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RESUMO

Microparticulas de  poli(3-hidroxibutirato) (PHB)
contendo cetoprofeno (CET) como farmaco modelo foram
preparadas através da técnica de emulsdo-evaporacdo do solvente
O/A. Com o intuito de atribuir uma barreira adicional a liberacéo
do cetoprofeno, microparticulas de CET/PHB foram revestidas
por um filme de quitosana através da técnica spray drying. A
quitosana € um dos biopolimeros mais utilizados para aplicagdes
farmacéuticas e biomedicinais, porém, como é um polimero
hidrofilico, h4 necessidade de uma reticulagdo visando modificar
determinadas propriedades do biopolimero, tais como,
estabilidade quimica e térmica, rigidez estrutural, permeabilidade
e capacidade de modular a liberacdo de agentes ativos. O filme
de quitosana foi reticulado com glutaraldeido ou genipin. A
morfologia das microparticulas foi avaliada, bem como sua
eficiéncia de encapsulagdo. As micrografias de MEV mostraram
particulas esféricas com tamanhos entre 10 a 20 um. A eficiéncia
de encapsulagdo foi da mesma ordem de grandeza para todas as
formulacdes de microparticulas estudadas. O perfil de liberagdo
do farmaco foi obtido em condi¢des tamponadas de uma solucao
de fosfato pH 7,4 utilizando espectrometria UV-Vis. A
influéncia das concentracfes de quitosana e do agente reticulante
(glutaraldeido e genipin) na quantidade de cetoprofeno liberado
apo6s 1 h e sobre o prolongamento de liberagdo em 72 h, foi
avaliada através de andlises estatisticas, indicando que ambas as
variaveis influenciaram as respostas. A liberagdo do cetoprofeno
a partir de microparticulas compostas recobertas com quitosana
reticulada foi lenta e sustentavel, sendo um transportador
polimérico muito promissor para a libertacdo de farmacos. Para
elucidar o mecanismo de liberagdo, os sistemas foram tratados
com base no modelo de Higuchi e na Lei das Poténcias, sendo os
perfis descritos por uma equacdo biexponencial. A partir do
ajuste dos dados de liberagdo a equacdo de Baker-Lonsdale,
determinou-se que o mecanismo de liberagdo é controlado,
sobretudo por difusdo pelas matrizes poliméricas.

Palavras-chave: Quitosana, Spray Drying, Sistema de liberacdo
Controlada, Microparticulas.






ABSTRACT

Microparticles of poly(3-hydroxybutyrate) (PHB)
containing ketoprofen (KET) as a model drug were prepared
using the technique of emulsion-evaporation solvent (O/W). In
order to assign an additional barrier to the release of the
ketoprofen and decrease the burst effect, microparticles of
KET/PHB were coated with a film of chitosan by spray drying
technique. Chitosan is one of the most biopolymers commonly
used for pharmaceutical and biomedical applications, however,
as it is a hydrophilic polymer, there is a need for crosslinking in
order to modify certain properties of the biopolymer, such as
chemical and thermal stability, structural strength, permeability
and the ability to modulate the release of active agents. The film
surface was modified by two chitosan crosslinking agents,
glutaraldehyde and genipin. The morphology of the
microparticles was evaluated as well as their encapsulation
efficiency. The SEM micrographs showed spherical particles
with sizes between 10 and 20 um. The encapsulation efficiency
was, approximately, the same order for all microparticles with
different formulations of chitosan. The profile release of the drug
was obtained at a buffered phosphate solution pH 7.4 using UV-
Vis spectrometry. The influence of chitosan concentration and
and crosslinker agents (glutaraldehyde or genipin) on the amount
of ketoprofen released after 1 h and on the extended-release after
72 h was evaluated by statistical analyzes, indicating that both
variables influenced the responses. The release of ketoprofen
from composite microparticles coated with crosslinked chitosan
was slow and sustainable, being a polymeric carrier to a very
promising drug delivery. To elucidate the mechanism of release,
the systems were treated with the model of Higuchi and power
law, these profiles were described by biexponential equation.
From the adjustment of the data release to the equation of Baker-
Lonsdale, we determined that the release mechanism is
controlled primarily by diffusion through polymeric matrices.

Keywords: Chitosan, Spray Drying, Controlled Release Systems,
Microparticles.
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1 INTRODUCAO

A tecnologia de liberagdo controlada de farmacos representa um
campo emergente nas indUstrias e pesquisas cientificas a qual envolve
diferentes aspectos multidisciplinares. Os sistemas de liberacéo,
frequentemente descritos como drug delivery systems, oferecem
inimeros beneficios quando comparados a outros de dosagem
convencional.

De fato, a encapsulacdo e liberacdo controlada de farmacos
fornecem numerosas vantagens tal como a diminuicdo do nimero de
administragdes diarias do medicamento, a reducéo dos efeitos adversos
locais ou sistémicos, a reducdo da toxicidade de drogas, assim como a
possibilidade de empregar menores quantidades de farmaco (RANADE
2004) diminuindo também a liberagdo de grande quantidade de
substancia ativa nos primeiros minutos ap6s o contato aquoso, chamado
de efeito burst release (BAZZO, LEMOS-SENNA e PIRES 2009). Tais
vantagens na encapsulacdo de farmacos justificam o desenvolvimento de
novas estratégias na preparacdo de microparticulas e pesquisas
envolvendo novos materiais e modificagdes das propriedades fisico-
quimicas de polimeros.

Uma variedade de materiais pode ser utilizada no preparo de
microparticulas, sendo que a utilizagdo de polimeros para esta aplicacdo
tem sido bastante promissora. Porém para a aplicacdo em sistemas de
liberacdo controlada, os polimeros devem ter duas caracteristicas
fundamentais: biodegradabilidade (entende-se por biodegradacdo o
processo natural pelo quais compostos organicos sdo convertidos a
moléculas mais simples no ambiente bioldgico) e biocompatibilidade
(aceitabilidade mutua entre o polimero e o ambiente fisiologico)
(OISHI, NAGASAKI e KATAOKA 2005).

Entre os principais polimeros que possuem as caracteristicas de
biocompatibilidade e biodegradabilidade estdo o poli(3-hidroxibutirato)
(PHB) e a quitosana (B(1—4)2-amino-2-dioxi-D-glucose).

O PHB vem sendo amplamente produzido no Brasil utilizando
matérias-primas de baixo custo como o aglcar da cana, tornando-se uma
alternativa interessante e de custo acessivel para utilizacdo em sistemas
de liberacéo de farmacos.

J& a quitosana também tem sido bastante empregada em sistemas
de liberagdo de farmaco, apresentando as mesmas caracteristicas de
biocompatibilidade e biodegradabilidade que o PHB, além de producdo
de baixo custo, pois é comumente encontrado em carapagas de
crustaceos e feito por um processo de desacetilacdo da quitina.
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Entre as estratégias que podem ser utilizadas para o
desenvolvimento de sistema de liberacdo controlada tem-se a elaboracao
de sistemas mais complexos, como microparticulas compostas,
formadas por diversas microesferas inseridas em uma matriz polimérica
ou por uma Unica microesfera recoberta por uma camada de polimero.
Esses sistemas de liberacdo apresentam uma barreira adicional a difuséo
do farmaco, possibilitando a reducdo do efeito burst e o prolongamento
da sua liberacdo (POLLAUF, KIM e PACK 2005).

InGmeros sdo o0s métodos de microencapsulacdo para a
preparacdo de microparticulas compostas, tais como: Coacervacao,
dupla emulsdo, spray drying, entre outros. Entretanto, 0 método a ser
escolhido ndo deve afetar a estabilidade e atividade bioldgica do
farmaco, ter uma boa eficiéncia de encapsulacdo e apresentar
escoamento livre. Os métodos de dupla emulsdo e coacervacdo
propiciam a formacdo de aglomerados, requerem mais de uma etapa
podendo permanecer residuos de solventes nas microparticulas. Por
outro lado, o processo de spray drying é rapido, de facil operacdo e
ampliacdo de escala, de condicbes moderadas e apresenta menor
dependéncia da solubilidade do farmaco e do polimero (HE, DAVIS e
ILLUM 1999).

A preparacdo de microparticulas compostas recobertas com
quitosana é uma forma para controlar e melhorar as propriedades
requeridas. Uma outra forma de aperfeicoar essas propriedades é o uso
de substancias chamadas agentes reticuladores. Estes reticuladores irdo
reagir com a quitosana formando redes com maior estabilidade para o
material. No entanto, a maiorias desses reagentes tém efeitos
citotdxicos.

Pesquisas para a substituicdo de agentes reticulantes toxicos
comumente empregados e utilizacdo de reticulantes biocompativeis séo
cada vez mais abrangentes. genipin, que é encontrada na tradicional
medicina chinesa e faz parte de inimeros trabalhos cientificos na area de
salde, é extraido da fruta da Gardénia. O genipin é comumente usado
para reagir com amino acidos. Este reagente natural, dado a sua baixa
citotoxicidade, é uma substancia que pode ser usada para preparacdo de
filmes e matrizes para o desenvolvimento de microparticulas para
sistemas de liberacdo de farmacos (SUNG, et al. 2000).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral foi preparar microparticulas compostas de PHB
com o farmaco cetoprofeno, recobertas com uma camada de quitosana
reticulada, com aplicacdo como sistema de liberagdo controlada do
cetoprofeno.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar microesferas de PHB com cetoprofeno como farmaco
modelo, através da técnica de emulsdo e evaporacdo do
solvente;

e Obter microparticulas compostas de cetoprofeno/PHB
recobertas com filmes de quitosana utilizando a técnica de
spray drying;

e Determinar a eficiéncia da encapsulacdo do cetoprofeno no
interior das microparticulas;

e Reticular os filmes de quitosana sobre as microparticulas
compostas de PHB/farmaco com dois diferentes agentes
reticulantes: genipin ou glutaraldeido ;

e Caracterizar a morfologia das microparticulas através de
microscopia eletronica de varredura;

e Avaliar o perfil de liberacdo do cetoprofeno a partir das
microparticulas;

e Relacionar o efeito da concentragdo da solucdo de quitosana
coma espessura da camada de quitosana nas microparticulas, o
efeito burst e a liberagdo do fa&rmaco em func¢éo do tempo;

e Auvaliar o efeito do tipo de reticulantes sobre o efeito burst e o
prolongamento da liberacéo do cetoprofeno.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 SISTEMA DE LIBERAGCAO CONTROLADA

Sistemas de Liberacdo Controlada (SLC) podem ser definidos
como aqueles sistemas nos quais o agente ativo (AA) é liberado de
forma continua e prolongada. O perfil de liberacdo 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 liberagdo sdo mais
complexos, apresentando primeiramente um efeito burst inicial, que
consiste na liberacdo de grande quantidade da substancia ativa nos
primeiros minutos, e depois a liberacdo atinge um estagio de liberacdo
mais constante.

Os fatores que afetam a velocidade de liberagdo 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 (ANDREANI, et al. 2009) . Mas a liberacdo de agentes ativos,
além de ser influenciada pela degradacdo, também é controlada pela
difusdo, ja& que a substancia pode migrar através dos poros formados
durante a etapa de preparacdo das microparticulas. Outros fatores que
afetam o perfil de liberacdo sdo a massa molar polimérica, distribuicao
do AA e cristalinidade da matriz polimérica (FREIBERG e ZHU 2004).

Em geral, um SLC é 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, entre outros fatores, com as caracteristicas fisico-quimicas
do polimero (EVANGELISTA, 1998).

Nas formas de administracdo convencionais (spray, injecdo e
comprimidos/capsulas) a concentracdo da droga na corrente sanguinea
apresenta um aumento, atingindo um pico maximo e entdo declina. Isto
acontece quando o AA entra em contato com os fluidos biolégicos, cuja
composicdo depende da regido de absorcdo do farmaco. Desde que cada
droga possua uma faixa de agéo terapéutica acima da qual ela é toxica e
abaixo da qual ela é ineficaz, os niveis plasmaticos sdo dependentes das
dosagens administradas. Este fato é problematico se a dose efetiva
estiver proxima a dose tdxica (MEGEED, et al., 2002).
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O objetivo de sistemas de liberagdo controlada € manter a
concentracdo do farmaco entre estes dois niveis por um tempo
prolongado, utilizando-se de uma Unica dosagem (MEGEED, et al.,
2002). A diferenca de concentracdo plasmatica efetiva em funcdo do
tempo, entre sistemas convencionais e de liberacdo controlada, pode ser
observada na Figura 1.
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de Toxidade
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RYAY,

dose dose dose dos
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Faixa Terapéutica

Concentragao Minima de
Efetividade

S S ~—

| terapéuticos
3 dias

Concetragio plasmatica

Tempo (doses administradas)

Figura 1 - Perfis de liberacdo de farmaco em funcédo do tempo: forma
convencional e controlada.

Aplicacdes de liberacdo de farmacos utilizando microparticulas
poliméricas estdo se tornando um importante meio na encapsulacéo de
agentes terapéuticos ja que estas oferecem uma administragdo facil e ndo
invasiva, além de formar com estas microparticulas uma camada que
pode proteger e sustentar sua liberagdo por periodos que vao de horas
até anos (EVANGELISTA 1998). Liu e colaboradores prepararam
microparticulas de poli(acido lactico-co-glicélico) (PGLA) e
encapsularam o farmaco Huperzine A, utilizado no tratamento de
pacientes com a doenca de Alzheimer. Nos testes in vivo, estas
microparticulas demonstraram a capacidade de liberar o farmaco
encapsulado durante duas semanas, mantendo a concentracdo plasmatica
de Huperzine A praticamente constante (LIU 2005).
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3.2 LIBERACAO DE FARMACOS

Métodos de modelagem matematica avaliam a aproximagdo de
pontos experimentais a um modelo descrito pela comparacédo estatistica
de parametros de sistemas microparticulados. Os modelos no estudo da
liberacdo de farmacos a partir desses sistemas estdo bem estabelecidos,
particularmente em vista das investigacOes extensivas sobre sistemas
macroscopicos, cujos principios podem ser também aplicados para
microparticulas (WASHINGTON 1990). Idealmente, o farmaco pode
encontrar-se completamente dissolvido no polimero ou disperso como
particulas sélidas discretas na matriz. O conhecimento do estado fisico
do farmaco é fundamental, pois a cinética de liberacdo de cada caso é
diferente.

