37°C para a liberagdo de rodamina e
solugdo tampao Clark-Lubs (pH 1,2) e solu¢do tampao fosfato (pH 7,4) a 37°C para a
liberagdo de diltiazem. Observou-se que para todos os sistemas estudados houve a ocorréncia
de efeito burst nas duas primeiras horas de liberacdo. Na tentativa de elucidar o mecanismo de
liberagdo, os sistemas foram tratados com base em dois modelos matematicos bastante
conhecidos: o modelo de Higuchi e a lei das poténcias. Com base nos resultados obtidos,
pode-se afirmar que o mecanismo de liberagdo das microesferas ndo ¢ controlado
exclusivamente por difusdo. Provavelmente, a liberacdo ocorre via um mecanismo que
combina a difusdo parcial através da matriz intumescida e poros hidrofilicos. Através dos
resultados obtidos no teste de degradacdo das microesferas, pode-se supor que a degradacao
ndo exerce influéncia significativa no mecanismo de liberacao das microesferas de gliten de

trigo.

Palavras-chave: gluten de trigo; microesferas; sistemas de liberagao controlada.
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ABSTRACT

Wheat gluten is a very promising protein as a raw material for the development of new
biomaterials based on renewable resources, because it is available in large quantities at
competitive prices. The purpose of this work was the development and characterization of
wheat gluten microspheres for future use as active agents controlled release device, evaluating
the poly(ethylene glycol) addition effect. Rhodamine B and diltiazem hydrochloride were
used as active agents in the encapsulation and in vifro release tests. The microspheres
physical-chemical and morphological properties had been evaluated, as well as its
encapsulation efficiency. It was verified the attainment of spherical particles with sizes
between 8,76 and 24,80 um after microspheres visualization by MEV. The porosity, also
visualized using MEV, varied with the presence or absence of additives. The wheat gluten
microspheres presented a slight rugosity at the surface and small internal pores. The gluten
microspheres with PEG presented rugosity in its surface and a high number of big pores in its
interior. The rthodamine encapsulation efficiency was 23.59% and 34.21% for wheat gluten
and Gluten/PEG 95/05 microspheres, respectively. For diltiazem, the encapsulation efficiency
was 72.82% and 96.67%. The DSC and FTIR results indicated interactions between the
microparticles and additives used. The in vitro release tests had been carried out using as
release medium a phosphate buffer solution (pH 7.4) at 25 and 37°C for rhodamine release
and Clark-Lubs buffer solution (pH 1.2) and phosphate buffer solution (pH 7.4) at 37°C for
diltiazem release. It was observed that, for all the studied systems, there was the occurrence of
burst effect in the first two hours of release. In the attempt to elucidate the release mechanism,
the systems had been treated based in two well known mathematical models: the Higuchi
model and the power law. Based on the results obtained, it can be affirmed that the
microsphere release mechanism is not exclusively diffusion-controlled. Probably, the release
occurs by a mechanism that combines the partial diffusion through the swelling matrix and
hydrophilic pores. It can be assumed through the results obtained in the degradation test that
this process does not exert significant influence in the wheat gluten microsphere release

mechanism.

Keywords: wheat gluten; microspheres; controlled release systems.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS



1.1 Introducéo

A idéia de liberagdo controlada de principios ativos a partir de polimeros data dos anos
60 através do emprego de borracha de silicone [1] e polietileno [2]. No entanto, a necessidade
de eventual remogao cirargica devido a falta de degradabilidade destes sistemas limitou a sua
aplicabilidade. Nos anos 70 polimeros biodegradaveis foram sugeridos como materiais
apropriados para liberacdo de fairmacos, ja que ndo necessitavam de remogao [3]. A partir de
entdo, a liberagao controlada de farmacos passou a ser uma das aplicagdes mais importantes e

mais versateis dos polimeros biodegradaveis [4].

Para ser utilizado em um sistema de liberacdo controlada com futuras aplicacdes in
vivo, o polimero deve ter duas caracteristicas fundamentais: biodegradabilidade (entende-se
por biodegradacdo o processo natural pelo qual compostos organicos sao convertidos a
moléculas mais simples no ambiente bioldgico) e biocompatibilidade (aceitabilidade mutua
entre o polimero e o ambiente fisioldgico). Desta forma, a biocompatibilidade leva em conta a
influéncia do meio bioldgico sobre a degradagdo do polimero e a resposta do tecido em
contato com o polimero [5]. As proteinas sao polimeros naturais que, desta forma, apresentam
as caracteristicas descritas acima. Dentro da classe das proteinas, as derivadas de plantas
apresentam a vantagem de serem materiais renovaveis produzidos em grande quantidade todo

ano. Entre estas proteinas destacam-se o gluten de trigo, a soja e a ervilha [6].

Proteinas naturais como gelatina, albumina, caseina e colageno sdo materiais ja
utilizados para a preparacdo de microesferas tendo como objetivo a liberacao controlada de
substancias ativas, ja que possuem as vantagens de serem absorviveis e apresentarem produtos
de degradacdo com baixa toxicidade [7]. O gliten de trigo, além de possuir todas as
caracteristicas citadas, ainda apresenta uma das mais rapidas degradagdes entre os polimeros.
Estas propriedades do gluten, que ¢ geralmente obtido como um subproduto agricola da
industria de processamento de alimentos, o tornam um bom candidato para a utilizacdo como
dispositivo de liberagio controlada [6]. E possivel encontrar na literatura vérios estudos
envolvendo o gluten de trigo, principalmente visando sua aplicagdo como biofilme. Porém,
nao foram encontrados estudos explorando a utilizagdo do gliten de trigo como microesferas

para a liberagdo controlada de substancias.

A industria farmacéutica tem especial interesse no uso e aproveitamento de matérias-

primas de baixo custo e facil obtengdo para o desenvolvimento de novos materiais



poliméricos, o que tem incentivado o uso de diferentes técnicas para a encapsulacao de
compostos em sistemas tais como microesferas e microcapsulas. Sao denominadas
microesferas as particulas compactas constituidas por uma rede polimérica na qual o farmaco
encontra-se distribuido no seu estado sdlido ou molecular, e microcapsulas, as particulas
constituidas por um nucleo interno contendo o farmaco dissolvido recoberto por uma camada

de polimero de espessura variavel [8,9].

O uso de sistemas poliméricos para a encapsulacdo de farmacos oferece muitas
vantagens em comparacdo a administracdo convencional. Em uma forma farmacéutica
convencional, quando uma dose ¢ administrada, a concentracdo plasmatica do farmaco
aumenta até a obtengdo de um pico, decrescendo rapidamente até¢ a sua metabolizacdo e
excregdo. E necessaria a administragdo de uma nova dose, produzindo um segundo pico
plasmatico, e desta forma ¢ estabelecido um modelo ciclico que conduz a flutuagdes na
concentragdo do farmaco, flutuacdes estas responsaveis pelos efeitos adversos do
medicamento. A utilizacdo de sistemas de liberagdo controlada apresenta como vantagem
principal a manuten¢do de niveis plasmaticos constantes na faixa de concentracao terapéutica
por meio da continua liberacdo do farmaco. Desta forma, ndo ha a necessidade de
administracdes repetidas, o que aumenta a adesdo do paciente ao tratamento. Outras
vantagens sao: o aumento da estabilidade do farmaco, ou seja, hd a prote¢do do farmaco
contra a umidade, calor e oxida¢cdo; a manutencdo dos niveis terapéuticos por um periodo
prolongado; o mascaramento do sabor e odor desagradaveis de substancias ativas; o
direcionamento do farmaco a alvos especificos e a possibilidade de encapsulacdo de

substancias hidrofilicas ¢ hidrofobicas [10].

Além da industria farmacéutica, a microencapsulacio encontra aplicagdes em diversas
areas: na industria alimenticia, protegendo um ingrediente sensivel contra a a¢do do oxigénio,
agua, luz ou calor e permitindo uma liberagdo controlada do ingrediente encapsulado
[11,12,13]; na agricultura, reduzindo a toxicidade do solo, aumentando a eficiéncia do
fertilizante ou nutriente, minimizando os efeitos negativos potenciais associados com a
superdosagem e reduzindo a freqiiéncia de aplica¢des [14,15,16]; na indastria de cosméticos,
onde a encapsulacdo de substancias pode melhorar a estabilidade de armazenamento de
materiais encapsulados e promover uma melhor penetracao dos ativos na pele [17,18], entre

outros.

A técnica de emulsificagdo/evaporacdo do solvente foi escolhida para a preparacdo das

microesferas de gluten de trigo devido a simplicidade dos procedimentos envolvidos. Estas
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microesferas foram preparadas com a adi¢cdo ou ndo de poli(etileno glicol) (PEG), ¢ a
influéncia deste plastificante na porosidade e na velocidade de liberagao in vitro das
microesferas foi avaliada. Para avaliar a capacidade de encapsulacdo do sistema, utilizou-se
rodamina B como substancia modelo e cloridrato de diltiazem (antianginoso/vasodilatador)
como farmaco modelo. O intuito do presente trabalho foi preparar microesferas de gliten de
trigo para a liberagdo controlada de principios ativos com aplicagdes futuras em diversas

areas, tais como a industria farmacéutica, na agricultura ou na industria de cosméticos.

1.2 Objetivo Geral

Desenvolver e caracterizar microesferas de gluten de trigo para utilizagdo como
dispositivo de liberacdo de agentes ativos, avaliando o efeito do aditivo poli(etileno glicol) na

velocidade de liberacdo do principio ativo.

1.3 Objetivos Especificos

e Preparar microesferas de gluten de trigo contendo rodamina e cloridrato de diltiazem;

e Determinar o tamanho de particula e a morfologia através da técnica de Microscopia

Eletronica de Varredura;

e Avaliar a influéncia de aditivos como o poli(etileno glicol) 400 na porosidade ¢ na

velocidade de liberagdo dos ativos incorporados.

e Avaliar o estado fisico das substiancias encapsuladas nas microesferas por meio das
técnicas de espectroscopia de absorcdo no infravermelho e calorimetria exploratéria
diferencial, verificando a ocorréncia ou ndo de interagdes entre o principio ativo e o polimero

e relacionando os resultados com os perfis de liberacdo in vitro;



e Determinar a eficiéncia de encapsulagdo nas diferentes formulagdes;

e Determinar a velocidade de liberagcdo dos agentes ativos encapsulados na microesferas a

25 e 37°C;

e Determinar o mecanismo de liberacdo a partir das microesferas estudadas para os

principios ativos encapsulados utilizando a Equacao de Higuchi e a Lei das Poténcias.

e Observar qualitativamente a degrada¢do das microesferas em meio 4acido, neutro e

enzimatico a 25 e 37°C;



2. REVISAO DA LITERATURA



2.1 Polimeros e Proteinas

Os polimeros sdo moléculas de cadeia longa e de alta massa molar e, em virtude de
seu tamanho, sdo chamados de macromoléculas. Sua estrutura ¢ formada por unidades
quimicas simples repetidas chamadas de mondmeros. Os polimeros apresentam um grande
nimero de repeticdes da unidade mero, definido como grau de polimerizacao [19]. Podem ser
classificados levando-se em conta varios aspectos. Os mais relevantes para o presente trabalho

sd0 os seguintes:

- Origem: Os polimeros naturais apresentam maior complexidade em sua estrutura que
os sintéticos. Sao exemplos de polimeros naturais as proteinas e polissacarideos, enquanto os
polimeros sintéticos sdo obtidos industrialmente, como o polietileno, prolipropileno, entre

outros.

- Forma molecular: Podem ser lineares (formados pelas ligacdes dos mondomeros um
ao lado do outro em posicao fixa), ramificados (contém pelo menos uma unidade monomérica
completa ligada lateralmente a cadeia principal) ou reticulados (estruturas nas quais as cadeias

poliméricas estdo ligadas entre si via ligagdes covalentes formando uma rede ou reticulo).

- Cristalinidade: Os polimeros cristalinos apresentam uma ordenagdo da cadeia
polimérica. Geralmente os polimeros que apresentam cadeias lineares ou que ndo tenham
grupos volumosos ligados a cadeia principal favorecem a cristalizagdo. Nos polimeros
amorfos, as cadeias poliméricas estdo dispostas aleatoriamente e desta forma, ndo cristalizam
e em conseqiiéncia ndo apresentam ponto de fusdo, apenas temperatura de transicdo vitrea
(Tg). Os polimeros semi-cristalinos apresentam regides onde suas cadeias apresentam-se
organizadas (cristalinas) e outras onde existe uma distribuicdo aleatdria das cadeias (amorfo)

[19] (Figura 1).
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Figura 1. Esquema ilustrativo da cristalinidade dos polimeros.



Atualmente, os polimeros sdo utilizados em praticamente todos os setores da economia
de nossa sociedade. Servem como alternativa para a substituicdo de outros materiais por
apresentarem melhores propriedades em comparacdo com os materiais substituidos, por serem

mais baratos ou pela escassez de alguns materiais [20].

Polimeros naturais apresentam, em geral, caracteristicas comuns e particulares que os
distinguem dos polimeros sintéticos, entre elas se destacam a existéncia de cadeias de mesmo
tamanho (monodispersidade) e a elevada especificidade e organizagdo molecular. O uso de
polimeros naturais como o algodao, a seda e a celulose em aplicagdes biomédicas data do

inicio da civiliza¢do humana [4].

Polimeros biodegradaveis sdo polimeros que podem ser degradados pela agdo de
microorganismos como bactérias e fungos, e apresentam uma reducdo da sua massa molar
quando em contato com o ambiente fisiologico. A degradag¢do de um polimero envolve a cisao
da cadeia polimérica e também a quebra da estrutura do reticulo cristalino. Macromoléculas
naturais, por exemplo, proteinas, celulose e amido, sdo geralmente degradadas em sistemas
bioldgicos por hidrolise seguida de oxidacdo. No caso de biomateriais, as condigdes corporeas

sdo extremamente agressivas e podem acelerar os processos de degradagdo [4,20,21].

As proteinas sdo as moléculas mais abundantes e funcionalmente diversas dos
sistemas biologicos. Praticamente todos os processos vitais dependem desta classe de
moléculas. As proteinas apresentam uma incrivel diversidade de fungdes, embora todas
compartilhem a caracteristica estrutural comum de serem polimeros lineares de aminoacidos.
Cada aminoacido (exceto a prolina) possui um grupo carboxila, um grupo amino e uma cadeia
lateral distinta (grupo “R”), todos ligados a um &tomo de carbono. Em pH 7,4 o grupo
carboxila ¢ dissociado, formando o ion carboxilato (-COQ"), carregado negativamente, € o
grupo amino ¢ protonado (-NH3"). Em proteinas, quase todos estes grupos carboxila e amino
combinam-se por ligagdes peptidicas e ndo estdo disponiveis para reacdo quimica (exceto para
a formagao de ligacao de hidrogénio). Assim, ¢ a natureza das cadeias laterais que determina

o papel que um aminoacido desempenha em uma proteina [22].

Os 20 aminoacidos comumente encontrados em proteinas estdo ligados entre si por
ligagdes peptidicas. A seqliéncia linear dos aminoécidos ligados contém a informacao
necessaria para gerar uma molécula protéica com uma estrutura tridimensional unica. A
complexidade da estrutura protéica ¢ mais bem analisada considerando-se a molécula em

termos de quatro niveis organizacionais (Figura 2):



- Estrutura primdria: ¢ a seqiiéncia de aminoacidos de uma proteina. Os aminoacidos
sao unidos covalentemente por ligagdes peptidicas, as quais sdo ligagdes amida entre o grupo
a-carboxila de um aminoacido e o grupo a-amino de outro. As ligagdes peptidicas ndo sdo
rompidas pelo manejo normal nem por condi¢des que desnaturem as proteinas, como

aquecimento ou altas concentracdes de uréia.

- Estrutura secundaria: O esqueleto polipeptidico forma arranjos regulares de
aminodcidos que estdo localizados préximos uns aos outros na seqiiéncia linear. Sdo exemplos
de estruturas secundarias frequentemente encontradas em proteinas: a a-hélice, que consiste
de um esqueleto polipeptidico central bem agrupado e espiralado, com as cadeias laterais dos
aminoacidos componentes estendendo-se para fora do eixo central, de modo a evitar a
interferéncia estérica entre si. E estabilizada por varias ligagdes de hidrogénio; as B-
pregueadas, onde todos os componentes da ligacao peptidica estdo envolvidos em ligagdes de
hidrogénio. Sdo também chamadas de beta-folhas, beta-dobraduras ou beta-laminas. O
restante dos aminoacidos sdo constituidos de estruturas secundarias nao-repetitivas, que nao

sdo aleatorias, mas possuem um arranjo menos regular que as descritas acima.

- Estrutura terciaria: Refere-se a relagdo espacial entre todos os aminoacidos na cadeia
polipeptidica; ¢ na verdade a estrutura tridimensional da proteina. Levando-se em conta a sua
forma tridimensional, as proteinas podem ser classificadas em dois grandes grupos: fibrosas e
globulares. As proteinas fibrosas contém cadeias longas de polipeptideos, formando
filamentos alongados, sendo rigidas e insoluveis em dgua. Nas proteinas globulares as cadeias
polipeptidicas estdo enoveladas em uma forma praticamente esférica, possuem uma melhor
solubilidade em &gua e podem se deslocar dentro das células. Quatro tipos de interagdes
cooperam para estabilizar a estrutura tercidria das proteinas globulares: Ligagdes dissulfeto
(ligagdo covalente formada pelo grupo sulfidrila (-SH) de cada um de dois residuos cisteina,
para produzir um residuo de cistina), interagdes hidrofobicas, ligagdes de hidrogénio e

interagdes iOnicas.