A expressdo matematica para a liberagdo de farmacos dissolvidos
em matrizes poliméricas esféricas pode ser descrita pela Lei de Fick.
Diversos parametros influenciam na difusdo de farmacos, assim como
temperatura, pressdo e natureza quimica do material. A difusdo estd
relacionada com mobilidade da substancia analisada através do meio
fluido em movimento ou em repouso no sentido decrescente da
concentracdo da propriedade transferida, sendo matematicamente
definido como uma constante de proporcionalidade entre o gradiente de
concentracdo (dc/dx) e o fluxo (J) da substancia. A grandeza D é o
coeficiente de difusdo quantificador do processo conforme a Equacéo 1.

J=-D.(3) )

Essa equacdo € conhecida como Primeira Lei de difusdo de Fick.
O sinal negativo indica que o fluxo da substancia ocorre em direcdo a
regides de menor concentragdo da mesma.

Em 1958, Higuchi estudou a cinética de liberacéo e de dissolugéo
de solidos em solugdes reagentes, utilizando o método de reacOes
guimicas simultaneas e difusdo. Em seu estudo, o autor desenvolveu
varios modelos tedricos de liberacdo de farmacos dispersos em matrizes
solidas e semi-sélidas, em que foi assumida uma linearidade de
concentracdo entre o farmaco ndo dissolvido e dissolvido em uma
matriz, chamada de aproximacdo de pseudo-estacionario. Higuchi
mostrou entdo, que a complexa equacdo a que chegou poderia ser
reduzida a uma forma bem mais simples sob certas circunstancias
(WASHINGTON 1990).
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Modelos baseados nas consideracbes de Higuchi foram
desenvolvidos para varias geometrias de liberacdo. A equacdo conhecida
como equacao de Baker-Lonsdale descreve a liberacdo controlada de um
farmaco a partir de uma matriz esférica, conforme a Equacdo 2
(WASHINGTON 1990).

o0 e o

Em que, k corresponde a constante de liberacdo, t ao tempo, M, e
M,, a quantidade de farmaco liberado no tempo “t” e no tempo infinito,
respectivamente, esta equacgdo € aplicavel se ha uma correlacdo linear do
primeiro termo da equacdo em funcdo do tempo (ARIFIN, LEE e
WANG 2006).

Poletto e colaboradores (2007) estudaram o perfil de liberacdo do
diclofenaco e indomentacina em particulas de blenda de PHBHV/PCL,
aplicando o modelo de Baker-Lonsdale. Os autores relataram que a
liberacdo ocorreu através do sistema difusivo a e que as taxas de
liberacdo de diclofenaco e indometacina aumentam de acordo com o
aumento do concentracdo de PCL nas particulas (POLETTO, et al.
2007).

No entanto, modelos baseados nas consideragdes de Higuchi néo
podem descrever adequadamente a liberacdo de farmacos dispersos em
uma matriz em determinadas situacdes. Por exemplo, quando a
velocidade de dissolugdo de um farmaco é mais lenta que a sua
velocidade de difusdo, o primeiro deve se dissolver em contato com o
meio para instituir uma diferenca no potencial quimico e difundir para
fora da matriz (VERMA, GARG e KRISHNA 2002).

Dois tipos de sistemas microparticulados sdo controlados por
difusdo. Em sistemas denominados microcapsulas o agente ativo forma
um ndcleo cercado por uma barreira difusional inerte. A taxa de
liberacdo nesses sistemas é constante. A velocidade de liberacdo é
dependente da espessura, da area superficial e da permeabilidade da
membrana. Outro tipo de sistema controlado por difusdo é o sistema
monolitico, no qual o agente é disperso uniformemente na matriz
polimérica, onde ndo é possivel identificar um nucleo diferenciado. O
perfil de liberacdo é controlado pela carga do agente, natureza dos
componentes e pela geometria do sistema (VERMA, GARG e
KRISHNA 2002).
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Métodos empiricos para descrever a liberacdo de farmaco séo
direcionados por observacdes experimentais em detrimento de
consideragdes tedricas. Korsmeyer propds um modelo empirico simples,
relacionando exponencialmente a liberacdo do farmaco com o tempo
decorrido t, conforme a Equacéo 3 (KORSMEYER , et al. 1983).

fe=at? @)

Em que, a é uma constante que incorpora caracteristicas
estruturais e geométricas dos sistemas, n € o expoente de liberacdo e a
funcéo de t é M/M.,.. Esta equacdo também é conhecida como Lei da
Poténcia sendo aplicavel & por¢do das curvas de liberacéo.

Ritger e Peppas (1987) utilizaram a Lei da Poténcia para
descrever sistemas de liberacdo de farmacos que ndo sofrem inchamento
em contato com 0 meio aquoso. Os autores propuseram gue, no caso de
sistemas microparticulados polidispersos, a quantidade de farmaco
liberado em qualquer tempo t é igual a soma das contribuicdes
individuais da mistura de populagbes. Em comparacdo com o
comportamento de liberacdo a partir de uma amostra monodispersa, a
presenca de uma distribuicdo de tamanho de particula causa aceleracédo
do transporte do farmaco nos tempos iniciais e retardo do mesmo nos
tempos finais. A aceleracdo nas primeiras proporcdes da curva é
resultado da liberacdo a partir das microparticulas de menores tamanhos
em relacdo ao tamanho médio. Por sua vez, particulas maiores sdo as
responsaveis pelo retardo (PEPPAS e RITGER 1987).

Uma das relacdes empiricas mais utilizadas é a que descreve o
processo difusional através de uma equacéo Biexponencial (Equacao 4):

C= Ae® +B.e Bt (4)

Onde C ¢ a quantidade de farmaco liberado no tempo t e o e 3 sdo
as constantes relacionada ao tempo de duracdo dos dois componentes
nos quais a fungdo € decomposta. Usualmente estas exponenciais
consistem de wuma funcdo rapida e outra lenta, chamadas
respectivamente de fase de liberagdo rapida (burst phase) e fase de
liberacdo controlada. Para Washington a origem da rapida liberacdo
decorre de processos fisicos como, ligacdo do farmaco a superficie da
particula, farmaco solubilizado por um tensoativo livre presente e
contribuicdo de particulas menores (WASHINGTON 1990).
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Quando apenas uma fase € detectada, a cinética de liberagdo é
dita de primeira ordem, ou seja, segue um modelo monoexponencial,
conforme a Equacé&o 5.

C = Co.e_kt (5)

Onde Cy é a concentragdo inicial de farmaco presente na particula
e k é a constante que descreve o processo de liberagdo. Perfis de
dissolucdo descritos por esta equacdo apresentam uma relacdo linear
entre o logaritmo da quantidade de farmaco liberado versus o tempo.

3.3 ENCAPSULAGAO DE AGENTE ATIVOS

As microparticulas podem ser obtidas por diferentes métodos e
dependendo deste método, microesferas ou microcapsulas podem ser
obtidas.

O termo microparticula refere-se a dois tipos de estruturas,
microesferas e microcapsulas. Microcapsulas sdo sistemas do tipo
reservatério ou casca-nlcleo, em que uma substancia é confinada em
uma cavidade cercada por uma membrana polimérica. Enquanto
microesferas sdo matrizes onde a substancia esta dispersa fisicamente e
uniformemente (AHSAN, et al.), como pode ser visto na Figura 2.
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Microesferas  Microcapsulas

Figura 2- Representacdo esquematica de microesferas e microcapsulas,
indicando possiveis distribui¢des do farmaco.

Entre as estratégias que podem ser utilizadas para controlar a
liberacdo de farmacos a partir de sistemas microparticulados pode-se
citar a preparacdo de microparticulas compostas a partir de dois ou mais
polimeros, as quais podem ser do tipo core-shell ou um reservatdrio de
microparticulas. Denomina-se core-shell quando uma Unica particula é
recoberta com uma ou mais camadas de espessura Vvariavel,
normalmente constituidas por um outro polimero (POLLAUF, KIM e
PACK 2005).
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As microparticulas compostas formadas por uma particula
recoberta com um segundo polimero, conforme representado na Figura
3, serdo denominadas neste trabalho de microparticulas do tipo core-
shell.

Core-shell Reservatério

microparticulas

revestimento

microparticula matriz polimérica

Figura 3 - Representacdo esquematica de uma microparticula do tipo core-shell
e de uma microparticula do tipo reservatorio.

A principal finalidade da utilizacdo deste tipo de sistema é
promover uma barreira adicional a difusdo do farmaco, diminuindo o
efeito burst, muito comum no caso de microesferas, e também prolongar
a liberacdo do ativo. Com este objetivo, alguns trabalhos foram
desenvolvidos, Zheng e colaboradores (2004)  prepararam
microparticulas de PLGA recobertas com uma camada de alginato e
outra de quitosana (ZHENG, et al. 2004), assim como Wang e
colaboradores recobriram com varias camadas de polissacarideos
microesferas de PHBV contendo ibuprofeno (WANG, et al. 2007).
Microcapsulas formadas por alginatos revestidos com quitosana
reticulada com genipin foram estudadas por Chen e colaboradores
(CHEN, et al. 2006).

3.4 METODOS DE PREPARACAO DE MICROPARTICULAS

Entre os diferentes métodos de preparagdo de sistemas
microparticulados os mais destacados e utilizados séo:

i. Métodos Fisico-quimicos: de um modo geral, estes métodos
estdo baseados na dissolugdo de um farmaco, juntamente com um
polimero, em determinado solvente, seguida pela adicdo, sob agitacdo
constante, de um ndo-solvente a mistura. A emulsdo obtida por esta
técnica é denominada 6leo em agua (O/A) e aplica-se apenas nos casos
em que o polimero e o farmaco sdo insollveis em agua. Baixas
eficiéncias de encapsulagdo sdo obtidas quando se utilizam farmacos



38

hidrossollveis, uma vez que estes tendem a difundir e solubilizar-se na
fase aquosa (GIBAUD, BONNEVILLE e ASTIER 2002).

Nesta técnica é utilizado um emulsificante na fase aquosa para
evitar a aglomeracdo das microparticulas; o tipo e a concentragdo do
emulsificante utilizado afeta principalmente o tamanho das
microparticulas.

Maia e colaboradores produziram microesferas de PHB
empregando diversas concentragcdes de PVA na fase aquosa da emulsdo
e evidenciaram que, quando foi utilizada a concentracdo de 0,5% de
PVA, o tamanho das microparticulas obtidas foi cerca de 10 vezes maior
do que quando se utilizou 2,0 % de PVA. Os autores demonstraram que
ndo foi possivel a obtencdo de microparticulas individuais na auséncia
do estabilizante. Resultados semelhantes foram obtidos por Lee e
colaboradores, os quais utilizaram diversas concentracfes de
polissorbato 80 no preparo de microesferas de polimetacrilatos (MAIA,
SANTANA e RE 2004) (LEE, PARK e CHOI 2000).

ii. Métodos de transferéncia de calor e massa: se pensarmos em
produgdo em maior escala, os métodos de transferéncia de calor e massa
podem ser Uteis comercialmente. Existem varios exemplos deste método
como o revestimento em leito fluidizado, centrifugacdo multi-orificio ou
entdo o método mecénico mais utilizado, que é o Spray Drying
(secagem por spray), em que o farmaco, em solucdo ou disperséo, €
nebulizado, juntamente com o material revestidor solubilizado ou
fundido. Isto é feito em uma cdmara de evaporagdo, causando a rapida
solidificacdo das goticulas originando as particulas (LIMA 2008).

Microparticulas biodegradaveis tém sido produzidas pelos
métodos de emulsdo e coacervagdo. Entretanto, o processo de
coacervagdo propicia a formagéo de aglomerados de microparticulas, é
dificil ampliacdo de maior escala e requer grande quantidade de
solventes organicos, dos quais podem permanecer residuos nas
microparticulas formadas. JA& métodos de dupla emulsdo requerem
muitas etapas, um controle rigido de temperatura e da viscosidade da
emulsdo interna, além de ser dificil a encapsulacdo de farmacos
hidrossoluveis. Por outro lado, o processo de spray drying é rapido, de
facil operacdo e ampliacdo de escala, de condicdes moderadas e
apresenta menor dependéncia da solubilidade do farmaco e do polimero.

Braga e colaboradores (2007) estudaram as especificacdes do
processo de spray drying para incorporagdo do fArmaco cetoprofeno em
uma matriz de quitosana para liberacdo controlada do farmaco. Os
resultados apresentaram uma boa esfericidade das particulas e uma
superficie lisa e compacta (BRAGA e OLIVEIRA 2007).
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He e colaboradores (1999) estudaram a liberagdo da cimetidina
em particulas de quitosana reticuladas obtidas por spray drying. Eles
também obtiveram particulas esféricas, porém com uma taxa de
liberacdo grande do farmaco que, segundo os autores, foi devido ao
farmaco ser hidrossolivel. Também observaram o intumescimento das
particulas, onde constataram que microparticulas ndo reticuladas nédo
mantiveram a forma esférica em agua, e especialmente em meio &cido
(HE, DAVIS e ILLUM 1999).

3.5 POLI(HIDROXIBUTIRATO) - PHB

O PHB é um poliéster sintetizado por bactérias a partir de
substratos naturais. Este polimero vem sendo uma alternativa
interessante e de custo acessivel para utilizacdo em sistemas de liberacdo
de farmacos. Apesar da alta cristalinidade, o PHB ainda é bastante
utilizado em SLC devido a simplicidade dos procedimentos envolvidos
no preparo de microparticulas. A Figura 4 representa a férmula
estrutural da unidade de repeticdo na cadeia macromolecular do PHB.
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Figura 4- Férmula estrutural da unidade de repeticdo do PHB.

A biodegradabilidade e biocompatibilidade sdo as propriedades
mais importantes do PHB para o uso na area farmacéutica, pois este
polimero de baixa massa molar complexado a outras macromoléculas
possui a capacidade de penetrar nas células, podendo ser encontrado no
citoplasma e em fluidos intracelulares.

A degradacéo in vivo do PHB origina o acido 3-hidroxibutirico,
um componente presente no organismo, podendo ser encontrado no
citoplasma e em fluidos intracelulares. Por isso muitos trabalhos vém
sendo publicados visando o melhoramento na administracdo de
farmacos envolvendo a preparacdo de microparticulas para o controle de
liberagdo de AA (VANIN, et al. 2004).
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Maia e colaboradores prepararam microesferas de PHB e PHBV
pelo método de emulsdo e evaporacdo do solvente e estudaram o efeito
de alguns parametros utilizados no processo sobre as caracteristicas das
microparticulas. Estudos de degradacdo in vitro evidenciaram que as
microesferas de PHB apresentaram cerca de 2% de perda de massa apds
30 dias de incubacgdo em tampéo pH 7,4 a 37° C, enquanto que a perda
de massa das microparticulas de PHBV foi de 6%, em virtude deste
polimero possuir menor grau de cristalinidade (MAIA, SANTANA e RE
2004).

Trabalhos mais recentes propdem realizar modificacbes na
estrutura do polimero, com o objetivo de modificar as suas propriedades,
como a sintese de um copolimero em bloco (PHB-PEG-PHB) capaz de
originar nanoparticulas do tipo core-shell em meio aquoso, as quais
podem ser utilizadas como sistemas de veiculacdo de fa&rmacos (CHEN,
et al. 2006).

Ikejima e colaboradores (2000) investigaram o0 comportamento de
cristalizacdo e capacidade de biodegradagdo de filmes da blenda
PHB/quitosana, a fim de obter melhores propriedades do PHB com uma
biodegradacdo controlada. Os autores observaram que ocorreu um
decréscimo significativo do grau de cristalinidade do PHB na presenca
de quitosana devido a formacdo de ligacbes de hidrogénio entre os
grupos carbonila do PHB e os grupos hidroxila e amina da quitosana.
Além disso, estudos de biodegradabilidade dos filmes evidenciaram que
0 sistema PHB/quitosana degradou mais rapidamente do que aqueles
contendo apenas quitosana (IKEJIMA e INOUE 2000).

3.6 QUITOSANA

A quitosana é um polissacarideo derivado do processo de
desacetilacdo da quitina, que constitui a maior fracdo do exoesqueleto de
insetos e crustaceos. A cadeia polimérica da quitosana é formada
principalmente  por unidades de P-(1,4)-2-amino-2-desoxi-D-
glicopiranose, conforme representado na Figura 5 (DHAWAN, K. e V.
2004).



41

Figura 5- Representacéo estrutural das unidades de repeticdo da cadeia
macromolecular da quitosana, em que x e y denotam a forma desacetilada e
acetilada, respectivamente.

Diversos trabalhos vém sendo desenvolvidos visando &
elaboracdo de micro e nanoparticulas de quitosana para liberacdo
controlada de farmacos. Isto porque a quitosana apresenta uma
propriedade mucoadesiva, devido & forca atrativa molecular formada
pela interacdo eletrostatica entre a quitosana positivamente carregada e
mucosas do corpo humano negativamente carregadas (DHAWAN, K. e
V. 2004). Estudos recentes salientam que a propriedade mucoadesiva da
quitosana é muito Util para sistemas de liberacdo de farmacos.

De fato a quitosana é um polimero natural Util para fins médicos e
sistemas de liberacdo de farmacos (MUZZARELLI 2009), pois além de
propriedades de biocompatibilidade e biodegradabilidade este polimero
apresenta propriedades como baixa citotoxidade, acdo antimicrobiana e
desempenha interessantes atividades bioldgicas. Como um polieletroélito
catibnico comercialmente disponivel, a quitosana tem despertado
interesse em diversas areas, como células combustiveis, em adesdo
celular e mesmo na area de alimentos, pois é considerada uma fibra
dietética com vérias propriedades benéficas para a salde. (BUTLER,
YIU-FAI e PUDNEY 2003).

Os principais parametros que influenciam as propriedades fisico-
guimicas da quitosana e, consequentemente, a liberagdo de farmacos a
partir de microparticulas preparadas com este polissacarideo sdo a sua
massa molar e o seu grau de reticulacdo. Dini e colaboradores estudaram
o efeito da variagcdo da massa molar da quitosana e a concentracdo de
quitosana nas microparticulas na liberacdo de hidroguinona. Os
resultados ilustraram uma diminuicdo na liberacdo do farmaco nas
primeiras horas com o uso de quitosana de mais alta massa molecular e
uma maior concentragdo de quitosana na preparagdo das
microparticulas. Segundo os autores a diminuicdo da liberacdo se deve a
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uma maior densidade de cadeias de quitosana resultando em um maior
emaranhamento, dificultando assim a difusdo do farmaco (DINI,
ALEXANDRIDOU e KIPARISSIDES 2003)

Microparticulas de quitosana podem ser preparadas por diferentes
técnicas, tais como a emulsdo/evaporacdo do solvente, coacervacdo,
secagem por pulverizacao, entre outros. He e colaboradores prepararam
microesferas de quitosana pelo método spray drying para a liberacdo de
cimetidina, famotidina e nizatidina, modificando concentra¢cdes da
solucdo de quitosana e reticulando com diferentes agentes reticulantes
para a andlise dos perfis de liberacao.

Complexos polieletroliticos de quitosana possuem limitacfes no
uso como carregadores de farmaco via oral, devido a sua capacidade de
dissolucdo em meio acido como encontrado em fluidos gastricos. Com a
finalidade de superar esse problema, bem como criar sistemas com
maiores resisténcias quimica e fisica, os complexos polieletroliticos
podem ser reforcados pela adicdo de agentes reticulantes de quitosana
(BEGER, et al. 2004).

Gupta e Jabrail (2006) prepararam microesferas de quitosana
reticuladas com glutaraldeido e glioxal e observaram que a reticulacdo
com glioxal originou microesferas mais hidrofobicas e compactas,
capazes de sustentar a liberacdo do farmaco por um periodo de tempo
maior (GRUPTA e JABRAIL 2006). Resultados semelhantes foram
obtidos por Yuan e colaboradores (2007) que observaram que
microesferas de quitosana ndo reticulada liberaram a albumina bovina
mais rapidamente do que as microesferas reticuladas com genipin e que
0 grau de reticulagdo da quitosana depende da concentracdo do
reticulante e do tempo de reticulagdo (YUAN, et al. 2007).

A quitosana e seus derivados tém sido extensivamente utilizados
para aplicacGes biomédicas, devido a sua biocompatibilidade e sua
biodegradabilidade enzimatica. No entanto, por ser um polimero
hidrofilico, a quitosana ndo € capaz de prolongar a liberagdo de um AA
durante longos periodos de tempo, havendo a necessidade de ser
reticulada. O polimero reticulado apresenta um menor grau de
intumescimento e a camada de quitosana torna-se mais compacta (Ml,
SHYU e PENG 2005).
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3.7 AGENTES RETICULANTES

A reticulagdo das cadeias poliméricas de quitosana, processo
também denominado de reacdo de entrecruzamento, é um tipo de
modificacdo quimica que visa unir suas cadeias poliméricas, ou ainda,
ligar suas cadeias as de outros polimeros gerando redes poliméricas
hibridas. Esse procedimento ocorre por meio da reacdo entre sitios
reativos especificos presentes nas unidades estruturais de polimeros e
alguns reagentes reticulantes. No caso da quitosana, os sitios mais
reativos sdo 0s grupos amina e hidroxila das unidades de quitosana
(BEGER, et al. 2004).

Reacdes de reticulagdo visam principalmente modificar
determinadas propriedades do biopolimero, tais como, estabilidade
guimica e térmica, rigidez estrutural, permeabilidade, cor, eficiéncia em
quelacdo e capacidade de imobilizagdo proteica e celular. O processo de
reticulacdo sofre influéncia tanto de algumas caracteristicas fisico-
qguimicas da quitosana utilizada quanto das condigBes reacionais
adotadas.

As reticulagdes também sofrem influéncia do tipo e da
concentracdo do agente de entrecruzamento envolvido no processo.
Com a elevacdo do grau de reticulacdo, reduz-se a porosidade do
material obtido, a permeabilidade a agua e a difusdo de possiveis
substancias aprisionadas nas redes poliméricas formadas (BEGER, et al.
2004). Varios agentes reticulantes tém sido usados para reticulacdo da
quitosana como glutaraldeido, etileno glicol, genipin, éter diglicidilico e
diisocianato. Estes estudos demonstraram que as taxas de liberacdo de
farmacos podem ser mais controladas ndo s6 pelo grau de reticulagéo
das microparticulas, mas também pelo tipo de ligacdo realizada.

3.7.1 Glutaraldeido

Glutaraldeido é um reticulante saturado que integra o grupo dos
aldeidos, é uma substancia hidrofilica, passivel de rapida degradagéo e
com limitada persisténcia no ar, solo e agua pela qual apresenta baixo
potencial de risco ao compartimento terrestre e aquatico.

Dentre os diversos reagentes ja utilizados para a reticulacdo do
biopolimero, 0 mais empregado ainda continua sendo o glutaraldeido,
tendo em vista que ele é utilizado na maioria das publicacdes
relacionadas a reticulagdo da quitosana. A fdrmula estrutural do
glutaraldeido pode ser visualizada na Figura 6.
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Figura 6- Férmula estrutural do glutaraldeido.

Ao se empregarem aldeidos monofuncionais (formaldeido) ou
bifuncionais (glioxal e glutaraldeido) como agentes reticulante, a reacdo
ocorre via adicdo nucleofilica. A formacdo dessas ligacBes cruzadas
ocorre por um ataque de elétrons livres da amina ao grupo carbonila
para render iminas, levando a uma ligacdo dupla entre o carbono do
glutaraldeido e o nitrogénio da quitosana (MCMURRY 2005). A Figura
7 representa 0 mecanismo de reacdo dos grupamentos amina da
quitosana com o glutaraldeido.
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Figura 7- Esquema do mecanismo proposto para a reticulagdo dos grupamentos
amino da quitosana com glutaraldeido.

Monteiro Jr e Airoldi (1999) estudaram a reticulagdo da quitosana
com glutaraldeido e a partir das técnicas de espectroscopia (ressonancia
magnética nuclear de “*C, infravermelho e Raman) e identificaram a
formacdo de uma ligacdo entre os grupos amina livre da quitosana e o
grupo aldeido do glutaraldeido, formando ligacdes iminas, conforme a
Figura 8. Os autores acrescentaram que a formacéo de ligag6es cruzadas
pode envolver duas unidades de quitosana pertencentes, ou ndo a mesma
cadeia polimérica (MONTEIRO JR e AIROLDI 1999).
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As iminas formam ligacfes covalentes e resistente a diferentes
pHs e temperaturas, além de melhorar a estabilidade a 4gua enquanto
mantém a biodegradabilidade (BEPPU, ARRUDA e SANTANA 1999).
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Figura 8- Representacdo esquematica da quitosana reticulada com glutaraldeido.

Microparticulas reticuladas com glutaraldeido tém mostrado
otimas propriedades de armazenamento dindmico, ions de adsorcdo,
imobilizagdo de enzima e liberagco controlada de farmacos. Dini e
colaboradores (2003) relataram que microesferas de quitosana
reticuladas com glutaraldeido, com grau de reticulacdo 6, 12 e 24,5%
liberaram 85%, 65% e 38% do farmaco hidrofilico incorporado,
respectivamente, depois de 300 min (DINI, ALEXANDRIDOU e
KIPARISSIDES 2003).

Gupta e Jabrail (2006) reticularam esferas de quitosana com
glutaraldeido e glioxal para a liberagdo de um contraceptivo ndo
esteroidal (ormeloxifeno). Em seus estudos 67,3% do farmaco foram
rapidamente liberados em 30 h a partir das esferas ndo reticuladas,
enquanto que esferas reticuladas com 6% de glutaraldeido ou 4% de
glioxal tiveram significativa reducéo da liberacdo em 30 e 40 h (29,6% e
22,2%, respectivamente) (GRUPTA e JABRAIL 2006).
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3.7.2 Genipin

Muitos trabalhos tém usado genipin como agente de reticulacdo
de quitosana, ele é um produto extraido do geniposidio que é encontrado
na fruta da Gardénia. Gardénia € um género de cerca de 250 espécies de
plantas da familia do café, Rubiaceae, nativa das regides tropicais e
subtropicais. A fruta de Gardenia Jasminoides Ellis foi usada na
tradicional medicina chinesa para tratar irritabilidade, doencas febris,
conjuntivites agudas, hematemese e ulceras da pele (BUTLER, YIU-
FAl e PUDNEY 2003).

A estrutura do genipin foi proposta em 1960, como mostrado na
Figura 9. Por ser uma substancia natural, ¢ uma molécula biodegradavel
com baixa citotoxicidade.

Figura 9- Férmula estrutural do genipin.

Novas substancias tém sido testadas para a reticulacdo da
quitosana devido a toxicidade apresentada por a maioria dos agentes
reticulantes, principalmente o glutaraldeido, que ainda é o agente
reticulante amplamente utilizado. Estudos indicam que o genipin €
muito mais biocompativel do que o glutaraldeido. Sung e colaboradores
(2004) testaram o genipin como agente de reticulagdo do colageno.
Neste trabalho, verificaram que o genipin era 10 000 vezes menos
citotéxico que glutaraldeido, o que justifica seu uso em biomateriais
(SUNG, et al. 2000) (JIN, SONG e HOURSTON 2004).

O genipin tem sido utilizado em extratos de frutas como corante
alimentar, em que a reacdo das aminas primarias com o genipin conduz
a uma pigmenta¢do azul quando formam ligagcBes covalentes com o
alimento na presenca de oxigénio. Park e colaboradores (2002)
verificaram que a reacdo da proteina com o genipin, leva a produtos que
conferem propriedades altamente estavel ao calor, luz e pH (PARK, et
al. 2002) (MUZZARELLI 2009).

Yim e colaboradores (2004) estudaram atividades metabolicas
dos compostos bioativos do Geniposideo na microflora intestinal
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humana, onde verificaram que o0 genipin € convertido no trato
gastrointestinal, sem efeitos adversos (YIM, et al. 2004).
Subsequentemente, a reticulacdo de genipin com aminas primarias da
quitosana foi utilizada em estudos de fixa¢do do tecido para reticulacéo
colageno e gelatina.

Butler e colaboradores (2003) estudaram o mecanismo de reacao
do genipin com a quitosana em membranas contendo soro de albumina
bovino (BSA) e gelatina. A reacdo foi avaliada por espectroscopias de
infravermelho, ultravioleta-visivel, RMN e massa, na qual observaram
duas reagdes concludentes que levou a formacgdo de ligacGes cruzadas
entre 0 grupamento das aminas primdrias da quitosana e 0 agente
reticulante (BUTLER, YIU-FAI e PUDNEY 2003). Dois mecanismos
foram propostos pelos pesquisadores para explicar a reacdo de
reticulacdo. Uma reacdo mais lenta, representada pelo mecanismo A da
Figura 10, é a substituicdo nucleofilica, a qual envolve um ataque
nucleofilico ao carbono do grupo éster do genipin ocorrendo uma
substituicdo deste grupo por uma amida secundaria com a liberacdo de
metanol.