- Estrutura quaterndria: maneira como varias moléculas de proteina se unem para
formar grandes estruturas. Estas subunidades sdo mantidas juntas por interagdes nao-

covalentes, como interagdes hidrofobicas, ligagdes de hidrogénio e ligagdes i0nicas.
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Figura 2. Esquema ilustrativo das estruturas primaria, secundaria, terciaria e quaternaria das proteinas.

A desnaturagdo protéica resulta no desdobramento e desorganizagdo da estrutura da
proteina, que nao ¢ acompanhada de hidrolise das ligacdes peptidicas. Os agentes
desnaturantes incluem o calor, solventes organicos, agitacdo mecanica, acidos ou bases fortes,
detergentes e metais pesados como o chumbo e o merctrio. A desnaturagdo pode, em casos
raros, ser reversivel; porém, a maioria das proteinas, uma vez desnaturadas, ficam

permanentemente alteradas [22].

2.2 Gluten de Trigo

O glaten de trigo ¢ uma proteina muito interessante para o desenvolvimento de novos
biomateriais baseados em recursos renovaveis, ja que ¢ disponivel em grandes quantidades e a
precos competitivos. Além disso, este biopolimero tem caracteristicas tecnologicas
interessantes, entre as quais se encontram a baixa solubilidade em 4gua e a viscoelasticidade.

Porém, a estrutura do sistema polimérico de gluten ainda estd sendo debatida [23]. A
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solubilidade limitada do gluten de trigo em solvente aquoso tem sido geralmente atribuida ao
seu grande tamanho molecular e agregacdo intermolecular, surgidos de fortes interagdes nao-
covalentes, envolvendo ligagdes hidrogénio e interacdes hidrofobicas [24]. Mejri et al. (2005)
mostraram que a solubilidade do gluten de trigo aumenta com a diminui¢do do pH, apresenta
um valor minimo de solubilidade em pH 6, ¢ é seguido por um aumento da solubilidade na
regido de pH basico [25]. Este resultado ja era esperado, visto que a minima solubilidade das
proteinas sempre ocorre no seu ponto isoelétrico (onde as proteinas estdo com carga global

neutra).

E possivel encontrar na literatura diversos trabalhos envolvendo o glaten de trigo,
principalmente visando sua aplicagdo como biofilme. Por exemplo, Gontard et al. (1993)
avaliaram a influéncia da 4gua e do glicerol como plastificantes nas propriedades mecanicas e
de barreira de filmes comestiveis de gliten [26]. De fato, a 4gua ¢ um plastificante para o
glaten, pois possui a habilidade de modificar a estrutura deste polimero natural [27]. Este
efeito também foi observado por Micard et al. (2001), que investigaram o comportamento
térmico de glaten de trigo nativo e processado. Os autores mostraram que a T, diminuiu de

175°C para 20°C quando a quantidade de 4gua aumentou de 0 para 16% [28].

Gluten de trigo € um termo geral para as proteinas da farinha de trigo pouco soluveis
em agua [29]. De um ponto de vista bioquimico, o gluten ¢ uma mistura de quatro tipos de
proteinas: albuminas, globulinas, gliadinas e gluteninas. As albuminas e globulinas sdo
aproximadamente 15% das proteinas. Os 85% restantes consistem de uma fragdo de proteina
monomérica, a gliadina, ¢ uma polimérica, chamada glutenina [30]. As gliadinas e gluteninas
encontram-se em quantidades aproximadamente iguais no gliten de trigo, € podem ser
diferenciadas levando-se em conta a solubilidade de cada fracdo em etanol: as gliadinas sdo
soluveis em uma solucdo aquosa de etanol 60% enquanto as gluteninas sdo insoliveis nesta

mesma solugao [31].

Portanto, o gluten ¢ formado por uma fracao de proteina polimérica que consiste de
seqiiéncias de polipeptideos ligados através de ligagdes dissulfeto e por uma fracdo de
proteina monomérica que ¢ formada por cadeias polipeptidicas simples, que interagem com
cadeias laterais do macropolimero glutenina através de ligacdes secundarias [23]. Estas duas
fracdes sdo caracterizadas por altas quantidades de glutamina e prolina e por baixas

quantidades de aminoacidos com grupos laterais carregados [31].

Embora a cisteina exista em pouca quantidade nas proteinas do glaten
(aproximadamente 2%), ¢ extremamente importante para a estrutura e funcionalidade deste,
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pois ¢ a responsavel pelas ligacdes dissulfeto entre uma mesma cadeia de proteina (ligacao
intramolecular) ou entre as proteinas (ligagdo intermolecular) [31]. Ali e colaboradores (1997)
estudaram o efeito de diferentes tratamentos térmicos nas propriedades de filmes de gluten de
trigo [32]. Este estudo demonstrou que durante o tratamento térmico ocorre a formacdo de
ligacdes covalentes nos filmes de gluten, além de detectar uma diminui¢ao na hidrofilicidade
dos sistemas estudados. Os autores concluiram que proteinas de gluten podem sofrer ligacdes
dissulfeto quando sob aquecimento, ou seja, o gluten pode ser reticulado quando aquecido.
Além das ligacdes dissulfeto, a estrutura covalente da rede de gluten ¢ formada por ligagdes
nao-covalentes como as ligagdes de hidrogénio, ligagdes idnicas e interagdes hidrofobicas,

que contribuem significativamente para a estabilizagcdo da estrutura do gluaten [31].

A maioria das gliadinas, como ja dito anteriormente, estdo presentes como mondmeros
e apresentam uma faixa de massa molar de 28.000 a 50.000 g mol™. Podem ser agrupadas em
quatro diferentes tipos: ®5-, 1,2-, o/B- e y-gliadinas. As w-gliadinas sdo caracterizadas pela
maior quantidade de glutamina, prolina e fenilalanina, que juntas representam 80% da
composicdo total. A maioria das o-gliadinas ndo contém cisteina, portanto ndo hd a
possibilidade de ligagao dissulfeto. As o/B- e y-gliadinas, principais constituintes da gliadina,
tem propor¢des de glutamina e prolina muito menores que as -gliadinas, e diferem
significativamente na quantidade de alguns poucos aminoacidos como a tirosina. Estes dois
tipos de gliadina apresentam os dominios N- e C-terminal diferentes. O dominio N-terminal
consiste principalmente de seqiliéncias repetitivas ricas em glutamina, prolina, fenilalanina e
tirosina e € unico para cada tipo de gliadina. Quanto ao dominio C-terminal, as o/B- e y-
gliadinas sao homologas, apresentando seqiiéncias nao-repetitivas que contém menos
glutamina e prolina que o dominio N-terminal. Com algumas excecdes, as o/p-gliadinas
contém seis e as y-gliadinas oito cisteinas localizadas no dominio C-terminal e formam trés e

quatro liga¢des cruzadas intramoleculares, respectivamente [31].

A fracdo glutenina compreende proteinas agregadas ligadas por ligagdes dissulfeto
intermoleculares; tém um tamanho variavel, indo de 500.000 g mol™ para mais de 10 milhdes.
Portanto, as gluteninas pertencem ao grupo das maiores proteinas da natureza. Apos a redugdo
das ligagdes dissulfeto, as subunidades de glutenina resultantes apresentam uma solubilidade
em solucao alcodlica similar as gliadinas, e sao divididas em gluteninas de baixa massa molar
(gluteninas LMW) e gluteninas de alta massa molar (gluteninas HMW). O tipo predominante
de proteina sdo as subunidades de glutenina LMW, que estdo relacionadas as o/B- e y-

gliadinas em massa molar e composi¢cdo de aminoacidos. As gluteninas LMW contém dois
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dominios diferentes: o dominio N-terminal, que consiste de unidades repetitivas ricas em
glutamina e prolina, ¢ o dominio C-terminal, que ¢ homologo ao das o/B- e y-gliadinas. As
gliadinas LMW contém oito cisteinas; seis residuos estdo em posi¢des homodlogas as a/fB- € y-
gliadinas, e portanto, propde-se que estdo ligadas por ligacdes dissulfeto intramoleculares

[31].

As subunidades de glutenina HMW tém as maiores massas molares de todas as
proteinas do gliten, com seqiiéncias ricas nos aminoacidos prolina, glutamina e glicina [33].
A glutenina HMW consiste de trés dominios estruturais: um dominio ndo-repetitivo N-
terminal (A), um dominio central repetitivo (B) € um dominio C-terminal (C). Os dominios A

e C sdo caracterizados pela presenca da maioria ou de todas as cisteinas [34].

Observa-se, portanto, que as ligacOes dissulfeto tém um papel importante na
determinagdo da estrutura e propriedades das proteinas de gluten, visto que as a/B- e y-
gliadinas apresentam trés e quatro ligagdes dissulfeto intramoleculares, respectivamente,
enquanto as gluteninas LMW e HMW incluem tanto ligacdes dissulfeto intramoleculares

quanto ligacdes intermoleculares [35].

A Figura 3 resume uma visdo muito aceita da estrutura do gliten, onde as subunidades
de glutenina HMW se ligam através de ligagdes dissulfeto intermoleculares formado um
esqueleto, que forma a base para as ramificagdes da subunidade de glutenina LMW (também
ligadas por ligacdes dissulfeto). As gliadinas também podem interagir com os polimeros de

glutenina por interagdes ndo-covalentes [33].
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Figura 3. Modelo estrutural sugerido para o gliten de trigo [33].
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2.3 Sistemas de Liberacao Controlada (SLC)

Sistemas de Liberacdo Controlada (SLC) podem ser definidos como aqueles sistemas
nos quais o agente ativo (AA) ¢ liberado de forma continua e prolongada. O perfil de
liberagcdo ideal mostra uma liberacdo constante com o tempo, ou seja, com uma cinética de
liberagdo de ordem zero. Porém, em muitos casos os perfis de liberacdo sdo mais
complicados, geralmente envolvendo dois processos principais: o primeiro, chamado efeito
“burst”, € caracterizado pela liberagdo inicial do agente ativo que esta adsorvido na superficie
da particula; o segundo ¢ um estdgio geralmente mais constante com taxas de liberagdo

dependentes da difusdo do AA e/ou degradagdo do polimero [36].

Os fatores que afetam a velocidade de liberacdo dos agentes ativos envolvem a
estrutura da matriz onde esta contida a substancia e as propriedades quimicas associadas tanto
com o polimero quanto com o agente ativo. Um AA encapsulado em uma matriz que se
degrada lentamente da a oportunidade, por exemplo, de efeitos de liberagdo mais lentos. Mas
a liberagdo de agentes ativos, além de ser influenciada pela degradacdo, também ¢ controlada
pela difusdo, ja que a substancia pode migrar através dos poros formados durante a etapa de
preparacdo das microesferas. Outros fatores que afetam o perfil de liberagdo sdo a massa

molar polimérica, distribuicdo do AA e cristalinidade [36].

Em geral, um SLC ¢ composto por um AA (que pode ser um farmaco, fertilizante,
nutriente, entre outros) unido a um transportador, geralmente de natureza polimérica, onde a
taxa de liberacdo esta relacionada com as caracteristicas fisico-quimicas do polimero [37].
Como exemplos de SLC poliméricos temos: membranas para dispositivos de liberagdo
transdérmica [38,39]; matrizes poliméricas (scaffolds) para uso em implantes [40,41]; e
micro- e nanoesferas para liberacdo controlada de farmacos na via gastro-intestinal ou

parenteral e liberagao de pesticidas ou nutrientes na agricultura.

O desenvolvimento de sistemas de libera¢do controlada tem atraido grande interesse
principalmente da industria farmacéutica, uma vez que a administracdo de fArmacos por meio
de SLCs superam inumeras limita¢cdes da administragdo convencional. A principal vantagem
de um SLC em comparagdo com um sistema de administragdo convencional de farmacos esta
na manutencdo do nivel terapéutico por periodos mais prolongados. Em um sistema de
administracdo convencional, os niveis plasmdaticos podem aumentar além do necessario

atingindo niveis toxicos e diminuir rapidamente a medida que o firmaco é metabolizado,
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caindo em pouco tempo para niveis abaixo do terap€utico [4].J4 em um SLC, a concentragdo
do farmaco ¢ mantida constante no organismo e permanece durante mais tempo em niveis

terapé€uticos, conforme esquematizado na Figura 4.

ive]l Terapéutico

[ival Hio-Terapéutical

¥

Tempo

Figura 4. Comparagéo entre concentragdo plasmatica de um farmaco em um modelo convencional

(linha vermelha) e em um SLC (linha azul).

Os sistemas de liberacdo controlada de farmacos apresentam ainda como vantagens: a
possibilidade da aplicagdo do agente diretamente no sitio de ac¢do; menor freqii€ncia de
administracao do farmaco; prote¢do do farmaco contra eventual degradagdo no organismo; e

diminui¢do de custos devido a reducdo da quantidade de fArmaco empregado [42].

Aplicacdes de liberacdo de farmacos utilizando microesferas poliméricas
biodegradaveis estdo se tornando um importante meio de liberagdo de agentes terapéuticos ja
que as microesferas oferecem uma administracao facil e ndo-invasiva através da injecao ou
por ingestdo, protecdo do farmaco encapsulado e liberacdo de farmaco sustentada por
periodos que vao de horas a meses ou até anos [36,43]. Por exemplo, Liu et al. (2005)
prepararam microesferas de poli(acido lactico-co-glicolico) e encapsularam o farmaco
Huperzine A, utilizado no tratamento de pacientes com a doenga de Alzheimer. Nos testes in
vivo, estas microesferas demonstraram a capacidade de liberar o fArmaco encapsulado durante
duas semanas, mantendo a concentra¢do plasmatica de Huperzine A praticamente constante

[44].

A liberagao controlada de farmacos também estd sendo estudada como possivel
aplicacdo na medicina veterindria. Microesferas da proteina zeina, proveniente do milho,
foram preparadas por Liu et al. (2005) para a liberacdo controlada de ivermectina, um

parasiticida aplicado no gado. Estas microesferas, segundo os autores, se mostraram uteis
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como um sistema capaz de atingir tecidos e 6rgaos especificos devido a natureza e tamanho

das particulas, o que possibilita o seu carregamento por macrofagos [7].

Microesferas poliméricas biodegradaveis também estdo sendo aplicadas na liberacao
controlada de fertilizantes e nutrientes. A eficiéncia dos fertilizantes no solo depende
principalmente da sua habilidade de manter uma concentragao suficiente de nutrientes na zona
da raiz da planta por um determinado periodo de tempo. Na maioria dos fertilizantes
comerciais disponiveis, a concentragdo dos ingredientes ativos diminui rapidamente antes da
planta absorver o necessario devido a degradacdo (quimica, fotoquimica e bioldgica),
volatilizacdo, lixiviagdo, adsor¢do ou imobilizacdo [14]. Para aumentar a eficiéncia dos
fertilizantes convencionais, doses maiores sao geralmente aplicadas aumentando, desta forma,
o0 risco para o meio ambiente. Fertilizantes de liberagcdo controlada sdo feitos para liberar seu
conteudo de nutrientes gradualmente, e se possivel, para coincidir com o requerimento de
nutrientes de uma planta [15]. O uso desta forma de fertilizantes causa um aumento na sua
eficiéncia, reduz a toxicidade do solo, minimiza os efeitos negativos potenciais associados
com a superdosagem e reduz a freqliéncia de aplicagdes. Além disso, esses materiais podem
melhorar o solo para cultivo no que diz respeito a uma melhor aeragdo, além de prevenir a

erosao [16].

2.4 Microencapsulacédo de Agentes Ativos

A microencapsulacdo consiste numa série de técnicas que tem por objetivo encapsular
substancias solidas ou liquidas através da formacdo de matrizes ou pelo revestimento das
mesmas por um polimero. Este principio tem sido utilizado em uma ampla variedade de
aplicagdes industriais: na area alimenticia, a incorporagdo de nutrientes bioativos como
peptideos e vitaminas pode proporcionar uma maneira simples de desenvolver novos
alimentos funcionais, além de conferir protecdo contra o oxigénio, agua ou luz para
ingredientes sensiveis [11,45]. Na industria cosmética, a encapsulagdo de substancias pode
melhorar a estabilidade de armazenamento dos materiais encapsulados, além de proporcionar
a liberacdo prolongada da substincia em questdo [17,18]. J& na area farmacéutica, a
microencapsulacdo pode ser empregada para melhorar a estabilidade, mascarar o sabor,
promover liberagdo prolongada ou vetorizar farmacos para locais especificos de acdo [10]. As

microparticulas resultantes podem ser administradas por via tdpica, oral ou parenteral.
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As microparticulas sdo particulas poliméricas que apresentam um didmetro médio
variando entre lum e Imm e sdo classificadas segundo a sua estrutura em microesferas e
microcapsulas. Sdo denominadas microesferas as particulas compactas constituidas por uma
rede polimérica na qual o agente ativo encontra-se distribuido no seu estado sélido ou
molecular, e microcépsulas, as particulas constituidas por um nucleo interno contendo o

agente ativo dissolvido recoberto por uma camada de polimero de espessura variavel [8,9].

Existem varias técnicas descritas na literatura para a microencapsulacdo de agentes
ativos em microesferas. Muitos destes processos de microencapsulagdo sao modificacdes de
trés  técnicas  basicas:  spray-drying, separacdo de fases (coacervagdo) e

emulsificagdo/evaporacao de solvente [46].

A técnica de spray-drying ¢ um procedimento que se baseia na pulverizacdo de uma
solugdo polimérica contendo o agente ativo em uma camara de secagem. Esta técnica ¢
relativamente simples, além de apresentar uma ampla aplicagdo para a producdo de
microparticulas em escala industrial visando sobretudo a liberagdo de farmacos pela via oral
[10]. No entanto, esta técnica nao deve ser usada para compostos muito sensiveis a
temperatura, o controle do tamanho das particulas ¢ dificil e o rendimento para pequenas
propor¢des ¢ moderado [46]. Ventura et al. (2007) prepararam microesferas de quitosana para
a administragdo intrapulmonar de moxifloxacina utilizando esta técnica. As microesferas
formadas tinham entre 2,5 a 6 pum, e apresentaram morfologia esférica com uma superficie
lisa [47]. Gavini et al. (2007) utilizaram a técnica de spray-drying para a preparacdo de
microesferas de quitosana com o proposito de administragio nasal, encapsulando
metoclopramida como farmaco modelo. Os autores demonstram que as microesferas
preparadas controlam a liberagdo in vitro de metoclopramida, e baseando-se nos resultados
dos testes in vitro afirmam que este sistema pode ser usado com sucesso na administragdao

nasal do farmaco estudado [48].

A coacervagdo ou separagdo de fases utiliza um procedimento que conduz a alteragao
das caracteristicas do meio, por exemplo, mudan¢a de temperatura, pH, adi¢do de um nao
solvente, sal ou outro polimero incompativel, o que leva a deposi¢cao do polimero ao redor do
material a ser recoberto [10]. E a técnica de microencapsulagio mais antiga, e muito utilizada.
Yu e Lee (1997) utilizaram o gliten para a microencapsulacdo de pirrolnitrina através da
técnica de coacervacdo. Os autores obtiveram microcapsulas com tamanhos entre 5 e 80 pum,
sendo que estas microcapsulas eram irregulares no formato, ou seja, nao foram obtidas

particulas esféricas [49]. Apesar de ser uma técnica muito utilizada, a coacervagdo ¢
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frequentemente prejudicada por residuos de solventes e agentes coacervantes encontrados nas
microesferas. Além disso, ndo ¢ muito util para a producdo de microesferas na faixa de

poucos micrometros [46].

A técnica de emulsificacdo seguida de evaporagdo do solvente tem sido muito
utilizada devido a simplicidade dos procedimentos envolvidos na obtengdo das particulas,
além de apresentar a possibilidade de modular as caracteristicas fisico-quimicas das
microesferas pela escolha dos componentes da formulacdo e das condi¢des de preparagdo.
Esta técnica ndo requer temperaturas elevadas nem agentes que induzam a separagdo de fases

e ¢ possivel atingir tamanhos de particula controlados na faixa nano e micrométrica [46].

A preparacao de microesferas por emulsificacdo/evaporacao de solvente consiste de
quatro passos principais: (i) dissolu¢do ou dispersdo do agente ativo em um solvente
(geralmente organico) contendo o polimero; (ii) emulsificagdo dessa fase orgdnica em uma
segunda fase continua (frequentemente aquosa) imiscivel na primeira. Nesta etapa sdo
formadas gotas da fase dispersa contendo o agente ativo € o polimero que formard a matriz
polimérica; (iii) extragdo do solvente da fase dispersa na fase continua, que ¢ acompanhada
pela evaporagdo do solvente, transformando gotas em microesferas solidas; (iv) coleta e
secagem das microesferas [46]. Muitas vezes € necessario fazer modificagdes desta técnica, a
fim de obter valores satisfatérios de eficiéncia de encapsulagdo, e na maioria das vezes pode
ser necessaria a utiliza¢do de estabilizantes na emulsdo resultante, a fim de evitar a agregacao

e coalescéncia das particulas.

J4

A eficiéncia de encapsulacdo ¢ definida como a diferengca percentual entre a
concentracdo de agente ativo inicialmente adicionado na formulagao e a concentracao retida
no interior das particulas. Agentes ativos pouco hidrossoluveis sdo encapsulados com sucesso
pela formagdo de uma emulsio O/A (6leo em dagua). J4 agentes ativos com elevada
hidrossolubilidade sdo preferencialmente encapsulados por meio da formagao de emulsdes
A/O (agua em 06leo), onde um solvente polar contendo o farmaco e o polimero ¢ emulsificado

em uma fase oleosa, como o 6leo mineral.

Entre os varios parametros de formulacdo que influenciam o perfil de liberacdo da
substancia ativa encapsulada no interior das particulas encontram-se as caracteristicas fisico-
quimicas do polimero, agente ativo, solventes e agentes emulsificantes, assim como a relagao
substancia ativa/polimero na fase interna ou dispersa da emulsdo, o tamanho da particula e a

velocidade de agitacdo [36,50]. Em grande parte, o diametro médio final das particulas
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obtidas pela técnica de emulsificagdo/evaporacdo do solvente depende da velocidade de

agitacdo e da concentragdo de polimero na fase interna da emulsao [10].

Na literatura ¢ possivel encontrar vdarios trabalhos utilizando a técnica de
emulsificagdo/evaporagao de solvente na preparacdo de microesferas de diferentes polimeros.
Pode-se citar entre eles diferentes polissacarideos, tais como a celulose e seus derivados, os
alginatos e as quitosanas. Chen et al. (2006) desenvolveram microesferas baseadas em
alginato de sodio e proteina do soro para utilizacdo como matrizes biocompativeis para a
administracdo oral de compostos bioativos sensiveis, usando riboflavina como modelo. As
microesferas de alginato e proteina do soro demonstraram a habilidade de retardar a liberagao
de compostos no estomago, porém permitindo a completa liberagdo no intestino delgado [45].
Park et al. investigaram as propriedades de liberacdo in vitro a diferentes temperaturas de um
peptideo encapsulado em microesferas de poli(acido lactico-co-glicolico) preparadas usando
um método de emulsificagdo/evaporacdo de solvente. Todas as microesferas apresentaram
superficies ndo-porosas e a eficiéncia de encapsulacdo foi maior que 90% para os sistemas
estudados [51]. Yang et al. também prepararam microesferas de poli(acido lactico) e
poli(acido lactico-co-glicolico) pela técnica de emulsificagdo/evaporagdo de solvente a
diferentes temperaturas. Os autores observaram que, para o sistema estudado, as maiores
eficiéncias de encapsulacdo e as menores liberagdes iniciais (efeito “burst”) aconteceram nas
maiores € menores temperaturas de preparagdo empregadas (a 4 e 38°C) [50]. Entretanto, ndo
foram encontrados relatos na literatura sobre a utilizagdo de gluten na formacdo de

microesferas pela técnica de emulsificagdo/evaporagao do solvente.

2.5 Andlise do Mecanismo de Liberacao

Na preparagdo de um novo sistema polimérico para a liberagdo controlada de agentes
ativos, ¢ muito importante a determinacdo da velocidade e do mecanismo de liberagdo da
substancia encapsulada. Os resultados obtidos podem ajudar a entender melhor a estrutura do
sistema utilizado e os mecanismos envolvidos na liberagdo, além de ajudar a prever a conduta

in vivo do sistema em estudo.

Baseado nas caracteristicas fisico-quimicas do polimero, o mecanismo de liberagdo de
agentes ativos a partir de uma matriz polimérica pode ser separada em 3 processos principais

[37,52]:
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- Sistema controlado pela difusdo: fatores que influenciam significativamente a
difusdo sdo a solubilidade do AA na matriz polimérica, natureza quimica do polimero e do

AA (polaridade) e a temperatura do sistema.

- Sistema controlado pelo intumescimento: neste sistema, a velocidade de
intumescimento do polimero € o processo determinante para a difusdo do AA, pois quando o
SLC entra em contato com a agua e ocorre a hidratacdo do material, ha a formacao de uma
camada de alta viscosidade na interface agua-polimero, cuja espessura aumenta a medida que

a hidratac¢do ou intumescimento progride.

- Sistema controlado pela erosdo: este sistema depende da degradagdo do polimero,
liberando o agente ativo para o meio externo. E ttil para a aplicagio em implantes ou
administracdo oral, visto que a matriz polimérica sofre degradagdo, ndo sendo necessdria a
remocao do dispositivo. Este tipo de sistema apresenta ainda grande aplicagdo na liberacao
controlada de pesticidas e nutrientes no solo, tendo em vista a possibilidade de hidrolise pela

umidade.

A difusdo estd envolvida em todos os processos citados acima. Quando a matriz
polimérica em estudo ¢ ndo-biodegradavel, a liberagdo de agentes ativos pode acontecer por
difusdo ou intumescimento do polimero, em ambos os casos devido ao gradiente de
concentragdo. J& para uma matriz polimérica biodegradavel, a liberacdo ¢ geralmente
controlada pela clivagem hidrolitica das cadeias poliméricas, embora a difusdo ainda possa ser

o fendmeno dominante caso a erosdo seja lenta [52].

A difusdo de um AA através da matriz polimérica ocorre preferencialmente através
das regides amorfas do polimero. Este fenomeno também ¢ favorecido pelo aumento do
volume livre entre as cadeias, portanto uma forma de modular a velocidade de difusdo de um
AA através de uma matriz polimérica ¢ a formacdo de ligagdes cruzadas, que diminuem o
movimento das cadeias poliméricas e o volume livre, diminuindo, portanto, a difusividade do
agente ativo. J& a adicdo de plastificantes pode aumentar o volume livre e consequentemente a
difusdo do AA, pois essas moléculas t€ém a capacidade de interpor-se entre as cadeias

poliméricas, diminuindo as intera¢des intramoleculares e reduzindo a T, [53].

Sao encontradas na literatura varias equagdes que se propoem a elucidar o mecanismo
da liberagao de agentes ativos a partir de uma matriz polimérica. O modelo mais utilizado e
provavelmente mais conhecido ¢ o de Higuchi, que assume que o agente ativo ¢ liberado a

partir de uma matriz homogénea com um coeficiente de difusdo constante [54]. A equagdo (1)
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¢ conhecida como equacdao de Higuchi, onde M, ¢ a quantidade de substancia liberada no
tempo ¢, M, ¢ a quantidade de substancia liberada em tempo infinito (que deve ser igual a
quantidade de AA inicialmente adicionado ao sistema), D ¢ a difusividade do agente ativo na
matriz polimérica e C, e C; sdo respectivamente, a concentra¢do inicial do agente ativo e a

solubilidade da substancia no polimero [55].

M,
L = /D xC, xtx(2xC,—C;)
M, 4’
mj' (1)
Admitindo que C,, C; e D sdo constantes, a equagao resume-se a:
M
My~ <V
inf )

Portanto, a fragdo de agente ativo liberado é proporcional a raiz quadrada do tempo.
Para a utilizacdo confiavel do modelo de Higuchi, o sistema em questdo deve apresentar
algumas caracteristicas tais como [55]: i) a concentragdo inicial do agente ativo no sistema
deve ser muito maior que a solubilidade deste agente ativo no polimero (C,>>Cy); ii) o
intumescimento ¢ a dissolugdo da matriz polimérica devem ser negligencidveis; iii) a
difusividade do AA deve ser constante; iv) durante a liberacdo, devem ser mantidas as
condi¢des sink (a concentracdo maxima de agente ativo dissolvido na fase continua ndo deve

exceder 10% da sua concentragdo a saturacao [56]).

Estas caracteristicas nem sempre sdo encontradas em sistemas de liberacao controlada
preparados a partir de polimeros biodegradaveis. Devido a sua simplicidade, no entanto, a
equacdo de Higuchi pode ser aplicada no tratamento de dados experimentais de liberagdo de

agentes ativos para se ter uma idéia geral do mecanismo de liberagao do sistema em estudo.

Um segundo método que descreve o comportamento da liberagdo de AA a partir de
sistemas poliméricos ¢ a lei das poténcias (equagdo 3), onde M, e M, sdo a quantidade de
substancia liberada no tempo ¢ € no tempo infinito, respectivamente, K ¢ uma constante
relacionada as caracteristicas estruturais e geométricas da matriz polimérica e n € o expoente

de liberacdo, indicativo do mecanismo de liberacdo do agente ativo [55].
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Para um dispositivo de liberagdo na forma de microesferas, um valor de n=0,43
representa um mecanismo de liberacdo controlado por difusdo Fickiana, ou seja, hd a
indicacao de que o mecanismo de liberacdo do AA ¢ controlado pela difusao. Quando »=0,85,
temos o transporte caso-II, indicativo de uma cinética de liberagdo de ordem zero, o que
significa que a liberacdo do agente ativo ¢ independente do tempo. Valores de » entre 0,43 e
0,85 sdo considerados uma indicagdo da sobreposi¢do dos dois fendmenos citados acima,
conhecido como transporte andmalo [55]. Quando os valores de n sdo inferiores a 0,43 o
principal mecanismo estd relacionado com a difusdo parcial através da matriz intumescida e
através de poros hidrofilicos [57], e se n>0,85 ha o indicativo de uma cinética super caso-II,
atribuida a associacdo dos mecanismos de difusdo, erosdo, relaxagdo das cadeias ¢

intumescimento [58].

2.6 Substancias Modelo Utilizadas

Para a avaliagdo da velocidade de liberagdo in vitro a partir de microesferas de gluten
de trigo foram escolhidas a rodamina B como substancia modelo e o cloridrato de diltiazem

como farmaco modelo.

Sdo encontrados na literatura alguns estudos na area de liberagdo de agentes ativos
utilizando a rodamina B como material encapsulado, principalmente devido a fluorescéncia
deste composto, facilitando sua detec¢do. Por exemplo, Berkland et al. (2001) publicaram um
estudo onde relatam a fabricacdo de microesferas de poli(acido lactico-co-glicélico) com
tamanhos controlados e monodispersos, e para testar a liberacdo in vitro das microesferas
preparadas utilizaram a rodamina B como substancia modelo [59]. Trés anos mais tarde, em
2004, Berkland publicou outro trabalho, onde examina fatores que influenciam o mecanismo
da liberacdo de agentes ativos a partir de microesferas de poli(anidrido sebacico) [43]. Para
este objetivo, foram utilizadas trés substincias modelo, rodamina B, p-nitroanilina e
piroxicam, que diferem em sua solubilidade em solu¢ao aquosa. O autor relata que a rodamina

distribuiu-se preferencialmente na superficie das microesferas e a sua liberacao foi rapida e se
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completou em trés dias. Bibby et al. (1999) prepararam microesferas de poli(acido acrilico) e
adicionaram [-ciclodextrina as particulas para avaliar se a incorporacdo desta substancia
mudaria a cinética de liberagdo do agente ativo encapsulado. Os corantes fenolftaleina e
rodamina B foram utilizados para os estudos de encapsulacado e liberagdo in vitro, mas nao foi

observado nenhuma diferenga nos perfis de liberacao das duas substancias estudadas [60].

Também ¢ possivel encontrar na literatura alguns estudos visando a encapsulagdo e
liberagdo controlada de cloridrato de diltiazem. Este farmaco antihipertensivo tem uma meia
vida bioldgica relativamente curta, de 3 a 4 horas, e requer uma alta freqliéncia de
administracdo. Portanto, tentativas tém sido feitas para se desenvolver formulagdes de
liberacao lenta de diltiazem. Bayomi et al. (1998) prepararam microesferas de liberagao
sustentada de caseina e quitosana contendo cloridrato de diltiazem [61]. A liberagdo de
diltiazem se tornou mais lenta com o aumento da concentracdo de caseina e do tempo de
agitacdo. Por outro lado, o aumento da concentragdo de quitosana mostrou uma liberagao
inicial do farmaco mais répida. Follonier et al. (1995) prepararam microparticulas de
libera¢do sustentada com diltiazem encapsulado [62]. Os autores relatam que, utilizando a
técnica de extrusdo e controlando-se alguns fatores tais como o tipo do polimero utilizado,
tamanho da particula formada, quantidade de farmaco encapsulado e adi¢do de componentes
hidrofilicos para aumentar a porosidade do sistema, foi possivel obter taxas de liberagdo in

vitro de diltiazem no nivel terapéutico requerido.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 Materiais

O glaten de trigo utilizado neste trabalho (ARISE® 5000) foi adquirido da MGP
Ingredients Inc. - USA, com no minimo 90% (m/m) de proteina e maximo de 7% de umidade.
O sulfito de s6dio anidro (Na,SOs3) foi obtido da VETEC Quimica Fina LTDA - RJ. O alcool
etilico absoluto utilizado foi proveniente da NUCLEAR - SP, o poli(etileno glicol) de massa
molar 400 g/mol — PEG 400 foi obtido da Synth Produtos para Laboratério LTDA - SP ¢ o
0leo mineral foi comprado da VETEC Quimica Fina LTDA - RJ. Os surfactantes utilizados,
Tween 80 (monooleato de sorbitano etoxilado) e Span 80 (monooleato de sorbitano), foram
provenientes da VETEC Quimica Fina LTDA - RJ e Beraca Industria e Comércio LTDA -
GO, respectivamente. As substancias modelo utilizadas foram adquiridas da Sigma-Aldrich
Chemical Co. - USA (rodamina B) e Farmacia Alana May - SC (Cloridrato de Diltiazem). A
papaina, enzima utilizada nos ensaios de degradagao, foi obtida da Sigma-Aldrich Chemical

Co. — USA. Todos os materiais foram utilizados sem purifica¢do prévia.
3.1.1 Poli(etileno glicol) (PEG)

O perfil de liberacdo de agentes ativos a partir de microesferas pode ser modulado de
varias formas, por exemplo, pela escolha do material a ser utilizado, reticulagdo ou adigdo de
plastificantes as microesferas formadas. Os plastificantes podem modular o perfil de liberacao
de microesferas devido a capacidade destes em diminuir as interagdes entre as cadeias
poliméricas, aumentando o volume livre e facilitando a difusdo de agentes ativos [63]. O PEG
400 foi utilizado neste trabalho como plastificante e agente formador de poros, e foi escolhido
por ser um polimero que possui propriedades fisicas como alta solubilidade em agua e alta
flexibilidade. Além disso, sabe-se que o PEG ¢ bioinerte, e tem atraido muita atengdo na

esfera das aplicagdes biomédicas [5]. O PEG 400 ¢ um liquido incolor, apresentando
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n

Figura 5. Estrutura quimica do polietileno glicol.
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3.1.2 Tween 80

Os compostos agrupados sob o nome de Tween sdo ésteres de sorbitano etoxilados e
agem como tensoativos hidrofilos, diferenciando-se com respeito ao acido graxo presente em
sua estrutura. Em especial, o Tween 80 (também conhecido como polissorbato 80) ¢ um
oleato. Este surfactante ndo-idnico ¢ muito utilizado na industria alimenticia, principalmente
na preparagio de solugdes de proteina para ajudar na solubilizacio e estabilizagdo desta. E um

liquido amarelo soltivel em 4gua e viscoso, com densidade de 1,064 g cm”™.