O outro mecanismo observado, representado pelo mecanismo B
da Figura 10, onde a reacdo acontece por um ataque nucleofilico da
amina primaria no carbono C3 do genipin formando um aldeido
intermediario. Isto causa uma abertura do anel heterociclico do genipin,
seguido de um ataque no grupo do aldeido intermediario formado, pelo
grupo da amina secundaria. Um composto heterociclico ligado ao grupo
amina é formado (BUTLER, YIU-FAI e PUDNEY 2003).

Resultados promissores para liberacdo de farmacos tém sido
apresentados com microparticulas de quitosana reticuladas com genipin.
Yuan e colaboradores (2007) investigaram o efeito da reticulagcdo de
microesferas de quitosana com genipin na liberacdo de proteina. As
esferas apresentaram uma intensificacdo da cor azul com o aumento da
concentracdo de genipin e tempo de reticulagdo. Os autores mostraram
gue o grau maximo de reticulacdo foi 33-34% com 8h de reticulacéo e
concentracdo de 0,6 mmol L™ Esse valor méximo de grau de
reticulagdo ndo aumentou com o tempo ou concentragdo de genipin. A
suposicdo dos autores é que isto se deva a reticulagdo da camada
superficial das microesferas, o que impediria a reticulacdo das camadas
internas. A liberagdo de proteina foi reduzida de 75,4 a 60% ap6s 31
dias, se comparado a microesferas sem reticulacdo (YUAN, et al. 2007).
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Figura 10- Esquemas dos mecanismos propostos para a reticulagdo do genipin
com grupamentos amino da quitosana.

A reacdo completa dos grupos amina da quitosana com o genipin
forma uma estrutura interconectada (Figura 11), ocorrendo ligagdes
covalentes cruzadas intermoleculares entre as cadeias de quitosana
altamente estaveis.
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Figura 11- Representacdo esquematica da quitosana reticulada com genipin.
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Mi e colaboradores (2001) investigaram o efeito do pH na
liberacdo da indometacina em particulas de quitosana reticuladas com
genipin. Os resultados indicaram que a liberagdo do farmaco modelo foi
mais lenta para particulas reticuladas em solu¢bes com o pH mais
elevado e neutro, onde 0s grupos aminos ndo estdo protonados.
Enquanto uma liberagdo mais pronunciada ocorreu para particulas
reticuladas em solu¢bes com pH mais baixos. O autor relata que tal
comportamento deve-se a inonizagdo dos grupos carboxila da quitosana
em pH baixo, comportamento padrdo dos polieletrélitos (MIl, SUNG e
SHYU 2001).

3.8 CETOPROFENO

O cetoprofeno é um anti-inflamatério ndo esteroidal utilizado
principalmente no tratamento da osteo-artrite e artrite entre outras
doencas, podendo ser administrado por via oral. Este farmaco apresenta
um curto tempo de meia-vida plasmatica e deve ser administrado 3 ou 4
vezes ao dia para a manutencdo dos niveis plasmaticos (BAZZO,
LEMOS-SENNA e PIRES 2009).

O cetoprofeno é acido fraco e possui baixa solubilidade em agua,
a qual é dependente do pH do meio. A solubilidade do cetoprofeno
aumenta gradativamente com o aumento do pH, em tampéo pH 4,0, a
37 °C a solubilidade de saturacéo é de 0,28 mg mL™, a qual aumenta
para 3,68 mg mL™ em pH 6,0 (SHENG, et al. 2006). A férmula
estrutural do cetoprofeno pode ser visualizada na Figura 12.

Figura 12 — Formula estrutural do cetoprofeno.

Com o objetivo de prolongar a liberagdo por via oral e,
consequentemente, diminuir a frequéncia das administracdes diarias e
minimizar os efeitos adversos, a encapsulacdo deste farmaco em
microparticulas poliméricas vem sendo estudada.


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/45/Ketoprofen.svg
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4 MATERIAIS E METODOS

As etapas utilizadas para preparacdo das microparticulas,
encapsulacdo com quitosana, reticulacdo e técnicas utilizadas na
caracterizacdo sdo apresentadas no fluxograma da Figura 13.

T
Emulsdo e\lla poragdo O/A

| Microparticulas CET/PHB |

Encapsulagdo por Spray Drying

Microparticulas compostas
CET/PHB- Qt

l—Reticn[Iagéo _I

| Glutaraldeido | l Genipin ‘

Particulas compostas
CET/PHB-Qt
Reticuladas

Caracterizagao

| | I
Micros'copia Eficiéncia de Andlise do
eletronicade Encapsulagio mecanismo
varredura do farmaco de liberagdo
Ensaio de Reticulagdo Ensaio de
e determinacdode liberagdao
grupamentos amina

Figura 13- Fluxograma do procedimento experimental.
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4.1 OBTENGCAO DAS MICROPARTICULAS

4.1.1 Materiais

O PHB (Mn = 312.800 g mol™ e grau de polidispersdo de 1,23,
determinado através de cromatografia de permeacdo em gel) foi doado
pela PHB Industrial (Serrana, SP). O cetoprofeno foi adquirido da All
Chemistry (Sao Paulo, SP) e o poli(alcool vinilico) (massa molar de
92.000 g mol™ , conforme especificagdo do fabricante) da Vetec (Rio de
Janeiro, RJ). Isopropanol (Nuclear) e o diclorometano (Vetec) foram
utilizados sem prévia purificagdo. Quitosana (cat.3419419, Sigma-
Aldrich Chemical) massa molar média, MM= 161.000g mol™, grau de
desacetilagdo, GD=75-85%, utilizada sem purificacdo adicional. genipin
(grau de pureza >98% determinado por ensaio de HPLC, Challenge
Bioproducts, Taiwan). Glutaraldeido P.S. Vetec Quimica Fina Ltda (25
% em agua).

4.1.2 Obtencé&o das microparticulas PHB/CET

A preparacdo das microparticulas de CET/PHB foi realizada de
acordo com a metodologia de Bazzo e colaboradores (BAZZO,
LEMOS-SENNA e PIRES 2009), sendo a avaliacdo das condi¢fes do
processo, a eficiéncia de encapsulagdo desse farmaco e estudos de
liberagdo, fatores de grande interesse para serem estudados.

O encapsulamento do farmaco cetoprofeno em uma matriz
polimérica foi seguido utilizando a técnica de emulsdo e evaporagdo do
solvente. O método de emulsdo e evaporacdo do solvente consiste em
dissolver o polimero e o farmaco em um solvente organico e seguido de
emulsificagio em uma solucdo aquosa, com um estabilizante ou
emulsificante, sob agitacdo. A evaporacdo do solvente organico,
realizada em temperatura adequada, leva a formacdo das
microparticulas.

A fase interna da emulsdo foi constituida por 500 mg de PHB,
que foi previamente fundido a 180°C e resfriado em banho de gelo, para
solubilizacdo do farmaco no polimero, e 200 mg do farmaco CET,
solubilizados em 20 mL de diclorometano (fase oleosa ou fase interna).
A emulsificagdo foi feita em 200 mL de uma solucdo aquosa contendo
0,1% (m/v) de PVAL como estabilizante (fase aquosa ou fase externa).
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Foram adicionados 6% (v/v) de co-solvente isopropanol para
promover uma rapida elimina¢do do solvente da fase interna. Nesse
caso, a adigcdo de isopropanol aumentou a solubilidade do diclorometano
na fase aquosa, facilitando a sua extracéo. A adi¢do de um co-solvente
gue tenha elevada afinidade pela fase externa promove a rapida
eliminagcdo do solvente da fase interna, contribuindo a aceleracdo da
solidificacdo das microparticulas e, consequentemente, dificultar a
migracdo do CET para a fase externa, promovendo a sua encapsulacéo
no interior das particulas.

A emulsao foi mantida sob agitacdo, em um agitador magnético a
600 rpm, & temperatura ambiente, até a completa evaporacdo do solvente
organico. As microparticulas foram lavadas com &gua destilada,
decantadas, secas a temperatura ambiente e armazenadas. O esquema de
obtencdo das microparticulas esta representado na Figura 14.
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Figura 14 - Esquema de obtencao das microesferas através do método emulsao
evaporagdo do solvente O/A.
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4.1.3 Obtencéo das microparticulas compostas a partir da técnica de
spray drying

Microparticulas compostas, do tipo core shell, foram preparadas
realizando um recobrimento com a Quitosana através da técnica de
spray drying. O equipamento utilizado para a secagem foi um Mini
Spray Dryer “B-290”, conforme ilustrado na Figura 15.

Figura 15 — Spray Dryer - Biichi Mini Spray Dryer B-290.
Fonte: Site do fabricante (Buchi Inc.,2009)*

O principio da técnica spray drying, ou secagem por nebulizacao,
€ 0 processo de obtencdo de particulas esféricas e de escoamento livre
através da pulverizag¢do de uma solugéo ou suspencdo, com formacédo de
goticulas e secagem em uma corrente de ar quente. Simplificadamente, o
processo pode ser descrito como o bombeamento do liquido até o
pulverizador, onde é aspergido na forma de spray até a camara de
secagem, onde é seco pelo ar quente, transformando assim, gotas
liquidas em particulas sélidas, que sdo recolhidas no ciclone ou em outro
sistema de coleta de pé (LIMA 2008).

A concentragdo e composicao da formulagdo inicial pode ter um
efeito apreciavel na estrutura da particula, pois o tamanho da gota

Acesso em: 15 jun. 2012. Disponivel em:
http://www.buchi.com/index.php?elD=tx_cms_showpic&file=uploads%2Fpics%2Fb-

290_1 big.jpg&width=2000m&bodyTag=%3Chody%20style%3D%22background-
color%3A%20%23fff%3B%22%3E &wrap=%3Ca%20href%3D%22javascript%3Aclose%28
%29%3B%22%3E%20%7 C%20%3C%2Fa%3E&md5=92dfc6f34e95b8db9f50f3eecf8e8eb4.



http://www.buchi.com/index.php?eID=tx_cms_showpic&file=uploads%2Fpics%2Fb-290_1_big.jpg&width=2000m&bodyTag=%3Cbody%20style%3D%22background-color%3A%20%23fff%3B%22%3E&wrap=%3Ca%20href%3D%22javascript%3Aclose%28%29%3B%22%3E%20%7C%20%3C%2Fa%3E&md5=92dfc6f34e95b8db9f50f3eecf8e8eb4
http://www.buchi.com/index.php?eID=tx_cms_showpic&file=uploads%2Fpics%2Fb-290_1_big.jpg&width=2000m&bodyTag=%3Cbody%20style%3D%22background-color%3A%20%23fff%3B%22%3E&wrap=%3Ca%20href%3D%22javascript%3Aclose%28%29%3B%22%3E%20%7C%20%3C%2Fa%3E&md5=92dfc6f34e95b8db9f50f3eecf8e8eb4
http://www.buchi.com/index.php?eID=tx_cms_showpic&file=uploads%2Fpics%2Fb-290_1_big.jpg&width=2000m&bodyTag=%3Cbody%20style%3D%22background-color%3A%20%23fff%3B%22%3E&wrap=%3Ca%20href%3D%22javascript%3Aclose%28%29%3B%22%3E%20%7C%20%3C%2Fa%3E&md5=92dfc6f34e95b8db9f50f3eecf8e8eb4
http://www.buchi.com/index.php?eID=tx_cms_showpic&file=uploads%2Fpics%2Fb-290_1_big.jpg&width=2000m&bodyTag=%3Cbody%20style%3D%22background-color%3A%20%23fff%3B%22%3E&wrap=%3Ca%20href%3D%22javascript%3Aclose%28%29%3B%22%3E%20%7C%20%3C%2Fa%3E&md5=92dfc6f34e95b8db9f50f3eecf8e8eb4
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formada estd diretamente relacionado com o tamanho das particulas
obtidas. Quando microparticulas suspensa em uma solucéo polimérica é
injetada no spray dryer ird resultar em um aprisionamento ou
recobrimento da microparticula por esta matriz. Assim, variando a
concentracdo da solucdo polimérica diferentes espessuras de
recobrimento da microparticula composta poderao ser obtidas.

Para se obter microparticulas compostas menos porosas e
aumentar a barreira difusional do farmaco foram preparadas solucfes de
quitosana com diferentes concentragdes, 1%,1,5% e 2% (m/v) em 100
mL de solugdo de acido acético 1% (v/v). Deixou-se as solucBes de
quitosana sob agitacdo magnética durante um periodo de 24 h para total
solubilizacéo do polimero.

A estas solugBes de quitosana, em diferentes concentragoes,
foram adicionadas 1g de microparticulas CET/PHB (preparadas
conforme o esquema da Figura 14), formando uma dispersdo. Em
seguida, foram submetidas a pulverizacdo e secagem no equipamento
spray dryer, conforme o esquema da Figura 16.

AR DE SECAGEM S ALVENTAGRO
7% Wy
4 \
W“ BN
PULVERIZACAO
Microparticulas
de PHB + farmaco
AR DE SAIDA
i'la
PRODUTO =50 ° Quitosana
TUBO COLETOR

Figura 16 Esquema de preparacdo de microparticulas compostas de PHB/CET
com quitosana pela técnica de spray drying
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O contato gota/ar de secagem ocorre quando as gotas caem pela
camara de secagem no mesmo sentido do fluxo de ar de secagem. Dessa
forma, a temperatura final do produto é menor que a temperatura de
entrada. Sendo a solu¢do submetida a um ar de secagem abaixo da
temperatura de degradacdo dos polimeros, PHB e quitosana, e do
farmaco, ocorrendo uma rapida evaporacao do solvente.

A direcdo e a uniformidade da velocidade do fluxo de ar pela
cdmara influenciam na qualidade do produto final. O desenho da
distribuicdo do ar quente deve prevenir um superaquecimento local ao
mesmo tempo deve garantir a secagem das particulas antes que
alcancem as paredes da camara de secagem (FILKOVA e MUJUMDAR
1995).

As particulas sdo removidas por um tubo perpendicular na parte
inferior do equipamento a uma temperatura entre 60 e 100°C, ou seja,
temperaturas mais baixas que a do ar de entrada. Estas particulas
removidas sdo arrastadas pelo ar, sendo depositados na parte inferior do
equipamento em um tubo coletor separado submetidas a um ciclone para
recuperar particulas menores através da forca centrifuga (GAVA 1983).

Os parametros para pulverizacdo e secagem das microparticulas
foram fixados para todos os experimentos:

- Inlet (temperatura de entrada da cdmara de ar de secagem) = 180°C
- Outlet (temperatura de saida da camara de ar de secagem) = 18°C

- Aspirator (vazdo de ar de secagem) = 100%

- Pump (vazédo da bomba peristaltica) = 25%

- Tempo medio (duracdo da pulverizagdo de toda a solu¢do) = 30 min.

4.1.4 Reticulacdo das microparticulas

A reticulagdo oferece uma estabilidade em certas propriedades
fisico-quimicas da quitosana, entretanto menores concentracdes de
agente reticulante devem ser usadas para ndo inibir as propriedades
mucoadesivas da quitosana (GENTAA, et al. 1998). Para reticulagéo das
cadeias macromoleculares de quitosana na superficie das
microparticulas de CET/PHB empregam-se glutaraldeido e genipin,
como agentes reticulantes. A estequiometria da reacdo é de 1mol de
agente reticulante para cada 2 mol de unidade de repeti¢cdo da cadeia
macromolecular de quitosana.
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Para manter os mesmos parametros quanto a concentracdo de
ambos agentes reticulantes, foi mantido a mesma proporcdo entre o
nimero de mols de ambos agentes reticulantes com a quitosana, 1 mol
de agente reticulante para 10 mols da unidade de repeticdo da cadeia
macromolecular de quitosana.

4.1.4.1 Reticulacdo com Glutaraldeido

A reticulacdo da quitosana é expressivamente dependente do pH
sendo a reacdo de formacdo de imina favorecida em melhores condicGes
em pH levemente acido ou neutro para que ocorra a saida do
grupamento OH,. Porém, valores de pH muito baixos podem favorecer a
completa protonacdo da amina (GRUPTA e JABRAIL 2006). Neste
trabalho, microparticulas de CET/PHB recobertas com quitosana foram
reticuladas a temperatura ambiente em uma solucdo tampdo fosfato
aquosa, pH 7,4, com glutaraldeido.

A Figura 17 apresenta o fluxograma do processo de reticulagdo
do filme de quitosana sobre as microparticulas de CET/PHB.

Microparticulas compostas de
CET/PHB-Qt (equivalente a Glutaraldeido

1x10-3 mols da unidade (1x10* mols)
monomérica de quitosana)

50 mL de solugdo tampao PBS (pH 7,4)

1h de reticulagdo
Temperatura ambiente
Sob agitag¢do constante

Precipitadas e lavadas 3 vezes
com agua destilada

Secas a temperatura ambiente
e guardadas

Figura 17 — Fluxograma do processo de reticulagdo das microparticulas
compostas de CET/PHB-Qt pelo agente reticulante glutaraldeido.
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Oliveira e colaboradores (2006) verificaram que em 10 min
obtiveram um grau de reticulagdo maximo para a reacdo da quitosana
em presenca de solucdo de glutaraldeido 2,5% (v/v) (OLIVEIRA e
VIEIRA 2006). Neste trabalho optou-se por manter o sistema reacional
por um tempo de 1h.

Microparticulas compostas com filmes de quitosana depositado a
partir de solugbes aquosas de quitosana na composicdo de 1%, 1,5% e
2% (m/v) foram imersas em solucdo aquosa de glutaraldeido contendo
1x10™ mol para 1x10 mol da unidade repeticéo estimada de quitosana.
Estas quantidades molares foram utilizadas para se manter uma
proporcdo de 1:10 de grupos reacionais, com excesso de unidades de
repeticdo da quitosana. Em seguida, as microparticulas foram lavadas
trés vezes com agua destilada para a remocdo de glutaraldeido livre,
secas a temperatura ambiente e armazenadas.

4.1.4.2 Reticulagdo com genipin

Inicialmente uma solucéo de genipin contendo 1x10™ mol foi
preparada em solugdo TRIS (pH 10). Posteriormente, determinadas
quantidades de microparticulas foram adicionadas a solugdo de genipin,
mantendo a proporcao de 1:10 de mol de genipin para 1 mol da unidade
de repeticdo da quitosana.

A Figura 18 apresenta o fluxograma do processo de reticulagéo
do filme de quitosana sobre as microparticulas de CET/PHB.

As microparticulas compostas foram mantidas sob agitacdo e
temperatura ambiente por um periodo de 6 h. Apods, as microparticulas
foram lavadas trés vezes com &gua destilada para remocdo do genipin
livre, secas a temperatura ambiente e armazenadas.

Mi e colaboradoes (2005) investigaram a influencia do pH na
reticulagdo da quitosana pelo genipin, pelos resultados relatados
verificou-se que em pH 1,2 (4cido forte) e 13,6 (base forte) as
reticulagdes de microparticulas de quitosana ndo foram tdo eficientes.
Logo, essas reagOes levam a formacdo de diferentes extensbes de
reticulagdo, os quais, por sua vez, irdo influenciar as propriedades de
intumescimento e degradabilidade das particulas (MI, SHYU e PENG
2005). Com base em tais resultados selecionou-se pH 10 para garantir a
reticulagdo da quitosana no desenvolvimento deste trabalho.
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Microparticulas compostas de

CET/PHB-Qt (equivalente a Genipin
1x103 mols da unidade | (1x10* mols) |

monomérica de quitosana) ‘

’ 50 mL de solugdo tampao TRIS (pH 10)

6h de reticulagdo
Temperatura ambiente
Sob agitagdo constante

Precipitadas e lavadas 3 vezes
com agua destilada

Secas a temperatura ambiente
e guardadas

Figura 18 - Fluxograma do processo de reticulagdo das microparticulas
compostas de CET/PHB-Qt pelo agente reticulante genipin.

4.2 CARACTERIZACAO DAS MICROPARTICULAS

4.2.1 Materiais

Foram utilizados acido acético glacial (P.A.) (Vetec), Ninhidrina
P.A. pH (1%, 20°C) (Nuclear), Etilenoglicol P.A. Teor min. 99,5%
(Vetec), Cloreto de estanho anidro (P.A.) (dosagem min. 97%) (Vetec).

4.2.2 Microscopia Eletronica de Varredura

A morfologia das microparticulas foi avaliada através de
microscopia eletrdnica de varredura (MEV). Amostras de cada
formulacdo foram fixadas em um suporte metalico, recobertas com uma
fina camada de ouro em um metalizador Bal-Tec MD 020 (Balzers) e
observadas em um microscépio eletrdnico Philips XL30.
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4.2.3 Determinagao de Grupamento Amina

A determinacdo dos grupamentos amino livres na superficie das
microparticulas compostas reticuladas foram determinados por ensaio de
ninidrina segundo a metodologia discutida por Yuan e colaboradores
(YUAN, et al. 2007). O ensaio determina a percentagem de grupos
amino livres remanescente na microparticulas com quitosana ap6s
reticulagdo.

A solucdo ninidrina foi preparada da seguinte maneira: Solucao
A: 1 mL de 4cido acético, 10 mL (1,0 mol L™) de NaOH e 0,04 g de
SnCl, foram misturados a 25 mL de agua destilada e mantida sob
agitacdo mecanica por 30 min. Solucdo B: 1 g Ninidrina foi adicionado
a 25 mL de etileno glicol e mantida sob agitacdo mecanica,, até a
solubilizacéo da ninidrina. As duas solu¢fes A e B foram misturadas e
mantidas sob agitacdo mecénica durante 45 min, em seguida a solucéo
foi armazenada em um frasco de ambar.

Para 0 ensaio 10 mg de microparticulas de CET/PHB-Qt
reticuladas e néo reticuladas foram colocadas em tubos de ensaio com
4 mL de uma solugdo de ninidrina (pH 3,5) a uma temperatura de 100°C
durante o periodo de 20 min. O produto foi resfriado até a temperatura
ambiente e apds a absorbancia desta solugdo foi medida em um
espectrofotdbmetro UV (Spectrophotometer model Nova 1800 UV) com
um comprimento de onda fixado em 570 nm.

A porcentagem de grupamentos amina livre das microparticulas
apo6s a reticulagdo foi obtido fazendo uma razdo das medidas de
absorbancias de grupamento aminos livre de particulas reticuladas com
as particulas ndo reticuladas, conforme a equagéo abaixo:

S Ab
% de Grupamentos amina livre = Abs& x100 (6)
NRet

Em que:

Absg,; = absorbancias de grupamento aminos livre de particulas
reticuladas.

Absyg.: = absorbancias de grupamento aminos livre de particulas ndo
reticuladas.
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4.2.4 Eficiéncia de Encapsulacao do Farmaco

Para a determinacdo do teor de CET nas microparticulas foi
utilizado o método de espectrofotometria de absor¢do na regido do
ultravioleta. Foram pesadas microparticulas que correspondessem a uma
massa conhecida de farmaco (da ordem de 10 mg), considerando-se uma
eficiéncia de encapsulacdo de 100 %. Ap6s a adicdo de 10 mL de
cloroférmio, as amostras foram mantidas em frascos vedados, sob
agitacdo durante 72 horas. Em seguida, a solugdo foi diluida até a
concentracdo estimada de 10 mg L~ e a absorbéancia foi determinada
em 254 nm, utilizando cloroférmio como branco. O teor de farmaco nas
microparticulas foi calculado a partir de uma curva de calibragdo
(BAZZO, LEMOS-SENNA e PIRES 2009).

A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) foi determinada através da
equacéo 7:

__ quantidade de farmaco encapsulado

EE% = x100 @)

quantidade de farmaco adicionado

4.2.5 Ensaio de Liberacdo do farmaco in vitro

Microparticulas contendo o equivalente a 10 mg de farmaco
foram colocadas em frascos vedados, seguido da adicdo de 45 mL de
tampao fosfato pH 7,4, sob condicdo sink, isto é, em meio de dissolugdo
com concentracdo do farmaco equivalente a até 10% da concentracdo de
saturacdo, € mantidas em banho-maria Quimis Dubnoff, a 37+ 2°C, sob
agitacdo. Em intervalos pré-determinados, foram retiradas aliquotas de
4 mL, para determinacdo da absorbancia (BAZZO, LEMOS-SENNA e
PIRES 2009). A concentracdo de CET no meio foi determinada através
de espectrofotometria de absor¢do na regido do UV, em Apsx = 260 nm.
Utilizando uma curva de calibracdo de farmaco -calculou-se a
percentagem de CET liberada para o meio em fungdo do tempo, em que
a faixa de concentracdo de 0,040 mg L™ (limite de deteccdo) e 15,0
mg L™ (limite de quantificacéo) foram calculados previamente.

4.2.6 Andlise estatistica da liberacéo

Os dados obtidos no ensaio de liberacdo foram avaliados através
de andlise estatistica, com o objetivo de avaliar a influéncia da
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concentracdo de quitosana empregada no preparo das microparticulas
compostas € 0 emprego da reticulacdo sobre o efeito burst e o
prolongamento da liberacdo do farmaco. Os valores percentuais de
farmaco liberado em 1 h foram utilizados para comparar as formulacGes
testadas com relacdo ao efeito burst. A &rea sob a curva dos perfis de
dissolugéo foi estabelecida como resposta para avaliar a capacidade dos
sistemas em prolongar a liberagdo do cetoprofeno.

A anélise de variancia (ANOVA) foi realizada com o auxilio do
software Design-Ease®, sequida do teste de Tukey, empregando-se o
software GraphPad Prism®.

4.2.7 Analise do mecanismo de liberacao

Tratamentos matematicos envolvendo a liberacdo de farmacos a
partir de carregadores sdo amplamente descritos na literatura. Com
intuito de investigar a influéncia da morfologia dos sistemas na
liberacdo in vitro do farmaco modelo cetoprofeno, bem como os
mecanismos envolvidos nesse processo, 0 modelo de Baker-Lonsdale
baseado nas consideracdes de Higuchi, foi aplicado aos dados
experimentais pela equacédo abaixo:

f-0-3)7 - = @

Em que,
% = fragéo do farmaco liberado no tempo t

)

k = constante de liberacao
t=tempo (h)

Os perfis de liberacdo do CET foram modelados utilizando os
modelos monoexponencial (Equacéo 4) e biexponencial (Equacéo 5). A
selecdo do modelo foi baseada no melhor valor de coeficiente de
correlacdo do ajuste da curva experimental para cada um dos dados. A
modelagem matemética dos dados foi feita no programa Oringin® 8.0
para analisar os perfis de liberacéo.

C=C,y.e7kt @)



A.e™® 4+ B e Pt ()
Em que:

C = concentracéo (% de farmaco liberado)

A = quantidade de farmaco liberado na velocidade a;
B = quantidade de farmaco liberado na velocidade B;
a, B e k = constantes de liberag&o;

Co = concentragdo de farmaco no tempo zero.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 MORFOLOGIA DAS MICROPARTICULAS

As imagens obtidas por microscopia eletrbnica das
microparticulas de CET/PHB e CET/PHB-Qt permitiram a visualiza¢do
de particulas densas com formato esférico. No entanto, as particulas de
CET/PHB antes do recobrimento com a quitosana apresentam poros na
sua superficie e uma superficie externa bastante rugosa (Figuras 19-A e
20-A). Segundo Martin e colaboradores, a rugosidade da matriz
polimérica esta relacionada ao elevado grau de cristalinidade do PHB e
é normalmente observada em microesferas de PHB preparadas através
da técnica de emulsdo-evaporagéo do solvente (MARTIN, et al. 2000).

Nas micrografias das particulas preparadas através da técnica de
spray drying com solucdes de quitosana de 1%, 1,5% e 2 % (m/v) pdde-
se observar que as microparticulas de CET/PHB recobertas com
quitosana apresentam caracteristicas de textura da superficie diferentes,
0s quais sdo uma forte evidéncia do efetivo recobrimento, conforme
micrografias apresentadas (Figuras 19 B, C e D). As microparticulas
recobertas por quitosana através da técnica de spray drying apresentam-
se com caracteristicas semelhantes a da quitosana pura, ou seja, com
uma superficie lisa e pouco porosa.

Observa-se através das micrografias que microparticulas de
CET/PHB apresentaram o tamanho médio de 50 a 60 pm corroborando
com os resultados obtidos pela técnica de tamanho e distribuicdo de
microparticulas Mastersizer 2000. J& microparticulas recobertas com
quitosana apresentaram, também, através da técnica de tamanho e
distribuicdo um tamanho médio de 91,20 pum cercadas por particulas
satélites de 20 um compostas apenas por quitosana. Tais resultados
estdo em conformidade com estudos de He e colaboradores no preparo
de microparticulas de quitosana por spray drying (HE, DAVIS e
ILLUM 1999).