HOMCH, CH,0),, [OCH;CH;), OH
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Figura 6. Estrutura quimica do Tween 80, onde x +y +w + z = 20.

3.1.3 Span 80

Os compostos agrupados sob o nome de Span sdo ésteres de sorbitano derivados da
reacdo do sorbitol com um 4acido graxo e estes compostos, assim como os Tweens,
diferenciam-se em relacdo ao &cido graxo presente em sua estrutura. O Span 80 ¢ um
tensoativo lipofilo, sendo desta forma solivel ou dispersivel em 6leo, e ¢ muito utilizado em
produtos alimenticios e na prepara¢cdo de medicamentos de administragdo oral. O &cido graxo
presente em sua estrutura também ¢ um oleato, e este surfactante nao-idnico apresenta-se

como um liquido amarelo claro, de densidade 0,840 g cm™.

]
] S
HO 0

HO CH

Figura 7. Estrutura quimica do Span 80.
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3.1.4 Rodamina B

As rodaminas sdo um grupo de corantes fluorescentes, € como exemplos temos a
rodamina B, rodamina 6G e rodamina 123, entre outras. A rodamina B foi utilizada neste
trabalho como uma substancia modelo por apresentar um ponto de fusdao em 206°C, portanto
ndo sofre fusdo durante a etapa de preparacdo das microesferas. Além disso, apresenta fécil
detec¢do pela técnica de espectroscopia no ultravioleta visivel (UV/VIS), com um
comprimento de onda em 554 nm e ¢ soluvel em solugdes aquosas, apresentando cerca de 11

mg ml™ de solubilidade.

Figura 8. Estrutura quimica da rodamina B.

3.1.5 Cloridrato de Diltiazem

O cloridrato de diltiazem foi utilizado no presente trabalho como farmaco
modelo, apresenta-se na forma de cristais brancos com ponto de fusdo em torno de 215°C e
apresenta solubilidade em 4gua de 530 mg ml™, ou seja, é extremamente soluvel em agua. E
um agente bloqueador dos canais de calcio ativo por via oral, sendo empregado no controle da

hipertensao.
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Figura 9. Estrutura quimica do cloridrato de diltiazem.

3.2 Metodologia

3.2.1 Preparagéo das microesferas

Sao reportados trés passos principais para o processamento de materiais baseados em
biopolimeros de origem agricola: i) a quebra de ligagdes intermoleculares que estabilizam os
polimeros na sua forma nativa usando agentes de ruptura quimicos ou fisicos; ii) arranjo e
orientacdo das cadeias poliméricas moveis na forma desejada; iii) permitir a formagdo de

novas interagdes e ligagdes intermoleculares para estabilizar a rede tridimensional [1].

Como ja citado anteriormente, as microesferas de gluten de trigo foram preparadas
pela técnica de emulsificacdo/evaporacdao do solvente. Inicialmente, preparou-se uma solucao
de gluten de trigo 10% (m/v) tendo como solvente uma solug¢do dgua/etanol 55/45 (v/v) (fase
interna). Adicionou-se a esta solu¢ao alguns miligramas de sulfito de so6dio (0,0075% m/v),
para auxiliar a quebra das ligacdes intermoleculares como as ligagdes dissulfeto. Para facilitar
a solubilizacdo da proteina, ajustou-se o pH desta solug¢do para 3,0 com HCI 1 M, e esta foi
entdo aquecida a 45°C durante 20 minutos, sob agitagdo constante. A concentragdo de gluten,
etanol e pH da solugdo utilizadas neste trabalho foram escolhidas de acordo com Gontard et
al. (1993), que descreveram um procedimento de casting preciso € observaram que esta

formulagdo resultou em um filme resistente, homogéneo e transparente [26].

Posteriormente, adicionou-se Tween 80 (1% v/v) a solucdo, e esta ficou sob agitacdo a
temperatura ambiente por 24 horas. Nesta etapa, quando necessario, os agentes ativos

rodamina (1,5% m/m) ou cloridrato de diltiazem (5% m/m) também foram adicionados a
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solucdo. Para a preparacao das microesferas com PEG 400, utilizou-se uma razao glaten/PEG

de 95/05 (m/m) e 90/10 (m/m).

T =45°C

t =20 min

t=24h

Solugéo de glaten de acordo com
Gontard et al. Agitacdo

Oleo Mineral t=24h

CARACTERIZACAO ——— j T

B ©

Estufa a Vacuo
T = 40°C, t = 24h Filtrac&o

Figura 10. Representagdo esquematica das etapas utilizadas na prepara¢do das microesferas de gluten de trigo.

Paralelamente, preparou-se uma solugdo de 6leo mineral com adi¢do de Span 80 (1%
v/v) (fase continua ou externa). O Tween 80 e o Span 80 tém como fung¢do estabilizar a

dispersao das gotas na forma de emulsao, prevenindo a agregacao e a coalescéncia.

Apoés a preparacdo das solugdes descritas acima, gotejou-se a solucdo de polimero
(fase interna) na solucdo de 6leo mineral (fase externa) com uma velocidade de agitagdo de
aproximadamente 400 rpm e relacdo fase interna/fase externa de 10/50 (v/v). Nesta etapa
houve a formagdo de emulsdo a/o, em cuja fase interna estdo dissolvidos o polimero e o AA.
Para a solidificagdo do polimero contido nas goticulas da fase interna e conseqiiente formacao
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das microesferas, aqueceu-se a solugdo resultante a 120°C sob agitagdo constante, durante 4
horas (possibilitando a evaporagdo da fase interna e reticulagdo do polimero). Por fim, as
microesferas resultantes foram filtradas, lavadas com etanol, secas em estufa (a 40°C por 24
horas) e armazenadas para futuras caracterizacdes. A Figura 10 mostra as etapas utilizadas

para a preparacdo das microesferas.

3.2.2 Morfologia das Microesferas

Na microscopia eletronica de varredura (MEV) a superficie de uma amostra ao ser
examinada ¢ rastreada por um feixe de elétrons, sendo possiveis amplia¢des entre 10 e 50000

diametros, e grandes profundidades de campo[19].

No presente trabalho, esta técnica foi empregada para analisar a morfologia das
microesferas formadas, suas propriedades de superficie, sua porosidade e a distribuicao dos
agentes ativos nas microesferas. Algumas microesferas foram seccionadas transversalmente

para a visualizacdo da estrutura interna das particulas.

O aparelho utilizado foi um microscopio Philips modelo XL 30 com fonte de elétrons
de tungsténio e detector de elétrons secundarios e retroespalhados pertencente ao Laboratério
de Materiais (LabMat) do Departamento de Engenharia Mecanica — Centro Tecnoldgico da
UFSC. As amostras foram cobertas com ouro por sputtering, com um aparelho a vacuo

Polaron E 5000, antes de efetuar-se as analises.

3.2.3 Diametro Médio das Microesferas

O didmetro médio das microesferas foi determinado por meio de medi¢do das
particulas visualizadas nas micrografias obtidas por MEV com aumento de 500x, levando-se
em conta o diametro de Ferret (média das maiores dimensdes em uma dada direcao) e

utilizando-se de 30 a 40 microesferas.

30



3.2.4 Espectroscopia no Infravermelho (FTIR)

A maior parte da energia das vibragdes moleculares estd localizada na regido do
infravermelho do espectro eletromagnético. Os atomos ou grupos funcionais tém vibragdes
caracteristicas, o que possibilita a sua identificagdo. A espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier foi utilizada para detectar mudangas nas estruturas secundarias das
proteinas e determinar as propriedades da ligacdo da dgua, além de possibilitar a avaliagdo da

interagdo entre o polimero e os agentes ativos testados.

Os espectros vibracionais foram obtidos em um espectrofotdmetro Perkin-Elmer FT-
IR modelo 16 PC com resolugdo de 4 cm™ pertencente & Central de Analises do Departamento

de Quimica da UFSC.

3.2.5 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A calorimetria exploratdria diferencial fornece valores de propriedades térmicas como
a temperatura de transi¢do vitrea (T,), a temperatura de fusdo (T,) e a temperatura de
cristalizacdo (T.). Além disso, fornece valores de entalpia de fusdo (AH,,), entalpia de
cristalizacdo (AH.) e variagdo da capacidade calorifica (ACp). Portanto, esta técnica ¢
importante para a determinagdo de possiveis interagdes existentes entre o polimero e os

agentes ativos encapsulados.

Para as analises foi utilizado um aparelho DSC 50 SHIMADZU pertencente a Central
de Anélises do Departamento de Quimica da UFSC. A calorimetria exploratéria diferencial
das microesferas de gliten e microesferas de Gluten/PEG 95/05 encapsuladas ou ndo com os
agentes ativos em estudo, bem como o DSC dos agentes ativos puros, foram realizados sob
atmosfera de nitrogénio (fluxo de 50 cm® min™) a uma taxa de aquecimento de 10°C min™.
Aproximadamente 10 mg das amostras foram aquecidas até 110°C e em seguida sofreram
choque térmico. Apos esta etapa, as amostras foram novamente aquecidas de 25°C a 300°C,
sendo que esta segunda varredura foi usada para a determinagdo dos valores de temperatura

de transi¢do vitrea (T,) e temperatura de fusdo (Tp).
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3.2.6 Eficiéncia de Encapsulacéo (EE)

Para determinar a quantidade de agente ativo (rodamina ou cloridrato de diltiazem)
contido nas microesferas preparadas, utilizou-se a espectroscopia no UV/VIS. Inicialmente,
construiu-se uma curva de calibragcdo (absorbancia vs. concentracdo) com o AA em questdo
dissolvido em NaOH 0,1M. A curva de calibragdo foi preparada pesando-se exatos 0,01 g de
rodamina ou diltiazem e dissolvendo-os em 100 ml de NaOH 0,1 M (solugdo de 100 pg/ml).
Esta solugdo foi diluida para obter solu¢des de rodamina em NaOH 0,1M nas concentragdes
0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5 ¢ 5,0 ug/ml. Para o cloridrato de diltiazem, as
concentragdes utilizadas foram 0,5; 1,5; 2.5; 3,5; 4,5; 5,5; 6,5; 7,5; 8,5 € 9,5 pg/ml. Todas as

concentragdes foram feitas em triplicata.

De posse da curva de calibragdo dissolveu-se cerca de 10 mg, exatamente pesados, das
microesferas com o AA a ser determinado em NaOH 0,1M, e esta solucao ficou sob agitagao
em banho térmico a 37°C durante 24 horas. Apds este periodo, as microesferas foram
totalmente dissolvidas, e 0 AA encapsulado foi transferido para a solugdo. Procedeu-se entdo
a medida da absorcao da solugdo em espectroscopia de UV/VIS em 554 nm para a rodamina e
238 nm para o cloridrato de diltiazem. Este procedimento foi feito em triplicata, e o aparelho
utilizado foi o espectrofotometro Perkin Elmer UV-VIS 11/BIO Lambda, pertencente ao
laboratorio POLIMAT, do Departamento de Quimica da UFSC.

3.2.7 Velocidade de Liberagéo in vitro de Agentes Ativos

3.2.7.1 Liberacdo in vitro de Rodamina

Inicialmente, construiu-se uma curva de calibra¢do contendo a rodamina dissolvida em
solucao tampao fosfato (pH 7,4) nas concentracdes 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5 ¢
5,0 pg/ml para futura determinagdo da concentracdo de rodamina liberada. Apds esta etapa,
quantidades conhecidas de microesferas (0,3 g para microesferas de gliten e 0,2 g para
microesferas de Gluten/PEG 95/05) contendo em média 1066 ¢ 1080 pg de rodamina
encapsulada, respectivamente, foram suspensas em 100 ml de solu¢ao de tampao fosfato (pH
7,4) e mantidas sob agitacdo constante de 150 rpm a 25 e 37°C. Em intervalos de tempo pré-

determinados foram retiradas aliquotas de aproximadamente 4 ml do meio de liberacdo, e
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efetuadas leituras das absorbancias a 554 nm destas amostras em um espectrofotdmetro
Perkin Elmer UV-VIS 11/BIO Lambda. Apds a medi¢cdo da absorbancia, as aliquotas foram
devolvidas ao meio de liberacdo. Todas as medidas foram feitas em triplicata e durante o

tempo de experimento foram mantidas as condigdes sink.

3.2.7.1 Liberacéo in vitro de Cloridrato de Diltiazem

A liberacdo in vitro de cloridrato de diltiazem foi realizada de forma a simular o
transito no trato gastrointestinal. Desta forma, os testes foram feitos a 37°C, em pH 1,2
(tampao Clark-Lubs) [64] durante 2 horas, para simular as condi¢des de tempo de transito

estomacal, e em pH 7,4 (tampao fosfato), para simular o transito intestinal [65].

Construiu-se uma curva de calibragdao contendo cloridrato de diltiazem dissolvido em
tampao Clark-Lubs e em solugdo tampao fosfato nas concentragdes 0,5; 1,5; 2,5; 3,5; 4,5; 5,5;
6,5; 7,5; 8,5 € 9,5 ng/ml, para futura determinagdo da concentragdo de cloridrato de diltiazem
liberado. Adicionou-se entao a 100 ml do tampao apropriado 0,3 g de microesferas de gluten e
de microesferas de Gluten/PEG 95/05, contendo em média 11720 e 14500 pg de cloridrato de
diltiazem encapsulado, respectivamente. As solugdes, feitas em triplicata, foram mantidas sob
agitacao constante de 150 rpm. Em intervalos de tempo pré-determinados foram retiradas
aliquotas de 1 ml do meio de liberagao. Estas amostras foram diluidas para 10 ml e efetuou-se
leituras das absorbancias a 238 nm destas amostras em um espectrofotometro Perkin Elmer
UV-VIS 11/BIO Lambda. Apés a medida, 1 ml da solugdo diluida foi devolvida ao meio de

liberacdo, para garantir a manutencdo das condig¢des sink.

3.2.8 Degradacéo in vitro das Microesferas

Os estudos de degradacdao quimica in vitro das microesferas de gliten e Gluten/PEG
95/05 foram realizados em meio acido (pH 1,2 ajustado com HCI 0,1M), meio neutro
(solugdo tampao, pH 7,4) e em meio enzimatico (realizado em 4agua contendo a enzima
papaina) nas temperaturas de 25 e 37°C. O estudo de degradacdo enzimatica foi baseado em
um procedimento descrito por Wang et al. (2007) [66], com algumas modificagdes. O pH da

solucdo foi ajustado para 6,5 e a razdo enzima/substrato utilizada foi de 6000 U/g.
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Adicionou-se 10 mg de microesferas em tubos de ensaio contendo 10 ml de cada
solucao descrita acima, € a cada dia uma amostra de cada meio de degradacao foi retirada. As
microesferas retiradas foram lavadas e centrifugadas, secas em estufa a 40°C durante 24 horas

e levadas em seguida para analise por MEV. Este procedimento foi realizado durante 10 dias.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Morfologia das Microesferas

Observou-se que utilizando o procedimento de emulsificagdo/evaporagdo do solvente
foi possivel obter particulas perfeitamente esféricas para todas as formulagdes testadas.
Quando esta técnica ¢ aplicada, a rugosidade das microesferas aumenta quanto maior for a
velocidade com que ocorre a eliminacdo do solvente da fase interna da emulsdo durante o

processo de microencapsulagdo [67].

A morfologia das microesferas de gliten de trigo pode ser observada na Figura 11. As
superficies destas microesferas apresentam-se lisas e compactas. Observando-se a fratura para
a microesfera de gluten ¢ possivel identificar a presenca de uma leve rugosidade e pequenos

poros no interior das microesferas.
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20.0kV 3.0 4000x SE 10.1 10.0kV 45 2000x SE 13.0

(A) (B)

Figura 11. Micrografias obtidas por MEV das microesferas de gliten de trigo: (A) superficie, com aumento de

4000x e (B) fratura, com aumento de 2000x.

Nas Figuras 12 e 13 sdo mostradas as micrografias das microesferas com adig¢do de 5 e
10% de PEG 400, respectivamente. A adi¢do de 5% deste polimero conduziu a formagao de
particulas apresentando uma superficie lisa, compacta e sem a presenca de poros.
Observando-se a fratura destas microesferas, vemos que o seu interior apresenta uma grande
quantidade de poros de tamanho elevado. As microesferas formuladas com adi¢ao de 10% de
poli(etileno glicol) mostram uma superficie bastante rugosa, apresentando grande quantidade

de poros tanto na superficie quanto na sua fratura. Além disso, as microesferas Gluten/PEG
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90/10 apresentaram maior coalescéncia e aglutinacdo entre as particulas. Observa-se que a
porosidade das particulas estudadas foi aumentada quando o PEG foi adicionado a
formulagdo. Estudos anteriores ja demonstraram que o poli(etileno glicol) atua como
formador de poros na matriz polimérica, e portanto a adi¢do deste polimero a formulagdes de

microesferas pode ser um fator importante para modular a liberagdo de agentes ativos

encapsulados [68].
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Figura 12. Micrografias obtidas por MEV das microesferas de Glaten/PEG 95/05: (A) superficie, com aumento de
4000x e (B) fratura, com aumento de 3000x.
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Figura 13. Micrografias obtidas por MEV das microesferas de Gluten/PEG 90/10: (A) superficie, com aumento de
2000x e (B) fratura, com aumento de 3000x.
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Para os estudos de encapsulacao de agentes ativos e liberagdo in vitro a microesfera
Gluten/PEG 95/05 foi encolhida, por apresentar uma superficie mais compacta € menor

coalescéncia entre as particulas.

Com o objetivo de caracterizar os cristais de rodamina para posterior identificagdo nas
microesferas de gliten, foram realizadas analises de MEV, cujos resultados sao mostrados na
Figura 14. Observa-se que estes cristais apresentam um formato irregular e grande variedade
de tamanho. Nas Figuras 15 e 16 sdo apresentadas as micrografias das microesferas de gliten

de trigo e de Gluten/PEG 95/05, ambos com a presenga de 1,5% de rodamina incorporada.
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Figura 14. Micrografia obtida por MEV da substancia modelo rodamina B, com aumento de 200x.
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200kv 3.0 1600x SE 103 10.0kv 40 4000x SE 118
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Figura 15. Micrografias obtidas por MEV das microesferas de gliten de trigo com adi¢do de 1,5% de rodamina: (A)

superficie, com aumento de 1600x ¢ (B) fratura, com aumento de 4000x.
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Figura 16. Micrografias obtidas por MEV das microesferas de Gluten/PEG 95/05 com adigdo de 1,5% de rodamina:

(A) superficie, com aumento de 2000x ¢ (B) fratura, com aumento de 2000x.

Para as microesferas de glaten com rodamina, observa-se uma superficie lisa e
compacta e nota-se a presenca de pequenos cristais de rodamina espalhados na superficie das
microesferas. A fratura desta amostra apresenta um grande numero de poros € nao ¢ possivel
visualizar cristais de rodamina no seu interior. Supde-se que os cristais de rodamina
encontrados na superficie das microesferas sdo devidos a fracdo de rodamina que durante a
encapsulacdo sofreram um processo de cristalizacdo e depositaram-se na matriz polimérica.
Por outro lado, a rodamina solubilizada na fase interna e posteriormente encapsulada
encontra-se dispersa molecularmente na matriz polimérica, ndo sendo desta forma possivel a
sua visualizagdo por MEV. Porém, a presenca de rodamina no interior das microesferas pode
ser confirmada visualmente pela observagdo da cor rosa, caracteristica da rodamina, presente
na superficie e se¢do transversal das microesferas de gliten, observada durante a etapa de

preparagao da amostra para a analise por MEV.

As microesferas de Gluten/PEG 95/05 com 1,5% de rodamina apresentaram a
superficie ligeiramente mais rugosa, quando comparadas com as microesferas sem a presenca
de PEG. Novamente foi possivel observar alguns pequenos cristais de rodamina depositados
na superficie destas microesferas, bem como a presenca de poros. Na secdo transversal das
microesferas observa-se porosidade e também ¢ possivel notar uma pequena quantidade de

rodamina cristalizada em seu interior.
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Na Figura 17 ¢ mostrada a micrografia dos cristais de cloridrato de diltiazem puros.
Estes cristais apresentam um formato retangular alongado e tamanhos variados. Nas Figuras
18 e 19 estdo apresentadas as micrografias para as microesferas de gluten de trigo e

Gluten/PEG 95/05, ambos com a presenga de 5% de diltiazem.

Para as microesferas de gliuten com diltiazem, a superficie apresentou-se bastante lisa
e compacta, € a secdo transversal desta amostra apresenta bastante rugosidade e pouca
porosidade. Nas microesferas com adi¢do de PEG, observa-se que a superficie continua lisa,
mas apresenta agora uma pequena quantidade de poros. Percebe-se também um aumento na
rugosidade da fratura desta amostra. Para estas duas formulag¢des foi observado um aumento

na coalescéncia quando comparado com as microesferas puras e com rodamina.

Nao foram visualizados cristais de diltiazem nem na superficie nem no interior de
ambas as amostras, provavelmente devido a elevada solubilidade do diltiazem na fase interna,
dispersando-se totalmente na forma molecular na matriz polimérica, o que sera futuramente

confirmado por DSC e FTIR.

¥ -
AccV  Spot Magn
100kV 60 200x  SE 102

Figura 17. Micrografia obtida por MEV do farmaco modelo cloridrato de diltiazem, com aumento de 200x.
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Figura 18. Micrografias obtidas por MEV das microesferas de gliten de trigo com adi¢@o de 5% de diltiazem: (A)

superficie, com aumento de 2000x ¢ (B) fratura, com aumento de 2000x.
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Figura 19. Micrografias obtidas por MEV das microesferas de Glaten/PEG 95/05 com adigdo de 5% de diltiazem:

(A) superficie, com aumento de 2000x e (B) fratura, com aumento de 2000x.

4.2 Diametro Médio das Microesferas

O diametro médio das microesferas ¢ afetado por diversos fatores, tais como
concentragdo do polimero e viscosidade da fase interna, temperatura, velocidade de agitacao e
tipo e concentragao de estabilizante na fase externa quando as microesferas sdo preparadas

pela técnica de emulsificagdo/evaporacgao de solvente [36].
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Os valores de diametro médio obtidos estdo apresentados na Tabela I, e as

micrografias utilizadas na determinagdo destes didmetros estdo mostradas nas Figuras 20 a 26.

Comparando-se as microesferas de glaten de trigo puras com as microesferas
preparadas com a adi¢cdo de 5% de PEG, percebe-se uma reducdo no diametro médio das
particulas, de aproximadamente 14,00 um para 9,86 um. Este didmetro reduz-se mais ainda
quando sdo observadas as microesferas com adicdo de 10% de poli(etileno glicol), que
medem 8,76 um. Este resultado deve-se principalmente a menor concentracdo de polimero na
fase interna, pois se observa uma diminui¢do progressiva do didmetro médio quando a
concentragdo de polimero nas microesferas passa de 100% para 95 e 90% nas microesferas de

Gluaten/PEG.

Observa-se que com a adi¢do de 1,5% de rodamina as microesferas houve um grande
aumento no didmetro médio, de 14,00 um para 24,80 um. Este efeito pode ser devido a
hidrofilicidade da rodamina que, durante a etapa de evaporagdo da fase interna, tende a migrar
para a superficie das microesferas junto com a agua, levando consigo material polimérico e,
desta maneira, aumentando o diametro das microesferas. O diametro médio das microesferas
de Gluten/PEG 95/05 com 1,5% de rodamina (18,00 pm aproximadamente) ¢ menor quando
comparado com as microesferas com rodamina encapsulada e sem a presenca de PEG, mas ¢
maior que as microesferas de gliten de trigo puras e Glaten/PEG 95/05. Podemos sugerir
através desta observagdo que, apesar do PEG colaborar na diminui¢do do didmetro médio das
microesferas devido a diminui¢do da concentragdo de polimero na fase interna, ocorre um

aumento no tamanho das microesferas devido a migracao da rodamina para a superficie.

Para as microesferas encapsuladas com diltiazem, observa-se praticamente 0 mesmo
didmetro médio, seja para a formulagdo sem PEG (16,86 um) ou para as microesferas
preparadas com adi¢do de PEG (17,00 pm). Este resultado indica que o PEG ndo ¢ o fator
determinante no tamanho das microesferas, e sim a presenca do agente ativo. Com base nos
resultados obtidos para as microesferas com rodamina e com diltiazem encapsulados, e
sabendo-se que estas duas substancias sdo hidrofilicas, podemos sugerir que o diltiazem
apresenta maior interacdo com a matriz polimérica quando comparado com a rodamina, e
desta forma migra em menor quantidade para a superficie, carregando desta forma menos

material polimérico e resultando em microesferas com didmetros médios menores.
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Tabela I. Valores obtidos na determina¢do do didmetro médio.

Microesfera Diametro Médio + Desvio Padréo (um)
Gluten de Trigo 13,99 £ 1,72
Gluten/PEG 95/05 9,86 + 2,44
Gluten/PEG 90/10 8,76 £ 1,97
Glaten com 1,5% de rodamina 24,80 £ 4,09
Gluaten/PEG 95/05 com 1,5% de rodamina 17,98 £2,34
Glaten com 5% de diltiazem 16,86 £ 1,91
Glaten/PEG 95/05 com 5% de diltiazem 17,00 £ 0,91

AccV Spot Magn Det WD F———— s50um
200kv 35 500x SE 9.7

Figura 21. Micrografia obtida por MEV das microesferas de Gluten/PEG 95/05 com aumento de 500x.
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Figura 23. Micrografia obtida por MEV das microesferas de gliiten de trigo com 1,5% de rodamina com

aumento de 500x.

AccV  Spot Magn
100 kY 4.0 500x

Figura 24. Micrografia obtida por MEV das microesferas de Gluten/PEG 95/05 com 1,5% de rodamina com

aumento de 500x.
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Figura 25. Micrografia obtida por MEV das microesferas de gluten de trigo com 5% de diltiazem com aumento

de 500x.
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Figura 26. Micrografia obtida por MEV das microesferas de Glaten/PEG 95/05 com 5% de diltiazem com

aumento de 500x.

4.3 Espectroscopia no Infravermelho

Na Figura 27 sao mostrados os espectros de FTIR para o p6 de gluten de trigo, anterior
a formacao das microesferas, e para as microesferas de gluten de trigo apos a preparacdo. No
espectro do p6 de gluten de trigo, é possivel observar algumas bandas caracteristicas desta
proteina, como em 1660 cm™, relacionada & freqiiéncia da banda de amida 1. Esta banda é
relativa ao estiramento vibracional das ligagdes C=0, fracamente ligadas ao estiramento C-N
e N-H [69,70]. Também observa-se uma banda em 1540 cm’, associada a freqliéncia da

banda de amida II (deformagio N-H). E observada também uma banda larga e intensa na
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regido de 3460 a 3200 cm™, provavelmente resultado de uma sobreposicio das vibragdes de
estiramento dos grupos N-H e O-H, porém estudos encontrados na literatura afirmam que esta
banda de absor¢do larga observada ¢ principalmente relacionada ao estiramento de OH da

agua presente na proteina [25].

Comparando-se o espectro das microesferas de gluten com o espectro obtido para o
gliten em po, observa-se um deslocamento na banda relacionada a vibragao de estiramento de
OH para um numero de onda menor, significando que houve uma diminui¢do de grupos OH
livres na amostra, provavelmente devido a formagdo de ligacdes de hidrogénio entre as
moléculas de gluten. Embora nao tenha sido observado nenhum deslocamento efetivo da
banda de amida I, nota-se um deslocamento de 10 cm™ para a banda de amida II. Mudangas
na freqiiéncia da banda de amida II, assim como para a banda de amida I, foram anteriormente
correlacionadas com mudangas na estrutura secundaria das proteinas [25]. Além disso,
observa-se um pequeno deslocamento na banda de estiramento de —CHs, de 2930 cm™ para o
p6 de glaten para 2924 cm™ para as microesferas de gliten. Com isso admite-se uma mudanca

estrutural ocorrida durante a formacao das microparticulas em relagdo ao p6 de gliten inicial.
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Figura 27. Espectros de infravermelho de: (A) gliten em po, anterior a preparagdo das microesferas e

(B) microesferas de gliten de trigo.

Os espectros de infravermelho obtidos para as microesferas preparadas com e sem
adi¢ao de PEG e rodamina estio apresentados na Figura 28. Observando-se o espectro obtido

para as microesferas de Glaten/PEG 95/05 e comparando-o com o espectro das microesferas
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de gluten puras, nota-se que houve um deslocamento expressivo na banda de estiramento do
OH, de 3286 cm™ para a microesfera de gluten pura para 3422 cm’' para a microesferas de
Gluten/PEG 95/05, sugerindo a presenga de mais grupos OH livres nesta Ultima estrutura.
Outro grande deslocamento ¢ observado na banda referente a carbonila, de 1662 para 1648
cm™. Estes deslocamentos indicam que o PEG estd presente nas microesferas e interagindo

com a matriz de gluten.

No espectro C da Figura 28 sdo mostradas as bandas de absor¢do no infravermelho
para as microesferas com rodamina encapsulada. Sdo observadas bandas relacionadas ao
gliiten em 1666 cm™ (amida I), 1520 cm™ (amida II) e em 1448 cm™ (estiramento C-O). Por
outro lado, as principais bandas relacionadas & rodamina, em 1695 cm™ (vibragdo C=0 da
rodamina) e em 1590 cm™ (atribuida a vibragdo do grupo C=N), ndo foram observadas no
espectro das microesferas com rodamina encapsulada. Embora ndo tenha sido possivel
observar bandas caracteristicas da rodamina, provavelmente porque esta se encontra em
pequena quantidade nas microesferas, foi possivel identificar alguns deslocamentos nas
microesferas de gluten com rodamina em comparagdo com as microesferas puras, o que pode
indicar alguma interagdo entre o agente ativo e a matriz de gluten. Por exemplo, a banda de
amida II se deslocou de 1530 para 1520 cm™, e nota-se também um deslocamento de 3286

para 3422 cm™ da banda de estiramento de OH.

O espectro das microesferas de Glaten/PEG 95/05 com adi¢do de 1,5% de rodamina
apresenta bandas relacionadas ao gliten em 1628, 1534 ¢ em 1448 cm™', e novamente nio foi
possivel observar picos caracteristicos da rodamina em virtude de sua pequena quantidade nas
microesferas, a exemplo das microesferas com rodamina e sem adi¢do de PEG. A presenca de
interagdes entre os componentes deste sistema ¢ confirmada pela mudanca ocorrida nas
bandas de OH, 3286 cm™ para a microesfera de gluten, 3422 cm™' para as microesferas de
gliten com PEG e 3436 cm™ para as microesferas Gluten/PEG com rodamina. O mesmo
ocorre com as bandas de amida I, que apresentaram um deslocamento consideravel de 1662
cm™ para as microesferas de gliten, para 1648 cm™ para as microesferas de gluten com PEG e

chegando a 1628 cm™ para o sistema contendo PEG e rodamina.
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Figura 28. Espectros de infravermelho de: (A) microesferas de gluten de trigo, (B) Glaten/PEG 95/05,
(C) microesferas com 1,5% de rodamina, (D) microesferas de Gluten/PEG 95/05 com 1,5% de rodamina, (E)

rodamina pura.

Na Figura 29 estdo apresentados os espectros de FTIR obtidos para as microesferas
com e sem a presenca de PEG e diltiazem. O espectro C apresenta as bandas de absor¢do no
infravermelho para as microesferas com diltiazem encapsulado. A banda de estiramento de
OH deslocou-se de 3286 cm™ (microesferas de gliten), para 3418 cm™ para as microesferas
com diltiazem, indicando um aumento no nimero de OH livres no sistema. Além disso,
observam-se mudancgas nas freqiiéncias das bandas de absor¢do de amida I (1662 para 1632
cm™) e amida IT (1530 para 1516 cm™), indicando que o diltiazem promove interagdes com o
gliten e possivelmente modifica sua estrutura secundaria. Nota-se também neste espectro o
surgimento de uma banda em 1704 cm™ que ndo existia no espectro das microesferas de
gliten, mas que aparece no espectro E, do diltiazem puro, relacionado ao estiramento da
carbonila do farmaco (1735 cm™). E importante ressaltar que o diltiazem presente nas
formulagdes estudadas encontra-se disperso molecularmente na matriz de glaten, portanto sua
determinag¢do foi possivel apenas utilizando a técnica de espectroscopia no infravermelho, nao

sendo possivel a sua visualizagdo por MEV ou DSC.

No espectro D da Figura 29 pode-se observar as bandas de absor¢ao das microesferas
de Glaten/PEG 95/05 com adicdo de 5% de diltiazem. Este espectro apresenta bandas

relacionadas ao gluten em 1632, 1536 ¢ em 1452 cm™'. Novamente, é possivel observar uma
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banda em 1690 cm™ relacionada ao diltiazem, comprovando a sua presenca nas microesferas.
A interacdo entre os componentes deste sistema pode ser comprovada principalmente pelo
deslocamento da freqiiéncia de absor¢éo da banda de amida I (1662 cm™ para microesferas de
gliten, 1648 cm™ para microesferas de Gluten/PEG 95/05 e 1632 cm™ para microesferas de
Gluten/PEG com diltiazem) e da banda relacionada ao estiramento C-O (1448, 1448 e 1453
cm”' para microesferas de gliten, Glaten/PEG e Gliten/PEG com diltiazem, respectivamente).
Outra evidéncia da interagdo entre gluten e diltiazem ¢ o deslocamento da banda de C=0 do

diltiazem, de 1735 cm™ para o diltiazem puro, para 1690 cm™ para a microesfera com PEG e

diltiazem.