As microparticulas recobertas com 2% de quitosana apresentaram
um maior volume de microparticulas com o tamanho de 91,2 pum, isto
indica que com o aumento da concentracdo de quitosana o recobrimento
das microparticulas de CET/PHB foi mais efetivo apresentando-se em
maior quantidade. Visto que o spray drying é um processo muito rapido,
a arquitetura da gota é fixa e reflete a estrutura da particula seca
formada. Logo, quando as goticulas da solucéo de quitosana contendo as
microparticulas de CET/PHB séo aspergidas no tubo de secagem do
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spray ocorre uma secagem rapida do solvente da quitosana levando a
um aprisionamento da microparticula.

Assim o aumento da viscosidade da solugdo, quando se utilizou
uma maior concentracdo de quitosana facilitou a incorporagdo das
microesferas de CET/PHB no interior das goticulas de solucéo,
originando  microparticulas compostas mononucleadas ap6s a
evaporagdo do solvente. Porém apesar de ser clara a diferenca nas
superficies das microparticulas recobertas com quitosana ainda se
observa uma leve rugosidade na superficie das microparticulas
recobertas com uma concentragdo de quitosana mais baixa, devido ao
recobrimento com uma fina camada de quitosana em algumas
microparticulas.

: - . Cp )
Figura 19 — Micrografias de microscopia eletrénica de varredura ampliada por
um fator 600X de microparticulas com seguintes formulagdes: A-
microparticula de CET/PHB, B- microparticula de CET/PHB-1%Qt, C-
microparticula de CET/PHB-1,5%Qt e D- microparticula de CET/PHB-2%Qt.

Nas micrografias (Figura 20) € possivel observar que
microparticulas preparadas a partir de uma menor concentracdo de
quitosana apresentaram uma menor viscosidade da solugdo, resultando
em uma morfologia da superficie ligeiramente enrugada devido a fina
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camada de recobrimento. Enquanto microparticulas preparadas a partir
de uma solucdo com uma viscosidade mais elevada de quitosana
apresentaram uma superficie mais lisa, 0 que se mostra coerente com a
literatura pesquisada (HE, DAVIS e ILLUM 1999).

Figura 20 - Micrografias de microscopia eletronica de varredura ampliadas por
um fator 3000X de microparticulas com seguintes formulagdes: A-
microparticula de CET/PHB, B- microparticula de CET/PHB-1%Qt e C-
microparticula de CET/PHB-2%Qt.

Nédo foram observados cristais de CET aderidos a superficie
dessas particulas. Estudos realizados por Bazzo e colaboradores
relataram que ndo ocorre forte adesdo interfacial das microesferas de
polimero/farmaco com a matriz de quitosana, conforme pode ser
observado pelas microparticulas de CET/PHB-Qt (BAZZO, LEMOS-
SENNA e PIRES 2009).

Também foram analisadas por microscopia eletrdnica as
microparticulas de CET/PHB-Qt apds a reticulacdo da quitosana (Figura
20 e 21). As microparticulas reticuladas mantiveram-se com uma
superficie lisa, apesar de ter ocorrido uma pequena distorcdo na
esfericidade das particulas, especialmente para microparticulas
reticuladas com uma menor quantidade de quitosana.

O fato de esta agregacdo ter ocorrido pode ser devido a formacéo
das ligacGes covalentes entre os grupamentos amina da quitosana e o
agente reticulante, que forma uma rede de ligagdes cruzadas ocorrendo
assim a agregacdo das microparticulas. A interacdo dos polimeros de
PHB e quitosana em microparticulas compostas é devido a formac&o de
ligacGes de hidrogénio entre os grupamentos carbonila do poliéster com
0s grupamentos hidroxila e amina da quitosana (IKEJIMA e INOUE
2000). Caneluras de conexdes de quitosana e agente reticulante entre as
particulas esféricas sdo constituidas devido a formag&o de iminas devido
a reticulacao.
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Particulas Reticuladas Particulas Reticuladas
com Glutaraldeido com Genipin

1%
de
Qt.

Figura 21 - Micrografias de microscopia eletrdnica de varredura ampliadas por
um fator 1500X de microparticulas com seguintes formulacGes: A, B e C-
microparticulas de CET/PHB recobertas com 1%, 15% e 2% de Qt
respectivamente, reticuladas com glutaraldeido, D, E e F- microparticulas de
CET/PHB recobertas com 1%, 1,5% e 2% de Qt respectivamente, reticuladas
com genipin.

Como pode ser visualizado nas Figuras 21-A e 21-B, nas
microparticulas recobertas com 1% de quitosana as distor¢des foram
mais acentuadas. Pode-se supor de que com uma concentragdo menor de
quitosana ha uma menor quantidade de grupamentos hidroxila e amina
que formam as ligagbes de hidrogénio com o PHB. J& nas
microparticulas com 1,5% e 2% de quitosana essa distor¢do foi menor,
pois possuiam uma quantidade de grupamentos suficiente para formagédo
de pontes de hidrogénio e de aminas sucessiveis para a formacdo de
ligagBes com o agente reticulante.
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Na Figura 22 pode-se observar que houve um leve aumento de
rugosidade na superficie de particulas ap0s a liberagdo. Este aspecto de
maior rugosidade das particulas apds a liberacdo pode ser devido a
difusdo do farmaco pela matriz. Todavia, ndo houve uma mudanca
significativa na morfologia das particulas apés a liberagao.

Figura 22 - Micrografias de microscopia eletrénica de varredura ampliadas por
um fator 1500X de microparticulas com as seguintes formulagdes: A-
microparticulas de CET/PHB recobertas com 1,5% de Qt antes da liberagdo, B-
microparticulas de CET/PHB recobertas com 1,5% de Qt apds a liberagéo.

5.2 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO DO FARMACO

A eficiéncia de encapsulacdo de farmacos no interior de
microparticulas poliméricas compostas preparadas através da técnica de
emulsdo-evaporacgdo do solvente e da técnica de spray drying depende das
caracteristicas fisico-quimicas do farmaco e do polimero, bem como das
condicBes utilizadas no processo, como o tipo e volume dos solventes das
fases interna e externa da emulséo, a proporgdo farmaco/polimero, o tipo e
concentragdo do estabilizante, entre outros.

Na Tabela 1 encontram-se os resultados da eficiéncia de
encapsulacdo do cetoprofeno nas microparticulas de PHB-Qt.
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Tabela 1 - Eficiéncia de encapsulacdo do farmaco nas microparticulas
compostas.

Microparticulas compostas de

CET/PHB-Qt
Teor de Qt Né&o Reticuladas com  Reticuladas com
(% em miv) Reticuladas Glutaraldeido Genipin
(%) (%) (%)
1 52,504 52,2+0,3 545+0,5
15 53,2+0,3 53,6 £ 0,4 56,0+ 0,3
2 62,0+0,1 58,4+0,1 61,3+0,2

O teor de farmaco nas microparticulas foi determinado para as
microparticulas com CET/PHB; e posteriormente para microparticulas
compostas com /CETPHB/Qt reticuladas e ndo reticuladas. Através da
diferenca entre a quantidade de farmaco inicialmente empregada no
preparo das microparticulas, considerando-se uma eficiéncia de
encapsulacdo de 100 % e a quantidade perdida para 0 meio, o teor de
farmaco nas microparticulas foi determinado e o resultado foi expresso
em %.

Para as microparticulas de CET/PHB obteve-se o valor médio de
encapsulacéo de 64,0% *0,2. Resultados semelhantes foram encontrados
por Bazzo e colaboradores ao prepararem tais microparticulas com
planejamentos fatoriais para maiores teores de farmaco encapsulado
(BAZZO, LEMOS-SENNA e PIRES 2009). Para as microparticulas
compostas de CET/PHB/Qt obteve-se valores de eficiéncia de
encapsulacdo de 52,5%, 53,2% e 62,0% para concentragdes de quitosana
de 1%, 1,5% e 2%, respectivamente, podendo-se concluir que ndo houve
perda de fArmaco durante a técnica de encapsulacéo por spray drying.

O teor de CET presente nas microparticulas compostas sofreu
uma pequena variacdo em funcdo da concentracdo de quitosana no
recobrimento das particulas. As goticulas mais densas da solucéo
contendo uma maior concentracdo do polimero podem ter dificultado a
difuséo do farmaco para o meio externo, originando os teores mais altos
de CET nas microparticulas compostas.

Resultados semelhantes foram obtidos por He e colaboradores ao
prepararem microesferas de quitosana com 0,1 e 0,2% (m/v) contendo
cimetidina. Maiores valores de EE% foram obtidos quando a
concentracdo do polimero na fase externa foi aumentada, sendo
justificada pela formacéo de goticulas mais densas as quais dificultaram
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a difusdo da cimetidina para a fase externa, originando elevados valores
de EE% (HE, DAVIS e ILLUM 1999).

Os valores de percentagem de eficiéncia de encapsulagdo
indicaram que uma pequena quantidade de farmaco foi perdida para o
meio durante o preparo das microparticulas compostas. O processo de
encapsulagdo por secagem € um processo rapido em que microparticulas
de CET/PHB ficam pouco tempo em contato com o meio &cido. A
solubilizacdo dos farmacos na solucdo de acido acético poderia levar a
consequente perda do principio ativo para a fase externa durante o
processo de preparacdo. Ao prepararem microparticulas compostas de
CET/PHB recobertas com quitosana através da técnica de emulsdo e
evaporagdo do solvente, Bazzo e colaboradores (2009) evidenciaram
uma perda significativa de farmaco para o meio externo durante o
processo, 0 que levou a uma diminuicdo significativa da eficiéncia de
encapsulacdo (BAZZO, LEMOS-SENNA e PIRES 2009). Conforme
mencionado anteriormente, essa perda de farmaco foi minimizada
através do emprego da técnica de spray drying.

Sendo assim, os valores de EE% menores do que 100% séo
decorrentes da solubilizacdo do farmaco préximo a superficie externa
das particulas CET/PHB na preparacdo por emulsdo/evaporacdo e
também a perda de farmaco para 0 meio a solugdo de &cido acético
durante o processo de spray drying.

Comparando os teores de ativo antes e apds a reticulacdo, ndo
foram observadas variagdes significativas no teor de farmaco, conforme
os valores listados na Tabela 1. O CET tem uma baixa solubilidade em
meio basico, e como as particulas foram reticuladas em pH 7,4 e 10,0,
para o glutaraldeido e genipin, respectivamente, a permanéncia do
farmaco nas particulas durante a reticulagdo foi favorecida, mantendo os
valores de EE% praticamente 0s mesmos.

5.3 ENSAIO DE RETICULAGAO E DETERMINAGAO DE
GRUPAMENTOS AMINA

A ninidrina é um poderoso agente oxidante que reage com
aminoacidos, e normalmente é utilizada na deteccéo de amino&cidos por
apresentar a uma funcdo amina primaria. Quando um aminoacido é
aquecido com Ninidrina forma-se um composto intensamente corado,
conhecido como Purpura de Riehmann. Todos aqueles que tém
grupamentos amino livre produzem este composto, no qual a intensidade
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da cor é proporcional a concentracdo de espécies presentes
(aminoécidos, peptideos ou proteinas) (RETINGER 1916).

Na reacdo com quitosana (Figura 23) a solugdo de ninidrina
assume uma forma colorida, essa coloracdo é devida a presenca da
camada de valéncia livre ou pelo nimero impares de elétrons
(croméfagos) apresentando uma frequéncia baixa, o suficiente para
absorver a luz do visivel. Entretanto, isto deixa de acontecer quando
estas aminas formam aminas secundarias ou terciarias, neste caso, na
reacdo com um agente reticulante. Em consequéncia destas ligagdes,
diferentes intensidades de coloragdo sdo medidas dependendo da
quantidade de aminas livres que na solugdo (YUAN, et al. 2007).
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Figura 23 - Representagdo esquematica da reacdo de ninidrina com a quitosana.

A reagdo com a ninidrina foi positiva com todas as
microparticulas compostas de CET/PHB-Qt ap6s a reticulagdo, dessa
maneira foi possivel calcular as porcentagens de grupamentos amina
livre nas microparticulas. As porcentagens de grupamentos amina livres
aumentaram conforme o aumento da quantidade de quitosana, 1%, 1,5%
e 2%, o que estd em conformidade com o esperado, ja que com o
aumento da quantidade de quitosana uma maior quantidade de
grupamentos amina estara disponivel (Tabela 2).

Com o calculo de grupamentos amina livre pbdde-se também
verificar o grau de reticulacdo nas particulas, visto que as aminas que
estdo formando ligagcBes covalentes com agente reticulante ndo regem
com a ninidrina. Pela Tabela 2 é possivel verificar a paridade entre as
porcentagens de reticulacBes obtidas pelos agentes reticulante
glutaraldeido e genipin. Estes resultados estdo de acordo com o0s
mecanismos de reagdo propostos nas Figuras 7 e 10 em que 1 mol de
reagente reticulante reage com 2 mols da unidade de repeticdo da
quitosana , uma vez que a proporcdo em mols utilizadas dos dois
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agentes foram exatamente as mesmas (GONSALVES e ARAUJO
2011).

A porcentagem de reticulacdo da quitosana é importante, pois se
houver um grau de reticulacdo elevado, as particulas de quitosana
perdem suas propriedades bioadesivas. Genta e colaboradores (1998)
verificaram que uma grande quantidade de grupamento aminos
modificados perderam suas propriedades bioadesivas (GENTAA, et al.
1998).

Tabela 2 — Porcentagens de grupamentos amina livres nas particulas com

quitosana.
Particulas Particulas
reticuladas com reticuladas com
glutaraldeido genipin
Teor de Qt % grupos aminas livres
(% em miv)

1 43,83 £0,92 43,03 £2,09
15 55,02 £1,04 51,03 £0,97
2 59,97 +2,29 56,93 +2,46

A reticulagdo das microparticulas com o glutaraldeido mostrou-se
eficiente em 1 h em solugdo PBS pH 7,4. O glutaraldeido possui uma
alta capacidade de promover ligagdes cruzadas entre peptideos. Grupta e
colaboradores reticularam particulas de quitosana em diferentes pH e
constataram que a reticulacdo glutaraldeido é alcancada em melhores
condicdes em pH levemente &cido ou neutros para evitar a completa
protonacdo da amina (GRUPTA e JABRAIL 2006).

Mi e colaboradores (2005) investigaram a influéncia do pH na
reticulagdo da quitosana pelo genipin avaliando a reacdo dos
grupamentos amino da quitosana em pH 5, 7,4, 9, 13,4. Os resultados
mostraram que na reticulacdo com pH 13 ocorreu uma polimerizagéo do
genipin indicando que genipin pode ser submetidos a uma mudanca
estrutural em base forte. Em condicdo acidica, pH 1,2 , o ataque
nucleofilico do genipin de carbono C-3 por quitosana € inibida devido a
protonacdo dos grupos amina. Para as duas condi¢des de pH houve um
intumescimento das particulas (MI, SHYU e PENG 2005).

Os valores de grau de reticulacdo foram compativeis com 0s
valores publicados em estudos de reticulacdo com genipin por Mi e
colaboradores. Os autores pesquisaram a reticulacdo de filmes de
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quitosana com genipin em diferentes condi¢cBes de pH, em que
encontram uma porcentagem de reticulacdo de 45,4 % para filmes com
1% (m/v) de quitosana reticuladas em pH 9,0 (MI, SHYU e PENG
2005).

Yuan e colaboradores (2007) relataram que o grau maximo de
reticulacdo para particulas de quitosana reticuladas com 0,5mM de
genipin, durante 8h, foi de 32%. Os autores atribuem a baixa
porcentagem devido a reticulacdo de apenas as camadas exteriores das
microparticulas sendo limitada a reticulagdo nas camadas mais interna
(YUAN, et al. 2007).

Estudos tém demonstrado que a taxa de liberacdo de farmacos
pode ser mudada ndo somente pelo grau de reticulacdo de
microparticulas, mas também pelo tipo de reticulacdo usada. As reacoes
de reticulacdo das microparticulas com quitosana apresentaram
diferentes aspectos visuais. As microparticulas recobertas com quitosana
apresentam tonalidade bege, quando reticuladas com glutaraldeido ou
com o genipin, elas tornaram-se coloridas.

O tratamento das microparticulas com glutaraldeido modificou a
sua coloracdo de bege para laranja apds o processo de reticulagdo da
quitosana. Ja o tratamento com o genipin modificou a coloracdo para
azul. Resultados andlogos foram encontrados por Bazzo e colaboradores
(2009) no tratamento com glutaraldeido, e por Yuan e colaboradores
(2007) no tratamento com genipin (BAZZO, LEMOS-SENNA e PIRES
2009) (YUAN, et al. 2007). Essa variacdo de coloracdo apos a
reticulagdo pode ser visualizada na Figura 24.

A cor de substancias organicas € atribuida as ligacGes insaturadas.
Em moléculas organicas, geralmente é a conjugacédo de ligagdes duplas
e simples que gera a cor nestas substancias. E exatamente a estrutura
guimica da molécula que determina a cor de um composto. A mudanca
de cor nas microparticulas reticuladas com os diferentes agentes
reticulantes é devido ao estabelecimento dessas diferentes estruturas
formadas da reacdo das aminas primarias da quitosana com
glutaraldeido ou com genipin.
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Figura 24 — Aspecto visual da coloragdo das microparticulas antes e apés o
tratamento com os agentes reticulante. A- particulas de CET/PHB-Qt antes da
reticulagéo, B- particulas de CET/PHB-Qt apds a reticulagdo com glutaraldeido,
C- particulas de CET/PHB-Qt apds a reticulagdo com genipin.

Os produtos formados pela reticulagdo com o glutaraldeido s&o
através de reagdes de adigdo nucleofilica, enquanto com o genipin séo
por substituicdo nucleofilica. As reagbes com glutaraldeido
normalmente sdo mais rapidas do que reagdes com o genipin. Com o
glutaraldeido as reacfes de reticulagdo com as duas moléculas de
quitosana ocorrem a0 mesmo tempo, ja com genipin ocorre primeiro um
ataque em grupo funcional para a ligacdo de uma cadeia de quitosana e
depois de outro grupo funcional com a quitosana, formando a ligacéo
cruzada. Apesar da rea¢do com genipin ser mais lenta seu produto
formado é mais estavel, mesmo que ambos agentes reticulantes reajam
pelo mesmo grupo funcional, o aldeido. Em outras palavras, o genipin
também atua como um dialdeido, mas seus produtos de condensacdo sdo
muito mais estaveis em comparacdo com glutaraldeido (BUTLER, YIU-
FAIl e PUDNEY 2003).

LigacOes insaturadas geram fendmenos que ajudam na formagéo
da cor, como a absorcdo em certos comprimentos de onda da luz,
podendo levar a ocorréncia de reflexdo de uma parte da luz em outros
comprimentos de onda (GUARATINI e ZANONI 2000). A medida que
0 sistema de duplas ligacGes conjugadas aumenta o comprimento de
onda de maxima absorcdo também aumenta. Por exemplo, enquanto a
quitosana reticulada com glutaraldeido tém duas duplas insaturadas
apresenta uma cor laranja, (porque absorve parte do azul), e a quitosana
reticulada com o genipin apresenta uma cor azul, pois com um sistema
conjugado maior, absorve luz de comprimentos de onda também
maiores, de amarelo a vermelho. Logo produtos com diferentes
saturacGes geram coloragdes variadas, como € o caso da quitosana com
0s agentes reticulantes glutaraldeido e genipin.
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5.4 ENSAIO DE LIBERAGAO DE FARMACOS

A velocidade de liberacdo de farmacos a partir de sistemas
microparticulados pode ser influenciada pela combinagdo de diversos
fatores, como caracteristicas da matriz polimérica (espessura,
porosidade, capacidade de intumescimento), tamanho das
microparticulas, localizacdo do ativo no interior das particulas, das
propriedades fisico-quimicas do farmaco e do polimero, entre outros.

Os perfis de liberagdo de microparticulas de CET/PHB,
CET/PHB-Qt e CET/PHB-Qt reticuladas com glutaraldeido e genipin
podem ser visualizadas nas Figuras 25, 26 e 28. De maneira geral pode-
se observar que a incorporacdo de particulas de CET/PHB em uma
matriz de quitosana levou a uma pequena diminui¢do na quantidade de
farmaco liberado inicialmente promovendo maior controle da liberacéo
do farmaco.

Experimentalmente, em uma dada temperatura, diferentes
quantidades de farmaco sdo retiradas a um determinado volume de
suspensdo. Depois de estabelecido o equilibrio, pela distribuicdo do
farmaco entre a fase fluida e o adsorvente (microparticulas), uma
aliquota de cada mistura da concentracdo do farmaco é determinada no
sobrenadante.

A isoterma de adsorcao, que expressa a variagdo da concentragdo
de equilibrio no adsorvente, é obtida plotando-se os valores de
concentracdo de equilibrio contra os valores de farmaco liberados em
porcentagem. Além disso, uma pequena variagdo nas quantidades
adsorvidas pode induzir a grandes diferencas no perfil de liberagdo do
farmaco, principalmente para aqueles fracamente ligados as
microparticulas.

Os perfis de liberacdo do cetoprofeno das microparticulas de
CET/PHB e de CET/PHB com 1%, 1,5% e 2% de quitosana podem ser
visualizados na Figura 25. A liberagdo do CET a partir das microesferas
de PHB foi extremamente rdpida, apresentando um efeito burst inicial
bem acentuado, seguido da liberacdo de 85 % do farmaco apds um
periodo de 5h.

A liberacdo do farmaco das microparticulas de CET/PHB com
1% de quitosana apresentou-se muito semelhante ao das microesferas de
PHB/CET, com um pronunciado efeito burst, pelo fato das
microparticulas terem sido revestidas com uma fina camada de
quitosana. Por outro lado, uma diminuicdo da quantidade de CET
liberado e um prolongamento da liberagdo do farmaco foram
observados.
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MICROPARTICULAS DE CET/PHB-Qt NAO RETICULADAS
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Figura 25 - Perfis de liberacdo do cetoprofeno a partir das microparticulas
compostas ndo reticuladas, em tampédo fosfato pH 7,4. O gréfico menor
apresenta a faixa de tempo de O a 6 h.

Ocorreu uma diminuicdo de aproximadamente 10% para
particulas de CET/PHB com 1,5% de quitosana e 20% para particulas de
CET/PHB com 2% de quitosana da quantidade de CET inicialmente
liberada, quando comparadas as microparticulas preparadas apenas com
CET/PHB ou CET/PHB com 1% de quitosana. A diminuicdo do efeito
burst foi observada especialmente quando as microparticulas tiveram
uma matriz mais espessa de quitosana.

Resultados semelhantes foram obtidos por He e colaboradores.
Com aumento da concentracdo de quitosana de 0,1 para 2% em solugdo
aquosa houve uma reducéo do efeito burst na liberacéo da cimetidina em
virtude da maior viscosidade da solugdo de quitosana (HE, DAVIS e
ILLUM 1999).

Microparticulas compostas com quitosana obtidas por spray
drying permitiram que o farmaco permanecesse encapsulado na
particula interna de PHB tornando a membrana de quitosana uma
barreira adicional para a liberagcdo. Estudos realizados por Bazzo e
colaboradores (BAZZO, et al. 2008) relataram que a incorporagdo de
particulas de CET/PHB na matriz de quitosana pela técnica de emulséo-
evaporacdo O/A/O apresentou um efeito burst menos pronunciado, no
entanto as particulas tornaram-se grandes e uma menor EE% foi obtida.
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A liberagdo de farmacos a partir de microparticulas preparadas
com quitosana pode ser modificada através da reticulacdo do polimero,
0 que torna a matriz mais rigida, compacta e hidrofébica. Nesse estudo
optou-se por utilizar como agente reticulante o glutaraldeido e o genipin,
com o objetivo de avaliar a sua influéncia sobre o perfil de liberacdo do
CET. Os perfis de liberacdo do CET das microparticulas compostas
reticuladas com glutaraldeido encontram-se na Figura 26.

MICROPARTICULAS DE CET/PHB-Qt RETICULADAS COM GLUTARALDEzDO
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Figura 26 - Perfis de liberacdo do cetoprofeno a partir das microparticulas
compostas reticuladas com glutaraldeido, em tampé&o fosfato pH 7,4. O gréfico
menor apresenta a faixa de tempo de 0 a 6 h.

Os perfis de liberacdo indicam haver diferencas na liberagdo do
farmaco apos a reticulagdo da quitosana, especialmente nas primeiras
horas. Apds um determinado periodo de tempo, uma menor quantidade
de farmaco passa a ser liberada, e os perfis de dissolucdo atingem um
platd.

A liberacdo do farmaco das microparticulas reticuladas com
glutaraldeido apresentou uma diminuicdo consideravel em relacdo as
microparticulas ndo reticuladas. As microparticulas de CET/PHB
recobertas com 1%, 1,5% e 2% de quitosana diminuiram a liberagdo na
primeira hora em cerca de 20% em comparagdo as particulas néao
reticuladas com as respectivas concentra¢fes de quitosana.
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Além disso, pOde-se constatar pelos graficos um efeito de
prolongamento na liberacdo de CET em comparac¢do as particulas ndo
reticuladas com as mesmas concentracBes de Qt. Apresentado um
aumento no prolongamento na liberacdo de 12% para particulas com 1%
de Qt, 17% para particulas de com 1,5% de Qt. e 27%para particulas
com 2% de Qt. O efeito de prolongamento das liberagcBes pode ser
calculado comparando a area sob as curvas das liberacdes.

Com o objetivo de avaliar o efeito da concentracdo de quitosana e
a reticulacdo com glutaraldeido sobre a capacidade das microparticulas
em prolongar a liberacdo do farmaco e diminuir o efeito burst, os
valores de liberagdo na primeira hora e a area sob a curva (ASC) dos
perfis de liberagdo (Figura 27) foram analisados através de ANOVA,
indicando que ambas as variaveis influenciaram a liberacdo do CET
(Featcutado™Frabelado; @ = 0,05).

Pela ANOVA pbOde-se verificar que houve diferengas
significativas entre os valores de ASC das microparticulas compostas
ndo reticuladas e reticuladas com glutaraldeido, independente da
concentracdo da quitosana utilizada.

Através da aplicacdo do teste de Tukey demonstrou-se que 0
aumento da concentragdo de quitosana de 1% para 1,5% ou 2%
diminuiu significativamente a ASC em 72h (Figura 27). Porém o efeito
de prolongamento foi mais relevante quando a concentracdo de
quitosana foi aumentada de 1% para 1,5% (P>0,05). Conforme discutido
anteriormente, a incorporacdao das microesferas de PHB na matriz de
quitosana provocou uma barreira adicional & difusdo do farmaco,
prolongando a liberagdo do ativo por um maior periodo de tempo. No
entanto, apesar de também significativo, o efeito de prolongamento foi
menos relevante nos valores de ASC em 72 h quando a concentracdo de
quitosana foi aumentada de 1,5% para 2% (P>0,05).

Para avaliar a influéncia da concentracdo de quitosana e da
concentracdo de reticulante sobre o efeito burst, os resultados da
guantidade de farmaco liberado em 1lh (Figura 27) foram analisados.
Através da ANOVA verificou-se que as concentracdes de quitosana nas
microparticulas reticuladas com glutaraldeido influenciaram a
guantidade de farmaco liberada na primeira 1 h de ensaio (burst release)

(Fcalculado>Ftabelado; a=0,05).
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Figura 27 - Efeito burst e efeito de prolongamento da liberacdo de
microparticulas de CET/PHB recobertas com 1%, 1,5% e 2% de quitosana nao
reticuladas e reticuladas com glutaraldeido.
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A aplicacdo do teste de Tukey demonstrou que ocorreu uma
reducdo significativa em 1 h de liberacdo quando a concentracdo de
quitosana foi aumentada de 1% para 1,5% e de 1,5% para 2% (P<0,05),
indicando que a reducdo do efeito burst foi efetiva quando se utilizou
uma maior concentracdo de quitosana, tanto antes da reticulacdo quanto
apos a reticulagéo.

A aplicacdo do teste de Tukey demonstrou, também, que a adicao
de reticulante diminuiu significativamente a ASC, independente da
concentracdo de quitosana, levando a um prolongamento da liberagcdo do
farmaco, em consequéncia da maior rigidez e hidrofobicidade da matriz.

As taxas de liberagdo de farmaco podem ser alteradas ndo so
variando a concentracdo de polimero ou de agente reticulante, mas
também o tipo de agente reticulante utilizado. Afim de estudar a
liberacdo do CET a partir das microparticulas compostas de CET/PHB-
Qt utilizando um agente reticulante natural, o genipin foi empregado
como uma alternativa de agente reticulante para a quitosana.

Os perfis de liberagdo do CET das microparticulas compostas
reticuladas com genipin encontram-se na Figura 28. Assim como 0
glutaraldeido, houve diferencas na liberacdo do farmaco apds a
reticulacdo da quitosana, especialmente nas primeiras horas, mostrando
gue o genipin também é um agente reticulante igualmente eficaz.

Em 1 h de liberac@o microparticulas de CET/PHB recobertas com
1%, 1,5% e 2% de quitosana diminuiram a liberacdo em cerca de 20%,
35% e 30% respectivamente, em comparacdo as particulas néo
reticuladas com as respectivas concentragdes. O efeito de
prolongamento na liberacdo de cetoprofeno também se mostrou efetivo
em comparacdo as particulas ndo reticuladas com as mesmas
concentracBes de Qt, apresentado um aumento no prolongamento na
liberacdo de 13% para particulas com 1% de Qt, 15% para particulas de
com 1,5% de Qt. e 20% para particulas com 2% de Qt (Figura 28).
Assim como nos resultados de liberagdo com o glutaraldeido, o efeito de
prolongamento das liberacbes pode ser calculado comparando as ASC
dos perfis de liberagéo.
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Figura 28 - Perfis de liberacdo do cetoprofeno a partir das microparticulas
compostas reticuladas com genipin, em tampdo fosfato pH 7,4. O gréafico menor
apresenta a faixa de tempo de O a 6 h.

Yuan e colaboradores (2007) mostraram que a liberagdo de
albumina a partir de esferas de quitosana tornou-se mais lenta apos a
reticulagdo com genipin e a liberacdo variava com o tempo e a
concentracao de genipin utilizado (YUAN, et al. 2007).

O efeito da concentracdo de quitosana e da reticulagdo com
genipin sobre a capacidade das microparticulas em prolongar a liberacéo
dos farmacos e diminuir o efeito burst também foram avaliados através
da ANOVA (Figura 29) (Feaiculado™Ftapelag0; o= 0,05).

O efeito do prolongamento da liberagdo do cetoprofeno apds a
reticulacdo com o genipin também foi significativo em todas as
concentracBes de quitosana. O teste de Tukey apresentou resultados
analogos da liberagho com microparticulas reticuladas com
glutaraldeido, tendo uma prolongamento da liberacdo do CET mais
relevante com o aumento da concentracdo de quitosana de 1% para
1,5%,do que de 1,5% para 2% (P>0,05).
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Figura 29 - Efeito burst e efeito de prolongamento da liberagdo de
microparticulas de CET/PHB recobertas com 1%, 1,5% e 2% de quitosana nao
reticuladas e reticuladas com genipin.
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A influéncia da concentracdo de quitosana e reticulante sobre o
efeito burst também foi analisada através da ANOVA, pelos resultados
da quantidade de farmaco liberado em 1h (Figura 29). Verificou-se que
as concentragbes de quitosana apds a reticulagdo com o genipin
influenciaram a quantidade de farmaco liberada na primeira 1 h de
ensaio (burst release) (Feaiculado™Ftabelado; @ = 0,05).

A aplicacdo do teste de Tukey demonstrou que ocorreu uma
reducdo significativa da liberacio do CET em 1h a partir das
microparticulas reticuladas com genipin quando a concentracdo de
quitosana aumentou de 1% para 1,5% indicando que a reducgéo do efeito
burst foi efetiva (P<0,05). No entanto, quando a concentragdo de
quitosana foi aumentada de 1,5% para 2% ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os valores para 1h de liberagdo
(P<0,05).

Desta forma, conclui-se que os resultados do ensaio de liberagéo
indicaram que a adicdo de ambos agentes reticulante levou a um
prolongamento da liberacdo do CET e minimizou o efeito burst
realease. A utilizacdo de maiores concentragdes de quitosana foi um
fator determinante na diminuicdo do efeito burst e também no
prolongamento da liberacdo dos farmacos a partir das microparticulas
reticuladas com genipin. Na Figura 30 é possivel observar ambos efeitos
nas microparticulas ndo reticuladas e nas particulas reticuladas com
glutaraldeido e com genipin.

A anélise de comparagdo quanto ao efeito burst entre os agentes
reticulantes indica que ndo ha diferenca significante quando a
concentracdo de quitosana nas microparticulas compostas é de 1%,
porém, quando a concentragdo de quitosana € aumentada o agente
reticulante genipin foi mais eficaz. Todavia no efeito de prolongamento
da liberacdo, ndo houve diferenca significativa entre os agentes
reticulantes.

Em face das reagBes quimicas descritas para a reticulacdo da
camada de quitosana nas microparticulas compostas, fica evidente que o
genipin é um agente reticulante tdo apropriado quanto o glutaraldeido,
podendo ser um substituto natural e muito menos toxico que o
glutaraldeido, ndo comprometendo assim a biodegradabilidade dos
polimeros utilizados.
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Figura 30 - Efeito burst e efeito de prolongamento de liberagdo de
microparticulas de CET/PHB recobertas com 1%, 1,5% e 2% de quitosana nao
reticuladas e reticuladas com glutaraldeido com genipin.
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5.5 ANALISE DO PERFIL DE LIBERACAO

Baseando-se nas caracteristicas fisico-quimicas do polimero, os
mecanismos de liberacdo de farmaco em uma matriz polimérica podem
ser caracterizados por trés tipos de processo (ARIFIN, LEE e WANG
2006):

i) difusdo através dos poros da matriz polimérica,
ii) difusdo através de uma matriz hidrofilica intumescida,
iii) erosdo da matriz ou degradacéo do polimero.

Com o intuito de investigar a influéncia da camada de quitosana
nas liberagdo in vitro do cetoprofeno e o mecanismo envolvido nesse
processo, 0 modelo tedrico de Baker-Lonsdale foi aplicado aos dados
experimentais. Este modelo matematico descreve a liberagdo de um
farmaco a partir de uma matriz esférica heterogénea por um processo de
difusdo e tem sido utilizado para linearizar resultados de ensaios de
liberacdo de microesferas e microcapsulas.

O ajuste dos dados de liberacdo a equacdo de Baker-Lonsdale foi
feito através dos minimos quadrados, apresentando valores de R
elevados. Nessa modelagem foram descartados os pontos de farmaco
liberado apds atingirem um plat6.

Uma abordagem mecanistica dos processos envolvidos na
liberacdo de farmacos é fundamental para ampliar o entendimento
desses sistemas. Na Figura 31 encontram-se as curvas obtidas apos a
linearizacdo dos perfis de liberacdo através do modelo matematico
descrito. Coeficientes de correlacdo linear proximos a 1 foram obtidos
para as microesferas de CET/PHB recobertas com quitosana ndo
reticuladas e reticuladas, conforme apresentado na Tabela 3.

Além disso, as microparticulas compostas ndo reticuladas e
reticuladas com glutaraldeido e genipin apresentaram caracteristicas
morfoldgicas semelhantes antes e apds o ensaio de liberacdo, sugerindo
que o principal mecanismo envolvido na liberagdo dos farmacos €
realmente a difusdo através dos poros da matriz polimérica.
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Figura 31 - Curvas obtidas ap6s a linearizagdo dos perfis de liberacdo de acordo
com o modelo matemético de Baker-Lonsdale.

A utilizacdo do PHB nas microparticulas deve-se ndo s6 ao fato
das suas caracteristicas biodegradaveis e biocompativeis, mas também
de apresentar um alto grau de cristalinidade o que interfere na
degradacdo do polimero mantendo as microparticulas e liberando o
farmaco apenas por difusdo. Além disso, com base nos estudos por Maia
e colaboradores (2004), a erosao de particulas de PHB e PHBV pode ser
considerada desprezivel em experimentos de liberagdo. A matriz
polimérica com o polimero PHB é muito hidrofébica com o meio
aquosa, 0 que poderia resultar em transporte andémalo do farmaco
(MAIA, SANTANA e RE 2004).

Os valores das constantes de velocidade de dissolucdo (k)
inseridos na Tabela 3 correspondem ao coeficiente angular das retas,
conforme representado na Equacdo 2.



87

Tabela 3 — Constantes de velocidade de dissolugdo (k) e coeficiente de
correlagdo linear (R) referentes aos perfis de liberagdo do cetoprofeno.

Baker-Lonsdale

Particulas Particulas Particulas
Teor Nao reticuladas reticuladas reticuladas
de Qt. com glutaraldeido com genipin
(% em miv) R K R K R K
1 0,9785 0,0183  0,9837 0,0073 0,9839 0,0074
15 0,9710 0,0189  0,9865 0,0066  0,9865  0,0068
2 0,9882 0,0094 0,9875 0,0044 0,9875  0,0045

A constante de velocidade de dissolucdo calculada para as
microparticulas diminuiram proporcionalmente conforme o aumento da
concentracdo de quitosana, para todas as particulas, ndo reticuladas e
reticuladas, indicando uma liberacdo mais lenta para maiores
concentracBes de quitosana, estando assim de acordo com os dados
estatisticos descritos anteriormente para os perfis de liberacéo.

Os valores das constantes de dissolucdo para particulas
reticuladas com glutaraldeido e com genipin foram bastante
semelhantes, pois conforme os perfis de liberacdo as velocidades de
dissociacdo foram bastante parecidas.

Por outro lado, houve um decréscimo na constante de dissolucéo
de quase quatro vezes entre particulas ndo reticuladas e reticuladas com
1% e 1,5% de quitosana. Ja para particulas com 2% de quitosana essa
variacdo da constante de dissociacdo foi apenas de metade comparando
particulas reticuladas e ndo reticuladas. Estes dados concordam com o0s
perfis de liberacdo das microparticulas apresentados nos graficos, as
quais apresentaram um efeito burst mais pronunciado para
microparticulas antes do processo de reticulagéo.

Os dados obtidos nos experimentos de liberagdo do cetoprofeno
foram matematicamente modelados pelo programa Oringin®(versao 8).
A descricdo matematica das curvas de liberacdo foi realizada pelo ajuste
dos pontos experimentais aos modelos monoexponencial (Equagéo 5) e
biexponencial (Equacdo 4). Os ajustes estdo representados na Figura 32.
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Figura 32 - Modelagem monoexponencial e biexponencial do CET.

Os coeficientes de correlacdo linear (R) dos perfis de liberagdo do
cetoprofeno podem ser visualizados na Tabela 4.

A escolha da equacdo que melhor descreveu os perfis foi baseada
no critério de selecdo do modelo (MSC), coeficiente de correlagdo R.
Quanto maiores os valores de R, melhor é o ajuste dos dados ao modelo.
A partir dos resultados, constatou-se que a equacdo Biexponencial foi a
mais adequada para descrever os dados experimentais.
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Tabela 4 - Modelagem cinética monoexponencial e biexponencial do perfil de
liberacao.

Teor de Qt. R

(% em m/v) Monoexponencial Biexponencial
Nédo 1 0,7948 0,9973
Reticulada 15 0,8185 0,9876
2 0,9103 0,9988
Reticulada 1 0,8957 0,9475
com 15 0,9634 0,9712
Genipin 2 0,9781 0,9922
Reticulada 1 0,9386 0,9925
com 15 0,9930 0,9962
Glutaraldeido 2 0,9935 0,9942

Dessa maneira, foi possivel inferir que o processo de liberacéo
consiste de duas fases. Em uma modelagem biexponencial de perfil de
liberacdo, representa uma etapa de liberacdo rapida do farmaco, burst
release, e uma etapa mais lenta se da por uma liberacdo mais controlada.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos sugerem que através da elaboracdo de
microparticulas compostas utilizando um  segundo  polimero
biocompativel e biodegradavel, a exemplo da quitosana, € possivel
prolongar a liberacdo do CET a partir de microparticulas de PHB.

A técnica de spray drying mostrou-se viavel para a obtencdo de
microparticulas de CET/PHB-Qt, podendo ser considerada uma
promissora técnica para o preparo de microparticulas compostas. A
utilizacdo de maiores concentracbes de quitosana e de reticulante
provocou uma diminuicdo do efeito burst e também um prolongamento
da liberacdo do CET.

A reticulacdo da quitosana influenciou a liberacdo do CET a
partir das microparticulas compostas ocorrendo assim uma diminui¢do
efetiva do efeito burst e um prolongamento da liberagdo do farmaco
estudado. O genipin mostrou-se tdo bom agente reticulante quanto o
glutaraldeido, podendo ser um substituto natural e muito menos toxicos
para reticulacdo da quitosana para fins farmacéuticos e medicinais.

Portanto, a liberacdo de ativos a partir de microparticulas
recobertas com quitosana pode ser modificada através da utilizacdo de
diferentes quantidades do polimero submetido ao processo de
reticulagdo e de diferentes tipos de agentes reticulante. Além disso,
também é possivel modular a liberacdo de ativos a partir desses sistemas
através da obtencgdo de diferentes graus de reticulagdo da quitosana.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como desdobramento da presente pesquisa, pode-se ainda
destacar as seguintes sugestoes para trabalhos futuros:

- Avaliar a liberacdo do farmaco cetoprofeno com as
microparticulas compostas in vivo,

- Reticular as microparticulas compostas durante a técnica de
spray drying,

- Avaliar a influéncia da temperatura no o grau de reticulagéo,

- Estudar a biodegradabilidade do sistema nas particulas
compostas apos a reticulacao,

- Pesquisar modelagem matematica envolvendo a liberacdo do
farmaco por técnicas de simulacdo numérica e correlacdes empiricas,

- Calcular através métodos tedricos e experimentais o coeficiente
de difuséo considerando o sistema poroso e ndo-poroso.
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ANEXO A — Tabelas de dados com os valores utilizados para
analise do efeito burst e da eficiéncia de dissolucéo

Efeito burst
Teor Néo . .
de Ot | Reticulada Glutaraldeido Genipin
1% 56,98 +1,7 37,330,2 37,84+0,2
15% | 49,83+0,3 27,95%0,1 18,16+0,3
2% 41,99 +05 19,7804 11,66+0,7
Eficiéncia de Dissolugdo
Teor Nao Genipin Genipin
de Qt Reticulada P P
1% 84,9+0,7 74,1+ 0,3 71,80,2
1,5% 77,7+04 64,1+ 0,2 61,9+0,2
2% 76,7+0,8 55,8+ 0,5 56,3+0,1