A

B 3286 1662
s |c
X >~
< ~3492 1648
[
< D 1704 0
E 3418 1632
g 1690,
= E 3426 1632

~
3454
1735

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NUmero de onda (cm™)

Figura 29. Espectros de infravermelho de: (A) microesferas de glaten de trigo, (B) Gluten/PEG 95/053,
(C) microesferas com 5% de diltiazem, (D) microesferas de Gluten/PEG 95/05 com 5% de diltiazem, (E)

diltiazem puro.

4.4 Calorimetria Exploratoria Diferencial

A analise por DSC das microesferas preparadas permite determinar o estado fisico do
polimero e agentes ativos antes e apos a preparacdo das microesferas, bem como verificar

possiveis interagdes entre 0s componentes.
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Na Figura 30 sao apresentadas as curvas de DSC obtidas para o p6 de gluten de trigo
(antes de sua utilizacdo na formagdo de microesferas) e para as microesferas de gluten de
trigo. Observa-se que a temperatura de transicdo vitrea (T,) aumentou de 161°C, para o gliten
em po, para 166°C para as microesferas de gluten, sugerindo a ocorréncia de uma pequena
mudanga estrutural do sistema (pequeno aumento na rigidez). Além disso, observou-se uma
diminui¢do no valor da variag¢do de capacidade calorifica (AC,) para as microesferas de gluten
em comparagdo com o po de gliten. Admite-se em geral que a T, aumenta e o AC, diminui
quando ligagdes cruzadas se formam em um sistema, restringindo a mobilidade e aumentando
a rigidez das cadeias poliméricas [28]. Desta forma, pode-se concluir que as microesferas de
gltten, ap6s o tratamento térmico ocorrido durante a sua preparagao, sofreram um processo de

reticulacao.
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Figura 30. Curvas de DSC obtidas para: (A) glaten de trigo em po, anterior a formagao de microesferas, ¢

(B) microesferas de gliten de trigo.

A Figura 31 apresenta uma comparagdo entre as curvas de DSC das microesferas de
gliten com e sem adicdo de PEG ou de rodamina em sua composi¢do, além de apresentar a
curva de DSC para a rodamina pura. A rodamina apresenta um pico endotérmico bem
definido em 206°C, referente a temperatura de fusdo (T,,), mostrando portanto caracteristica
cristalina. Nenhuma das microesferas estudadas apresenta um pico caracteristico de fusao,
apenas eventos térmicos referentes a T,, indicado que o material estudado ¢ em grande parte

amorfo.
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Observou-se ainda que com a adigdo de 5% de PEG as microesferas, a T, diminuiu de
166°C para 156°C. Este resultado ja era esperado, tendo em vista que o poli(etileno glicol) ¢
uma molécula de baixa massa molar que atua como plastificante e, como tal, possui a
caracteristica de se colocar entre as cadeias poliméricas, reduzindo as intera¢des polimero-

polimero e facilitando, em conseqiiéncia, a mobilidade das cadeias.

As microesferas com 1,5% de rodamina e sem a adicdo de PEG também apresentaram
uma redug¢do na T, (para 158°C) em comparagdo com as microesferas de gluten de trigo puras.
Este resultado sugere que as moléculas de rodamina estdo localizadas entre as cadeias
poliméricas, aumentando a sua mobilidade e em conseqiiéncia reduzindo o valor de T, das
microesferas. Nao foi observado nenhum pico endotérmico relacionado a fusdo da rodamina,
provavelmente devido a pequena quantidade deste corante presente nas microesferas e
também devido ao fato da rodamina possivelmente estar dispersa molecularmente na matriz

de gliten, ndo se apresentando portanto em sua forma cristalina.

Para as microesferas preparadas com 5% de PEG e 1,5% de rodamina, observou-se
uma T, em 137°C, uma diminui¢do de 29°C quando comparado com as microesferas de gliten
puras. Esta diminui¢do na T, é provavelmente devido ao efeito combinado da adicdo de PEG
e rodamina, sendo que estas duas substincias, como ja discutido anteriormente, possuem a
propriedade de se localizar entre as cadeias poliméricas aumentando desta forma a mobilidade

do sistema.
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Figura 31. Curvas de DSC obtidas para: (A) microesferas de glaten de trigo, (B) microesferas Gluten/PEG 95/05, (C)
microesferas de gliten de trigo com 1,5% de rodamina, (D) microesferas de Gluten/PEG 95/05 com 1,5% de rodamina ¢ (E)

rodamina pura.
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Na Figura 32 sdo comparadas as microesferas de gliten com e sem adicao de PEG e
com e sem a presenga de diltiazem na formulagao, além de apresentar a curva de DSC obtida
para o diltiazem puro. Observa-se que o diltiazem possui uma caracteristica cristalina,
comprovada pelo pico endotérmico bem definido em 215°C, referente a temperatura de fusdo.
Novamente, as microesferas estudadas ndo apresentaram nenhum pico caracteristico de fusdo,

indicado que o material estudado ¢ em sua maioria amorfo.

As microesferas com 5% de diltiazem e sem a adi¢do de PEG apresentaram uma Tg
em 146°C, uma diminui¢do de 20°C quando comparadas com as microesferas de gliten de
trigo puras. Este resultado indica que o diltiazem apresenta um efeito plastificante nas
microesferas de gluten, colocando-se entre as cadeias e reduzindo as interagdes poliméricas.
Portanto, espera-se neste caso que, a exemplo do que aconteceu com a rodamina, o diltiazem
esteja disperso molecularmente na matriz de gliten. De fato, nenhum pico endotérmico

relacionado a fusdo do diltiazem foi observado.

As microesferas de Gluten/PEG 95/05 com 5% de diltiazem apresentaram uma T, em
127°C. Novamente sugere-se que esta diminui¢do na T, € resultado de uma combinagdo da
acdo do PEG como plastificante e do efeito plastificante do diltiazem, ambos se inserindo

entre as cadeias poliméricas e ocasionando o aumento da mobilidade do sistema.
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Figura 32. Curvas de DSC obtidas para: (A) microesferas de glaten de trigo, (B) microesferas Gluten/PEG 95/05, (C) microesferas
de glaten de trigo com 5% de diltiazem, (D) microesferas de Gluten/PEG 95/05 com 5% de diltiazem e (E) diltiazem puro.
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4.5 Eficiéncia de Encapsulacao

A eficiéncia de encapsulacdo das formulagdes testadas foi determinada conforme
descrito no item 3.2.4. As curvas de calibracdo para determinagdo tanto da eficiéncia de
encapsulacdo como da quantidade de substincia ativa liberada sdo mostradas nas Figuras 33
(rodamina) e 34 (cloridrato de diltiazem). Observa-se que ambas as curvas apresentaram um
valor de coeficiente de correlacdo satisfatorio, 0,9994 (rodamina) e 0,9983 (diltiazem),

indicando boa confiabilidade na utilizacao das mesmas.

A partir da curva de calibracdo calculou-se a eficiéncia de encapsulagdo. Para as
microesferas de glaten de trigo com rodamina encapsulada obteve-se uma EE de 23,59% +
1,94. Para as microesferas de Gluten/PEG 95/05, a eficiéncia de encapsulagdo foi de 34,21%
+ 4,08. Estes valores sdo relativamente baixos, porém estdo em concordancia com o0s
resultados encontrados na literatura para outros sistemas [43,60]. Berkland et al., por
exemplo, prepararam microesferas de poli(anidrido sebécico) e obtiveram uma eficiéncia de

encapsulacao de rodamina de 21 a 31%.

A baixa eficiéncia de encapsulacdo da rodamina em microesferas de gluten deve-se,
provavelmente, a solubilidade do corante em agua, que tende a migrar para a superficie da
microesfera juntamente com a 4gua durante o processo de emulsificacdo e evaporagdo da fase
interna. Sugere-se que esta migracao acontece com certa facilidade principalmente porque nao
ocorre uma interagdo efetiva entre a rodamina e o glaten, tendo-se a presenga apenas de um
processo de adsor¢cdo do corante na matriz polimérica. Para as microesferas com PEG a
eficiéncia de encapsulacdo foi maior provavelmente porque, como observado através de
MEV, estas particulas apresentaram maior porosidade, e portanto maior area superficial para
incorporar a rodamina. J& as microesferas sem PEG apresentaram a superficie e interior mais

compactos, dificultando desta forma a presenca de rodamina.
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Figura 33. Curva de calibragio de rodamina em NaOH 0,1M (R*=0,9994).

A eficiéncia de encapsulagdo de cloridrato de diltiazem em microesferas de gluten de
trigo foi de 72,82% + 1,85. Ja para as microesferas de Gluten/PEG 95/05, a EE encontrada foi
de 96,67% + 3,56. Os valores de EE obtidos para o diltiazem sdo muito maiores que o0s
obtidos para a encapsulacdo de rodamina, o que pode ser resultado da maior interacao
existente entre o diltiazem e a matriz de gluten de trigo quando comparado com a interagao
entre gliten e rodamina, conforme ja observado através das técnicas de DSC e FTIR. Devido
a esta interacdo existente o cloridrato de diltiazem, mesmo apresentando elevada solubilidade

em agua, se mantém na matriz de gliten durante a etapa de evaporacdo do solvente.

Novamente, observou-se que para as microesferas com PEG a eficiéncia de
encapsulacdo foi maior em comparagao com as microesferas sem a presen¢a de PEG. Este
resultado sugere que as particulas com a presenga de PEG apresentaram maior porosidade, e

portanto maior area superficial para incorporar o diltiazem.
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Figura 34. Curva de calibragdo de cloridrato de diltiazem em NaOH 0,1M (R*=0,9983).

4.6 Velocidade de Liberacao in vitro de Agentes Ativos

4.6.1 Liberacao in vitro de rodamina

As Figuras 35 e 36 apresentam os perfis de liberagao in vitro de rodamina a 25 e 37°C
para as microesferas de gluten de trigo e Gluten/PEG 95/05, respectivamente. Enquanto nas
figuras 35A e 36A ¢ mostrada a liberagdo praticamente total da rodamina, as figuras 35B e

36B representam a liberagdo de rodamina somente para as primeiras 12 horas de testes.

Para o sistema de microesferas de gliten de trigo, constatou-se que toda a rodamina
presente nas microesferas foi liberada apos 12 dias para o sistema testado a 25°C, e apos 10
dias para o sistema a 37°C. No ensaio realizado a 25°C, 50% da rodamina foi liberada em
aproximadamente 4 dias. Para o mesmo sistema a 37°C, este tempo reduziu para
aproximadamente 2 dias de liberagdo. Tipicamente ¢ observado, nesta comparagdo, um efeito
da temperatura na liberacdo da rodamina em microesferas de gluten. Este efeito ¢ mais
claramente observado na Figura 35B, e estd aparentemente relacionado ao fato de que a 37°C
a degradacdo das microesferas ¢ facilitada, liberando, em consequéncia, uma maior
quantidade inicial de rodamina. Por exemplo, apos 9 horas de liberagdo, o sistema a 25°C
apresentava 26% de rodamina liberada, enquanto o sistema a 37°C ja havia liberado

aproximadamente 40% de rodamina.
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Rodamina Liberada (%)

Nos perfis de liberagao dos graficos A e B da Figura 35 foram aplicadas correlagdes

exponenciais de primeira ordem (curvas

tracejadas) obtendo-se para o sistema

gliten/rodamina a 25°C e 37°C coeficientes de correlagdo de 0,97786 e 0,93695,
respectivamente, quando o tempo total de liberacdo foi levado em consideragdo. Para os
graficos representando apenas as 12 primeiras horas de liberagdo, os coeficientes de
correlagdo encontrados foram de 0,98361 e 0,97999, para as liberagcdes a 25 e 37°C,

respectivamente. Esta andlise sugere que, em geral, a 25°C a liberagdo de rodamina ocorre de

foma mais regular e homogénea.
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Figura 35. Perfil de liberagdo in vitro de rodamina em pH 7,4 a partir de microesferas de gliten de trigo a 25°C (m) e 37°C (O)
durante (A) 12 dias e (B) 12 horas

Na Figura 35 B também se observa que nas primeiras 2 horas houve uma rapida
liberagdo inicial de rodamina. Este comportamento de rapida liberagdo inicial ¢ conhecido
como “efeito burst” e esta associado a solubiliza¢ao rapida no meio de liberagdo dos cristais

de rodamina presentes na superficie das microesferas.

Na andlise dos perfis de liberacdo da rodamina nas microesferas de Gluten/PEG 95/05
(Figura 36), observa-se que a rodamina foi liberada mais rapidamente quando comparada com
o sistema sem a presenca de PEG. A 25°C, toda a rodamina encapsulada foi liberada em 8

dias, e a 37°C a liberagdo completou-se apds 7 dias. Essa liberacdo mais rapida era esperada,
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visto que o PEG aumentou a porosidade das microesferas facilitando, desta forma, a difusao
das moléculas de rodamina para fora das particulas. Além disso, segundo a literatura a
degradagdo das microesferas ¢ acelerada na presenga de PEG, o que resulta em maiores taxas
de liberacdao [71]. Portanto, observa-se que neste sistema existem dois fatores que afetam
tanto a forma dos perfis de liberacio como a velocidade de liberagdo da rodamina: a
temperatura ¢ a presenca de PEG. Comparando-se os perfis de liberacdo a 25°C das
microesferas de gliten de trigo com as microesferas de gluten com PEG durante as primeiras
9 horas de testes, observa-se que enquanto as microesferas sem PEG liberaram 26% de
rodamina, as microesferas preparadas com PEG apresentaram aproximadamente 40% de

rodamina liberada.

Outro aspecto importante a ser observado na Figura 36B ¢ a alta liberacdo inicial de
rodamina para o sistema a 37°C (efeito burst). Observa-se que em 15 minutos de testes ja
havia 55% de rodamina liberada, e ap6s 9 horas 68% de rodamina encapsulada havia sido
liberada. Este resultado ¢ provavelmente devido ao efeito combinado da presenga de PEG e
temperatura, ja que ndo foi observado perfil semelhante para as microesferas de gluten de
trigo a 37°C ou para as microesferas preparadas com poli(etileno glicol) a 25°C. O efeito burst
esta mais bem caracterizado para o sistema a 25°C, que apresenta uma rapida liberacdo inicial
durante as primeiras 2 horas. Ja o sistema a 37°C mostra uma liberagdo inicial relativamente

homogénea.

Novamente, nos perfis de liberagcdo dos graficos A e B da Figura 36 foram aplicadas
correlagdes exponenciais de primeira ordem. Para o sistema gluten/PEG/rodamina a 25°C e
37°C, foram obtidos coeficientes de correlagao de 0,9448 e 0,9454, respectivamente, para o
tempo total de liberagdo. Este resultado sugere que, para ambas as temperaturas testadas,
houve um mecanismo de liberacdo similar nestes sistemas. Para as primeiras 12 horas de
liberagdo, os coeficientes de correlacdo encontrados foram de 0,9478 e 0,9897, para as
liberacdes a 25 e 37°C, respectivamente. Esta andlise indica que, conforme pode ser
observado na Figura 36B, a 37°C a liberagado inicial de rodamina ocorre de foma mais regular

¢ homogeénea.
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Figura 36. Perfil de liberagdo in vitro de rodamina em pH 7,4 a partir de microesferas de Gluten/PEG 95/05 a: (m) 25°C e (o) 37°C,
durante (A) 9 dias e (B) 12 horas.

A Tabela II apresenta os valores de coeficiente de correlagdo (R?) obtidos para as
equacdes de Higuchi e lei das poténcias e expoentes de liberagdo (n) encontrados para as
microesferas de glaten de trigo e Gluten/PEG 95/05 com rodamina encapsulada em ambas as
temperaturas testadas. Nesta analise matematica as primeiras 2 horas de liberacao, relativas ao

efeito burst, foram desconsideradas.

De acordo com a equacdo de Higuchi, um processo de liberagdo ¢ controlado por
difusdo quanto mais proximo da unidade for o coeficiente de correlacdo. Os resultados
observados indicam que a microesfera de Gluten/PEG 95/05 a 25°C ¢ o sistema que mais se
aproxima deste ideal, porém ainda assim ndo se pode afirmar que seja controlado somente por
difusdo. Da mesma forma, para os demais sistemas em estudo os resultados sugerem que o

mecanismo de liberacdo da rodamina ndo ¢ controlado exclusivamente por difusao.

A lei das poténcias oferece uma indicacdo sobre qual mecanismo de liberagdo de
agentes ativos estd ocorrendo na matriz em estudo, € quanto mais proximo o valor de » estiver
da unidade, maior o nivel de confiabilidade. Os valores de coeficiente de correlagdao
encontrados para a lei das poténcias foram satisfatorios para todos os sistemas estudados,
garantindo um bom nivel de confianga. O expoente n ¢ menor que 0,43 para todos os casos,

sugerindo que o mecanismo de liberagdo de rodamina ocorreu principalmente através de um
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mecanismo que combina o intumescimento e a difusdo através de poros hidrofilicos,

concordando com os valores de R? determinados aplicando-se a equagio de Higuchi.

Tabela 1. Analise matematica realizada para as microesferas de gliten de trigo e microesferas de

Gluten/PEG 95/05 com rodamina encapsulada.

Higuchi Lei das Poténcias

Sistema R? n R?
Microesfera de gliten a 25°C. 0,96481 0,31506 0,96080
Microesfera de glaten a 37°C. 0,98777 0,20128 0,97230
Microesfera Gluten/PEG 95/05 a 25°C. 0,99195 0,21584 0,98924
Microesfera Gluten/PEG 95/05 a 37°C. 0,98884 0,10222 0,98056

4.6.2 Liberacao in vitro de cloridrato de diltiazem

Na Figura 37 observa-se os perfis de liberacdo a 37°C e pH 1,2 de microesferas de
glaten de trigo e microesferas de Gluten/PEG 95/05 com cloridrato de diltiazem encapsulado,
simulando-se o tempo de transito estomacal. Foram aplicadas correlagdes exponenciais de
primeira ordem nos dois graficos, obtendo-se os valores 0,9247 para o sistema sem PEG e
0,9074 para o sistema na presenca de poli(etileno glicol). Através destes valores de
coeficiente de correlacdo e da propria observacdo das curvas, nota-se que os perfis de
liberacao sdao bastante similares e homogéneos. Nos primeiros 15 minutos, a liberagao de
diltiazem foi de 24% e 31% para o sistema sem PEG e com PEG, respectivamente. Apds 2
horas, pouco diltiazem adicional havia sido liberado, e no total as microesferas de gluten de
trigo liberaram 30% de diltiazem, enquanto as microesferas de Gluten/PEG 95/05 liberaram
37%. Nota-se que o sistema preparado com a presenga de PEG apresentou uma maior
liberagcdo durante estas duas horas. Este efeito esta relacionado a maior porosidade conferida
as microesferas quando preparadas com PEG, desta forma facilitando a difusdo das moléculas
de diltiazem para fora das particulas. Além disso, sabe-se que plastificantes possuem a

propriedade de se colocarem entre as cadeias poliméricas facilitando a sua mobilidade,
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caracteristica esta que também auxilia na liberacdo mais répida de farmaco a partir do

dipositivo polimérico.
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Figura 37. Perfil de liberagdo in vitro de cloridrato de diltiazem a partir de microesferas de Gluten/PEG

95/05 (m) e microesferas de gluten de trigo (o0) a 37°C em pH 1,2.

Na Figura 38 estdo apresentados os perfis de liberacdo in vitro de cloridrato de
diltiazem a 37°C em pH 7,4 para as microesferas de gluten de trigo e Gluten/PEG 95/05. A
figura 38A representa a liberagdo de diltiazem completa e a figura 38B representa a liberagao

de diltiazem nas primeiras 12 horas de ensaio.

Para o sistema de microesferas de gluten de trigo, constatou-se que todo o diltiazem
presente nas microesferas foi liberado ap6s 10 dias, enquanto que para o sistema com a
presenga de PEG a liberagdo completa ocorreu em 8 dias. Considerando a eficiéncia de
encapsulacao destes sistemas, nota-se que o sistema com PEG libera mais diltiazem, ja que
possui mais fAirmaco encapsulado em sua matriz. Mas avaliando-se apenas a liberacdo relativa
destes dois sistemas, observa-se que, apds 3 dias, a liberagdo de diltiazem € praticamente
idéntica para ambos os sistemas. Por exemplo, 50% de diltiazem foi liberado em
aproximadamente 26 horas para o sistema sem a presenca de poli(etileno glicol), enquanto
esta mesma quantidade de farmaco foi liberada em 21 horas para o sistema com PEG. Apos o
terceiro dia, nenhuma diferenca no perfil e na velocidade de liberacdo pode ser observada
entre os sistemas, sugerindo que nesta etapa o principal fator que afeta estas variaveis ¢ a

temperatura, ¢ ndo o PEG. Observando-se a Figura 38B, nota-se uma diferenga no
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comportamento de liberacdo nas 12 horas iniciais para ambos os sistemas estudados. A
liberacdo das microesferas de Gluten/PEG 95/05 ¢ muito mais homogénea, enquanto a
microesfera de gluten de trigo apresenta um efeito burst bem caracterizado nas primeiras 2
horas de teste. Apds 9 horas, 31% e 44% de diltiazem foram liberados a partir das

microesferas de gluten e Gluten/PEG 95/05, respectivamente.

Foram aplicadas correlagdes exponenciais de primeira ordem nos perfis de liberacao
dos graficos A e B da Figura 38, sendo que para o tempo total de liberacdo os resultados
obtidos foram de 0,9897 e 0,9973 para os sistemas sem e com PEG, respectivamente. Para os
graficos representando apenas as 12 primeiras horas de liberagdo, os coeficientes de
correlagdo encontrados foram de 0,9635 e 0,9691, sugerindo que houve um mecanismo de

liberagdo similar nestes sistemas, conforme pode ser confirmado visualmente.
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Figura 38. Perfil de liberagdo in vitro de cloridrato de diltiazem a partir de microesferas de Gluten/PEG 95/05 (m) e microesferas de

gluten de trigo (o) a 37°C em pH 7,4 durante 10 dias (A) e durante 12 horas (B).

Na Tabela III estdo apresentados os valores de coeficiente de correlacio (R?) obtidos
para as equacdes de Higuchi e lei das poténcias e expoentes de liberagdo (n) encontrados para
as microesferas de gluten de trigo e Gluten/PEG 95/05 com diltiazem encapsulado para os
testes realizados em pH 7,4. Nesta analise matemadtica as primeiras 2 horas de liberagao,

relativas ao efeito burst, foram desconsideradas.
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Utilizando-se a equagdo de Higuchi, observa-se que os valores de coeficiente de
correlagdo ficaram maiores que 0,99, indicando que a difusdo apresenta um papel importante
na liberacdo de cloridrato de diltiazem a partir de microesferas de gliten de trigo e
microesferas de Gluten/PEG 95/05. Porém, existem outros fendmenos que também

influenciam a liberacao de diltiazem, conforme foi observado pela lei das poténcias.

Os valores de coeficiente de correlagdo encontrados para a lei das poténcias foram
bastante satisfatérios para os sistemas estudados. O expoente n ¢ menor que 0,43 para os
casos, o que indica que o mecanismo de liberacao de diltiazem ocorreu principalmente através

de um mecanismo que combina o intumescimento e a difusdo através de poros hidrofilicos.

Tabela I11. Analise matematica realizada para as microesferas de gluten de trigo e microesferas de

Gluten/PEG 95/05 com cloridrato de diltiazem encapsulado, em pH 7,4 a 37°C.

Higuchi Lei das Poténcias

Sistema R? n R?
Microesfera de glaten. 0,99275 0,28807 0,99303
Microesfera de Gluten/PEG 95/05. 0,99736 0,23525 0,99467

4.7 Degradacéo das Microesferas

Neste item, ¢ importante distinguir entre dois termos diferentes muito usados para
descrever o fenomeno de erosao polimérica, a degradacdo e a erosdo. A degradacdo refere-se
a reacdes de clivagem ou cisdo das cadeias ou ligacdes poliméricas (processo quimico),
enquanto a erosdo, de caracteristica mais geral, diz respeito a perda de material polimérico
através de varias etapas fisicas e quimicas, incluindo a degradagdo [52]. A andlise da
degradacao em diferentes condi¢des (meios acido e neutro e na presenca de enzima) torna-se
importante para a definicdo dos mecanismos de liberacdo in vitro de substancias ativas como

as estudadas neste trabalho.

Num contexto mais geral, uma matriz polimérica pode sofrer erosdo superficial
(heterogénea) ou em toda a sua massa (homogénea), como exemplificado na Figura 39. Na

erosdo heterogénea a degradacdo da microesfera tende a ser mais rapida do que a penetragdo
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de agua na matriz, ocorrendo a diminui¢do do didmetro a medida que a erosdo vai
acontecendo na superficie. Ja na erosdo homogénea, a penetracao de 4gua no sistema € mais
rapida que a degradacdo do material, ocorrendo primeiramente a hidratacdo da microesfera,
iniciando em seguida a clivagem das ligacdes poliméricas. Neste processo de degradagdo o

diametro da microesfera permanece praticamente constante [52].

Erosin Erosio
Heterogénea Homogénea

TEMPO Gran de
Degradacio

Figura 39. Representacdo dos processos de erosdo heterogéneo e homogéneo na matriz polimérica [52].

Na Figura 40 sdo mostradas as micrografias obtidas por MEV de microesferas de
glaten de trigo em meio 4cido e neutro ap6s 10 dias, nas temperaturas de 25 e 37°C.
Analisando primeiramente os resultados obtidos na degradagdo a 25°C, observa-se que a
microesfera em pH 7,4 apresenta uma maior porosidade quando comparado com a
microesfera em pH 1,2, indicando que a perda de massa ¢ maior em pHs mais proximos da
neutralidade. Porém, ndo foi observada nenhuma mudanga no tamanho da microesfera nem
em sua forma, sugerindo que ocorreu uma erosao do tipo homogénea. Um aspecto importante
a ser destacado ¢ que mesmo apds 10 dias as microesferas mantiveram-se praticamente
estaveis, sugerindo que a degradagdo nao ocorreu em grande extensao neste periodo de tempo,
ndo sendo, portanto, um fator de grande influéncia na liberacdo in vitro. No estudo de
degradacgdo realizado a 37°C ja é possivel observar uma alteragdo da caracteristica esférica
ap6s 10 dias quando as particulas encontram-se em meio neutro, sugerindo a ocorréncia de
um processo heterogéneo de degradagdo. Apesar disso, esta degradacdo ¢ bastante lenta,
apresentando mudangas no formato da esfera somente apds 9 dias de testes (micrografia nao
apresentada), o que indica novamente que a degradagcdo da particula ndo deve influenciar

significativamente o perfil de liberagdo in vitro deste sistema.

Em resumo, as particulas de gluten mantiveram-se estaveis em meio acido (pH 1,2),

ou seja, ndo sofreram nenhum processo de degradacdo significativo. J4 em um pH neutro
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(7,4), as microesferas de gluten se mostraram menos estaveis, apresentando um inicio de
degradacao da matriz polimérica. Este resultado pode ser explicado levando-se que conta que
o glaten possui uma grande quantidade de residuos de glutamina e acido glutdmico, portanto
quando o pH ¢ muito acido estes residuos deixam a estrutura da proteina carregada
positivamente. Esta carga positiva aumenta a insolubilidade da proteina, que apresenta
portanto cadeias mais enoveladas. J& em pHs afastados do ponto isoelétrico do glaten (pl ~
6,0), como em pH 7,4, h& um aumento da solubilidade das proteinas, devido a um
desdobramento parcial das cadeias enoveladas. Conforme o grau de desdobramento das
cadeias de aminoacidos aumenta (por meio do aumento do pH do meio ou da temperatura, por
exemplo), o ataque de fatores degradativos como a penetracdo de agua ¢ facilitada. Desta

forma, a degradacdo em pH 7,4 ¢ maior quando comparada ao pH 1,2.

© (D)

Figura 40. Micrografias das microesferas de gluten de trigo submetidas durante 10 dias as seguintes

condigdes: (A,C) 25°C; (B,D) 37°C; (A,B) pH=1,2 e (C,D) pH=7 4.
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Figura 41. Micrografias das microesferas de gluten/PEG 95/05 submetidas durante 10 dias as seguintes
condi¢des: (A,C) 25°C; (B,D) 37°C; (A,B) pH=1,2 ¢ (C,D) pH=74.

Na Figura 41 sao apresentadas as micrografias obtidas por MEV de microesferas de
Gluten/PEG 95/05 em contato com meio acido ¢ neutro durante 10 dias, a 25 e 37°C.
Comparando-se as microesferas a 25°C em pH 4cido e neutro, observa-se que em meio neutro
houve uma alteragdo da caracteristica esférica da particula. Observa-se também um aumento
na rugosidade, o que pode ser um indicio de erosdo superficial (heterogénea). O mesmo
aumento na rugosidade pode ser observado para o sistema a 37°C porém, mesmo ap6s 10 dias
de ensaios a 25 e a 37°C, as microesferas ndo perderam a estabilidade. Este resultado mostra
que a degradagdo ndo ocorreu em grande extensdo no periodo de teste (10 dias), sugerindo
que a liberagdo in vitro de substancias ativas incorporadas em microesferas de Glaten/PEG
95/05 nao deve ser influenciada pela degradagdo do sistema. Um outro aspecto a destacar ¢ a

presenca de PEG que poderia ser um agente acelerador da degradacdo das particulas, ja que
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como plastificante favorece a mobilidade das cadeias poliméricas e em consequéncia, diminui
as interagdes intramoleculares. No entanto, este efeito nao foi observado nas micrografias
abaixo, provavelmente devido ao processo de reticulagdo que diminuiu o carater hidrofilico

das microesferas.

) F————— 1om
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Figura 42. Micrografias das microesferas de gluten de trigo e glaten/PEG (95/05) submetidas durante 3 dias a
degradacdo por papaina (pH=6,5) nas seguintes temperaturas: (A,C) 25°C e (B,D) 37°C.

Na Figura 42 sao mostradas as micrografias das microesferas de gliten de trigo e
Gluten/PEG 95/05 em meio enzimatico ap6s 3 dias, a 25 e 37°C. Observa-se que a degradacgao
aumentou substancialmente quando a papaina foi adicionada. Em geral, pHs proximos da
neutralidade favorecem o ataque a sitios especificos pela papaina tanto na superficie quanto
no interior das microparticulas protéicas [23]. Outro efeito que pode ter contribuido para a
aceleracdo da degradagdo das particulas ¢ o pH do meio estar proximo do ponto isoelétrico do

gluten.
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Comparando-se as microesferas preparadas sem a presenca de PEG, observa-se que
houve um aumento na rugosidade para ambos os sistemas. As microesferas de gluten de trigo
a 37°C apresentam também uma mudanca na forma esférica, possivelmente devido a
ocorréncia de degradacdo heterogénea nestas particulas. Portanto, neste sistema pode ser

observado um efeito de maior degradagdo das microesferas com o aumento de temperatura.

No sistema com a presenca de PEG, observa-se que em 3 dias de ensaios as particulas
j& se apresentam completamente disformes e aglutinadas, tanto a 25 quanto a 37°C. Em
comparacdo com as microesferas sem adi¢do de PEG, percebe-se que a presenca de

plastificante acelerou o processo de degradagdo destas particulas.

67



5. CONCLUSOES
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Baseando-se nos resultados discutidos acima, pode-se concluir que através da técnica
de emulsificacdo/evaporagao de solvente foi possivel a obtencdo de particulas perfeitamente
esféricas para todas as formulacdes testadas, quando utilizado como fase interna uma solugao
agua/etanol e 6leo mineral como fase externa. Foram obtidos rendimentos préximos a 100%
para todas as microesferas. A técnica conduziu a obtengdo de particulas com superficies
relativamente lisas e didametro médio variando de 8,76 a 24,80 um. A porosidade das esferas
aumentou com a presenga de PEG e rodamina, e a presenga de cloridrato de diltiazem
apresentou pouca influéncia na porosidade das particulas. Para a formula¢do preparada com
10% de PEG observou-se elevada coalescéncia e aglutinagdo, e por este motivo a formulagao
com 5% de PEG foi selecionada para os estudos de encapulacdo de agentes ativos e liberagdao
in vitro. As microesferas com cloridrato de diltiazem encapsulado apresentaram maior

coalescéncia quando comparadas com as microesferas puras e microesferas com adigdo de

rodamina.

Nas analises de FTIR e DSC foi possivel comprovar interagdes entre as microesferas e
seus aditivos. Através da técnica de espectroscopia no infravermelho foi possivel concluir que
ocorreu uma mudanca estrutural das proteinas do gliten durante a etapa de formacdo das
microparticulas, através da observagdo de mudancas na banda de amida II e na banda de
estiramento da ligagdo —CHj;. Também foram observadas bandas caracteristicas do
poli(etileno glicol), comprovando que o PEG estd presente nas microesferas e interagindo
com a matriz polimérica. Além disso, foram observadas interacdes entre os agentes ativos
encapsulados e a matriz de gluten. Avaliando-se os resultados obtidos por DSC foi possivel
confirmar que as microesferas de gluten, apds o tratamento térmico ocorrido durante a sua
preparacdo, sofreram um processo de reticulagdo. A adigdo de 5% de PEG as microesferas
ocasionou uma diminui¢do da T, do sistema. Este resultado ja era esperado, tendo em vista
que o poli(etileno glicol) atua como plastificante. O mesmo efeito foi observado com a adi¢ao
de rodamina e diltiazem. As moléculas destes agentes ativos estdo localizadas entre as cadeias
poliméricas diminuindo a T, concluindo-se que estas se encontram dispersas molecularmente

na matriz de glaten.

A eficiéncia de encapsulagdo variou com a composi¢do das microesferas. Nas
microesferas com rodamina encapsulada, a EE foi de 23,59% e 34,21% para as microesferas
preparadas sem e com PEG, respectivamente. Ja para as microesferas com diltiazem, a EE
obtida foi de 72,82% e 96,67%, respectivamente. Os baixos valores de eficiéncia de

encapsulacdo encontrados para a rodamina sdo resultado da migracao de rodamina do interior
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das microesferas juntamente com a evaporacdo da dgua, ocorrida durante a etapa de
preparagao das microesferas. Ja os altos valores de EE obtidos para o diltiazem podem ser
explicados como sendo resultado da interacdo existente entre o diltiazem e a matriz de gliten

de trigo.

Os ensaios de liberagdo in vitro demonstraram que 100% da substancia rodamina foi
liberada em 12 dias e 10 dias para os sistemas a 25 e 37°C, respectivamente. Ja no sistema
com adi¢do de 5% de PEG, a liberagdo completa de rodamina se deu em 8 e 7 dias,
respectivamente. Para o cloridrato de diltiazem, a liberacdo total se deu em 10 dias para o
sistema sem PEG a 37°C, e em 8 dias para o sistema com PEG nesta mesma temperatura.
Todas as formulacdes testadas apresentaram efeito burst nas primeiras 2 horas de liberagao.
Os modelos de Higuchi e da lei das poténcias sugerem que a liberagdo de agentes ativos a
partir das microesferas preparadas nao ¢ controlada exclusivamente por difusdo, embora este
processo tenha um papel importante na liberagdo dos ativos encapsulados nestes sistemas.
Aparentemente, o0 mecanismo de liberacdo ¢ uma combinagao do intumescimento e da difusao
através de poros hidrofilicos. O ensaio de degradagdo das microesferas estd em concordancia
com este mecanismo de liberagdo, pois se observou que a degradacido ndo ocorreu em grande
extensao no periodo de teste (10 dias), sugerindo que a liberagdo in vitro de substancias ativas
incorporadas nas microesferas estudadas ndo deve ser influenciada significativamente pela

degradacgdo das microparticulas.

70



6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

71



1) FOLKMAN, J.; LONG, D. M. The use of silicone rubber as a carrier for prolonged drug
therapy. Journal of Surgical Research, v. 4, p. 139-142, 1964.

2) DESAL S. J.; SIMONELL, A. P.; HIGUCHI, W. L. Investigation of factors influencing
release of solid drugs dispersed in inert matrices. Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 54,
n.10, p. 1459-1464, 1965.

3) JALIL, R.; NIXON, J. R. Biodegradable poly(lactic acid) and poly(lactide-co-glycolide)
microcapsules: problems associated with preparative techniques and release properties.
Journal of Microencapsulation, v. 7, n. 3, p. 297-325, 1990.

4) OREFICE, R. L.; PEREIRA, M. M.; MANSUR, H. S. Biomateriais: fundamentos e
aplicagdes. Rio de Janeiro: Cultura Médica, 2006.

5) OISHI, M.; NAGASAKI, Y.; KATAOKA, K. Functional PEG for drug delivery. In:
KWON, G. S. (Ed.). Polymeric Drug Delivery Systems. Boca Raton: Taylor & Francis, 2005.
p. 93-123.

6) JEREZ, A. et al. Rheology and processing of gluten based bioplastics. Biochemical
Engineering Journal, v. 26, n. 2-3, p. 131-138, 2005.

7) LIU, X. et al. Microspheres of corn protein, zein, for an ivermectin drug delivery system.
Biomaterials, v. 26, p. 109-115, 2005.

8) BATYCKY, R. P. et al. A theoretical model of erosion and macromolecular drug release
from biodegrading microspheres. Journal Pharmaceutical Sciences, v. 86, n. 2, p. 1464-1477,
1997.

9) LINHARD, R. Biodegradable polymers for controlled release of drugs In: ROSOFF, M.
Controlled release of Drugs: Polymers and aggregate systems. New York: VCH Publisher,
1988. p.53-85.

10) WATTS, P. J; DAVIES, M. C.; MELIA, C. D. Microencapsulation using
emulsification/solvent evaporation: an overview of techniques and applications. Critical
Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, v. 7,n. 3, p. 235-259, 1990.

11) IVANOVA, E.; TEUNOU, E.; PONCELET, D. Encapsulation of water sensitive
products: effectiveness and assessment of fluid bed dry coating. Journal of Food Engineering,
v. 71, p. 223-230, 2005.

12) CHAMPAGNE, C. P.; FUSTIER, P. Microencapsulation for the improved delivery of
bioactive compounds into foods. Current Opinion in Biotechnology, v. 18, p. 1-7, 2007.

13) TURCHIULI, C. et al. Oil encapsulation by spray drying and fluidised bed
agglomeration. Innovative Food Science & Emerging Technologies, v. 6, p. 29-35, 2005.

14) TOMASZEWSKA, M.; JAROSIEWICZ, A.; KARAKULSKI, K. Physical and chemical

characteristics of polymer coatings in CRF formulation. Desalination, v. 146, p. 319-323,
2002.

72



15) SHAVIT, U. et al. Release characteristics of a new controlled release fertilizer. Journal of
Controlled Release, v. 43, p. 131-138, 1997.

16) TZIKA, M.; ALEXANDRIDOU, S.; KIPARISSIDES, C. Evaluation of the
morphological and release characteristics of coated fertilizer granules produced in a Wurster
fluidized bed. Powder Technology, v. 132, p. 16-24, 2003.

17) KIM, D. —G. et al. Retinol-encapsulated low molecular water-soluble chitosan
nanoparticles. International Journal of Pharmaceutics, v. 319, p. 130-138, 2006.

18) LEE, M. —H. et al. Preparation of silica particles encapsulating retinol using o/w/o
multiple emulsions. Journal of Colloid and Interface Science, v. 240, p. 83-89, 2001.

19) CALLISTER, W. D. Ciéncia e Engenharia de Materiais: uma introdugdo. 5* Edi¢ao. Rio
de Janeiro: LTC, 2002.

20) ROSA, D. S.; PANTANO FILHO, R. Biodegradag@o: um ensaio com polimeros. Itatiba:
Moara, 2003.

21) RAGHAVAN, D. Characterization of biodegradable plastics. Polymer — Plastics
Technology and Engineering, v. 34, n. 1, p. 41-63, 1995.

22) CHAMPE, P. C.; HARVEY, R. A. Bioquimica Ilustrada. 2* Edi¢dao. Porto Alegre:
ARTMED, 1996.

23) DOMENEK, 8. et al. Swelling behavior and structural characteristics of wheat gluten
polypeptide films. Biomacromolecules, v. 5, p. 1002-1008, 2004.

24) WEEGELS, P. L. et al. Effects on gluten of heating at different moisture contents. II.
Changes in funtional properties. Journal of Cereal Science, v. 19, p. 39-47, 1994,

25) MEJRI, M. et al. Effects of some additives on wheat gluten solubility: a structural
approach. Food Chemistry, v. 92, p. 7-15, 2005.

26) GONTARD, N.; GUILBERT, S.; CUQ, J. L. Water and glycerol as plasticizers affect
mechanical and water vapor barrier properties of an edible wheat film. Journal of Food
Science, v.58, p.206-211, 1993.

27) MANGATA, J. L. et al. New plasticizers for wheat gluten films. European Polymer
Journal, v.37, p.1533-1541, 2001.

28) MICARD, V. et al. Thermal properties of raw and processed wheat gluten in relation with
protein aggregation. Polymer, v. 42, p. 477-485, 2001.

29) PALMU, P. S. T. Preparacdo, propriedades e aplicacdo de biofilmes comestiveis a base de
gluten de trigo. Tese (Doutorado em Alimentos e Nutri¢ao) — Faculdade de Engenharia de

Alimentos, Universidade Estadual de Campinas, Campinas, 2003. 244 p.

30) BOBBIO, P. A.; BOBBIO, F. O. Quimica do Processamento de Alimentos. 2* Edigao.
Sao Paulo: Varela, 1992.

73



31) WIESER, H. Chemistry of gluten proteins. Food Microbiology, v. 24, p. 115-119, 2007.

32) ALIL Y.; GHORPADE, V. M.; HANNA, M. A. Properties of thermally-treated wheat
gluten films. Industrial Crops and Products: an International Journal, v. 6, n. 2, p. 177-184,
1997.

33) SHEWRY, P. R. et al. Wheat glutenin subunits and dough elasticity: findings of the
EUROWHEAT project. Trends in Food Science & Technology, v. 11, p. 433-441, 2001.

34) SHEWRY, P. R.; HALFORD, N. G.; TATHAM, A. S. The high molecular weight
subunits od wheat glutenin. Joural of Cereal Science, v. 15, p. 105-120, 1992.

35) SHEWRY, P. R; TATHAM, A. S. Disulphide bonds in wheat gluten proteins. Journal of
Cereal Science, v. 25, p. 207-227, 1997.

36) FREIBERG, S.; ZHU, X. X. Polymer microspheres for controlled drug release.
International Journal of Pharmaceutics, v. 282, p. 1-18, 2004.

37) EVANGELISTA, R. C. Tecnologia farmacéutica para produgdao de medicamentos de
liberagdo controlada. Encontro Técnico Cientifico para as Industrias Farmacéuticas e
Cosmeéticas. Racine Qualificacdo e Acessoria, p. 01-80. Sao Paulo, 1998.

38) MEIER, M. M., KANIS, L. A., SOLDI, V. Characterization and drug-permeation profiles
of microporous and dense cellulose acetate membranes: influence of plasticizer and pore
forming agent. International Journal of Pharmaceutics, v. 278, p. 99-110, 2004.

39) KANIS, L. A. et al. Poly(ethylene-co-methyl acrylate) membranes as rate-controlling
barriers for drug delivery systems: characterization, mechanical properties and permeability.
European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, v. 60, n. 3, p. 383-390, 2005.

40) HOKUGO, A.; TAKAMOTO, T.; TABATA, Y. Preparation of hybrid scaffold from
fibrin and biodegradable polymer fiber. Biomaterials, v. 27, p. 61-67, 2006.

41) LEACH, J. B.; SCHIMIDT, C. E. Characterization of protein release from
photocrosslinkable hyaluronic acid-polyethylene glycol hydrogel tissue engineering scaffolds.
Biomaterials, v. 26, p. 125-135, 2005.

42) VULCANI, V. A. S. Matrizes de coldgeno para liberagdo controlada de progesterona.
Dissertacdo de Mestrado. Universidade de Sao Paulo. Instituto de Quimica de Sao Carlos,
2004.

43) BERKLAND, C. et al. Microsphere size, precipitation kinetics and drug distribution
control drug release from biodegradable polyanhydrine microspheres. Journal of Controlled
Release, v. 94, p. 129-141, 2004.

44) LIU, W. H. et al. Preparation and in vitro and in vivo release studies of Huperzine A
loaded microspheres for the treatment of Alzheimer’s disease. Journal of Controlled Release,
v. 107, p. 417-427, 2005.

74



45) CHEN, L.; SUBIRADE, M. Alginate-whey protein granular microspheres as oral delivery
vehicles for bioactive compounds. Biomaterials, v. 27, p. 4646-4654, 2006.

46) FREITAS, S.; MERKLE, H. P.; GANDER, B. Microencapsulation by solvent
extraction/evaporation: reviewing the state of the art of microsphere preparation process
technology. Journal of Controlled Release, v. 102, p. 313-332, 2005.

47) VENTURA, C. A. et al. Chitosan microspheres for intrapulmonary administration of
moxifloxacin: interaction with biomembrane models and in vitro permeation studies.
European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics. No prelo.

48) GAVINI, E. et al. Spray-dried microspheres based on methylpyrrolidinone chitosan as
new carrier for nasal administration of metoclopramide. European Journal of Pharmaceutics
and Biopharmaceutics. No prelo.

49) YU, J. -Y.; LEE, W. —C. Microencapsulation of pyrrolnitrin from Pseudomonas cepacia
using gluten and casein. Journal of Fermentation and Bioengineering, v. 84, n. 5, p. 444-448,
1997.

50) YANG, Y. -Y. et al. Effect of preparation conditions on morphology and release profiles
of biodegradable polymeric microspheres containing protein fabricated by double-emulsion
method. Chemical Engineering Science, v. 55, p. 2223-2236, 2000.

51) PARK, E. J.; NA, D. H.; LEE, K. C. In vitro release study of mono-PEGylated growth
hormone-releasing peptide-6 from PLGA microspheres. [International Journal of
Pharmaceutics, v. 343, p. 281-283, 2007.

52) ARIFIN, D. Y.; LEE, L. Y.; WANG, C. —H. Mathematical modeling and simulation of
drug release from microspheres: implications to drug delivery systems. Advanced Drug
Delivery Reviews, v. 58, p. 1274-1325, 2006.

53) WANG, F. J. et al. Cellulose acetate membranes for transdermal delivery of scopolamine
base. Materials Science and Engineering, v. 20, n. 1-2, p. 93-100, 2002.

54) HIGUCHI, T. Rate of release of medicaments from ointment bases containing drugs in
suspensions. Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 50, p. 874-875, 1961.

55) SIEPMANN, J.; PEPPAS, N. A. Modeling of drug release from delivery systems based
on hydroxypropyl methylcellulose (HPMC). Advanced Drug Delivery Reviews, v. 48, p. 139-
157,2001.

56) WASHINGTON, C. Drug release from microparticulate systems. In: BENITA, S. (Ed.).
Microencapsulation methods and industrial applications. New York: Marcel Dekker. 1996. p.
155-181.

57) PEPPAS, N. A. Analysis of fickian and non-fickian drug release from polymers.
Pharmaceutica Acta Helvetiae, v.60, p. 110-111, 1985.

75



58) LLABOT, J.M; MANZO, R.H.; ALLEMANDI, D.A. Drug release from carbomer:
carbomer sodium salt matrices with potential use as mucoadhesive drug delivery system.
International Journal of Pharmaceutics, v. 276, p. 59-66, 2004.

59) BERKLAND, C.; KIM, K.; PACK, D. W. Fabrication of PLG microspheres with
precisely controlled and monodisperse size distributions. Journal of Controlled Release, v.
73, p. 59-74, 2001.

60) BIBBY, D. C.; DAVIES, N. M.; TUCKER, I. G. Poly(acrylic acid) microspheres
containing B-ciclodextrin: loading and in vitro release of two dyes. International Journal of
Pharmaceutics, v. 187, p. 243-250, 1999.

61) BAYOMI, M. A. et al. Preparation of casein-chitosan microspheres containing diltiazem
hydrocloride by an aqueous coacervation technique. Pharmaceutica Acta Helvetiae, v. 73, p.
187-192, 1998.

62) FOLLONIER, N.; DOELKER, E.; COLE, E. T. Various ways of modulating the release
of diltiazem hydrocloride from hot-melt extruded sustained release pellets prepared using
polymeric materials. Journal of Controlled Release, v. 36, p. 243-250, 1995.

63) SIEPMANN, J.; LECOMTE, F.; BODMEIER, R. Diffusion-controlled drug delivery
systems: calculation of the required composition to achieve desired release profiles. Journal
of Controlled Release, v. 60, p. 379-389, 1999.

64) JOSUE, A. et al. Liberagdo controlada da ecosina impregnada em microesferas de
copolimero de quitosana e poli(acido acrilico). Polimeros: Ciéncia e Tecnologia, v. 10, n. 3,
p. 116-121, 2000.

65) NA, K; BAE, Y. H. pH-Sensitive polymers for drug delivery. In: KWON, G. S. (Ed.).
Polymeric Drug Delivery Systems. Boca Raton: Taylor & Francis, 2005. p. 129-180.

66) WANG, J. -S. et al. Antioxidant properties of papain hydrolysates of wheat gluten in
different oxidation systems. Food Chemistry, v. 101, p. 1658-1663, 2007.

67) RADWAN, M. A.; PRICE, J. C.; TACKETT, R. L. In vitro release of disopyramide from
cellulose acetate butyrate microspheres. Drug Development and Industrial Pharmacy, v. 12,
n. 21, p. 1453-1462, 1995.

68) ZANETTI, B. G.; SOLDI, V.; SENNA, E. L.; Efeito da adi¢cdo de polietilenoglicdis nas
formulagdes de microesferas de acetobutirato de celulose sobre a eficiéncia de encapsulagao

da carbamazepina e morfologia das particulas. Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas,
v. 38, n. 2, p. 229-236, 2002.

69) TATTINI Jr, V.; PARRA, D. F.; PITOMBO, R. N. M. Influéncia da taxa de
congelamento no comportamento fisico-quimico e estrutural durante a liofilizacdo da
albumina bovina. Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas, v.42,n. 1, p. 127-136, 2006.
70) BELTON, P. S. New approaches to study the molecular basis of the mechanical properties
of gluten. Journal of Cereal Science, v. 41, p. 203-211, 2005.

76



71) Ramos, B. G. Z. Avalia¢ao do potencial de utilizagdo de um poliuretano obtido a partir de
um poliol de origem natural como material polimérico para a micro e nanoencapsulagdo de
farmacos. Tese (Doutorado em Quimica) — Departamento de Quimica, Universidade Federal
de Santa Catarina, 2006.

77



	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE TABELAS
	LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS
	RESUMO
	ABSTRACT
	1. INTRODUÇÃO E OBJETIVOS
	1.1 Introdução
	1.2 Objetivo Geral
	1.3 Objetivos Específicos

	2. REVISÃO DA LITERATURA
	2.1 Polímeros e Proteínas
	2.2 Glúten de Trigo
	2.3 Sistemas de Liberação Controlada (SLC)
	2.4 Microencapsulação de Agentes Ativos
	2.5 Análise do Mecanismo de Liberação
	2.6 Substâncias Modelo Utilizadas

	3. MATERIAIS E MÉTODOS
	3.1 Materiais
	3.1.1 Poli(etileno glicol) (PEG)
	3.1.2 Tween 80
	3.1.3 Span 80
	3.1.4 Rodamina B
	3.1.5 Cloridrato de Diltiazem

	3.2 Metodologia
	3.2.1 Preparação das microesferas
	3.2.2 Morfologia das Microesferas
	3.2.3 Diâmetro Médio das Microesferas
	3.2.4 Espectroscopia no Infravermelho (FTIR)
	3.2.5 Calorimetria Exploratória Diferencial (DSC)
	3.2.6 Eficiência de Encapsulação (EE)
	3.2.7 Velocidade de Liberação in vitro de Agentes Ativos
	3.2.8 Degradação in vitro das Microesferas


	4. RESULTADOS E DISCUSSÃO
	4.1 Morfologia das Microesferas
	4.2 Diâmetro Médio das Microesferas
	4.3 Espectroscopia no Infravermelho
	4.4 Calorimetria Exploratória Diferencial
	4.5 Eficiência de Encapsulação
	4.6 Velocidade de Liberação in vitro de Agentes Ativos
	4.6.1 Liberação in vitro de rodamina
	4.6.2 Liberação in vitro de cloridrato de diltiazem

	4.7 Degradação das Microesferas

	5. CONCLUSÕES
	6. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS

