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RESUMO

Farmacos conhecidos e ja consagrados, como a aspirina, bem como os
mais recentes, como proteinas produzidas pela engenharia genética, cujos
sistemas convencionais de absorgdo, sdo comprometidos pelos efeitos
colaterais severos, requerem novos sistemas de liberagdo, que permitem na
maioria dos casos, uma melhoria terapéutica, sem causar danos a saude do
paciente. Pesquisas realizadas pelo grupo QUITECH, do Departamento de.
Quimica, da Universidade Federal de Santa Catarina, tem procurado
desenvolver sistemas alternativos e que sejam economicamente viaveis, para a
microencapsulagdo de farmacos, horménios, proteinas, corantes, entre outras,
utiizando-se do biopolimero quitosana, obtido através de desacetilagdo da
quitina, a qual é extraida de uma variedade de animais marinhos,
principalmente do camarao. Este trabalho objetiva enfocar um novo sistema de

liberaggo, utilizando-se_do. farmaco- acido acetil salicilico; usando como suporte

um complexo polimérico de QTS-PAA [quitosana-poli-(acido acrilico0], o qual..

foi preparado_e caracterizado a partir da reagdo de enxerto do poli-(acido

acrilico) sobre a quitosana modificada com o glutaraldeido e cianoboroidreto de
sédio para formar microesferas. Foram estudados, a impregnag¢ao da aspirina
nas microesferas, e a liberagdo do farmaco in vitro, em pH 1,2, 6,8 e 9,0,
simulando o TGl (Trato Gastrointestinal), procurando minimizar um dos seus
efeitos colaterais mais pronunciados, que € a irritagdo gastrica, evitando a
liberacdo do farmaco em pH &cido. O grau de reticulagdo e o grau de
intumescimento foram analisados. Cinéticas de liberagado isolada e seqtiencial
foram feitas durante até 12 horas, e a concentragdo do farmaco impregnado e
liberado foram determinados utilizando-se espectrofotometro U.V. visivel. A
morfologia das microesferas, impregnadas e apés liberagéo foram verificados e
comprovados por microscopia eletrdnica de varredura (MEV) e microscopia
Otica estereoscéopica (MOE). O desenvolvimento desta pesquisa dimensiona

sua importancia ndo somente na area quimica mas também farmacolégica.

-«
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ABSTRACT

As soon it became clear that world-widely distinguished and known drugs
such as aspirin as well the more recent, such as proteins produced by genetic
engineering, which conventional release and absorption systems are
compromised by the severe collateral effects, efforts were directed at finding
new release systems that would do the improvement in the therapeutic efficacy
with no damage to the wealth of patients. The research carried by QUITECH,
based in the Departament of Chemestry, Universidade Federal de Santa
Catarina, has prescred the development of alternative low-cost systems, for the
microencapsulation of drugs, hormones, proteins, dyes and other organic
molecules. We are using the biopolymer chitosan, obtained from desacetylation
of chitin, extracted from sea organisms, mainly from the shrimp. Our scope is
the use of a polymeric complex of QTS-PAA [Chitosan-poly(acrylic acid)], for
controlled delivery of aspirin- The complex-was prepared by insertion of PAA on’
chitosan, modified with glutaradehyde and sodium borohydride, forming

microspheres. We studied. the- weight of aspirin in the microspheres and drdg_ .

delivery in vitro at 1,2, 6,8 and 9,0 pH units, simulating TGl ( Gastrointestinal
Tract). The reticulation and swelling were analysed kinetics of delivery ( alone
and sequential ) were measured by 12 houfs, by U.V. spectrophotometry and
morphologycal analysis of the microspheres through SEM micrographs and
steroscopic mycroscopy. The results of this work have importance in chemestry
and pharmacy development.
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1 INTRODUGAO

O presente trabalho trata do estudo de novo sistema de liberagcéo de drogas
ou farmacos no Trato Gastrointestinal, procurando desenvolver sistemas eficientes
e proporcionalmente mais econdmicos, pois sabe-se que, para se criar novas
moléculas ou férmacos,‘séo necessarios milhdes de doblares, e um tempo
razoavelmente longo de pesquisas, ao passo que, para se methorar um sistema
de liberagdo dos farmacos, ja existentes no mercado, o custo € bem mais
reduzido, sendo consequéntemente uma alternativa mais viavel.

Hoje, farmacos mundialmente conhecidos e consagrados, como acido acetil
salicilico, bem como os mais recentes, como proteinas produzidas pela

engenharia genética, e outras, cuja liberagdo e mesmo absor¢ado é complicada,

causando efeitos colaterais severos, nos sistemas convencionais, obrigam a

_estudos-de- novos sistemas de liberacdo, permitindo na maioria dos casos uma

melhoria na eficacia terapéutica, sem causar danos a satde do paciente. A

Engenharia Genética; Biotecnologia, Bioinorganica, pésddisam novos sistemas de
liberagdo de farmacos, pois sabidamente € o caminho de desenvolvimento a curto
e médio 'prazo com possibilidades de sucesso neste tema.

Pesquisas realizadas pelo grupo QUITECH, do Departamento de Quimica,
da Universidade Federal de Santa Catarina, tem procurado desenvolver sistemas
alternativos e que sejam econdmicamente viaveis, para a microencapsulagdo de
farmacos, enzimas e agentes complexantes, utilizando-se do biopolimero
quitosana, obtido através de desacetilagdo da quitina, a qual é extraida de uma
variedade de animais marinhos, principalmente do camaréo.

Uma série de trabalhos tem demonstrado a importancia da utilizacdo da
quitosana na microencapsulagdo de substancias, devido principalmente as suas
caracteristicas fisico-quimicas, facilidade de obten¢do, seu baixo custo, e ainda
devido a sua baixa toxidade.

A quitosana, por ser um polissacaridio catidénico, tem sido utilizada como



excipiente em algumas formulagbes farmacéuticas orais, para melhorar a
solubilizagdo de farmacos de baixa solubilidade ou para sustentar a liberagéo de
farmacos pelo lento processo de erosdo. Artigos recentes tém mostrado que a
quitosana pode ser degradada pela microflora presente no célon, o que facilitaria
sua utilizagdo como microcapsula ou microesfera, pois a liberagdo de substancias
nesta regido pode ser facilitada. Existem varias técnicas (por ex. emulséo por
separacéo de fases, spray drying) para se produzir microesferas de quitosana,
sendo que, 0 método adotado pode influenciar as caracteristicas morfolégicas e a
liberagdo dos farmacos que ela contém.

Portanto este trabalho, objetiva desenvoiver um novo sistema de liberagéo
in vitro para o farmaco acido acetil salicilico, mundialmente conhecido por sua
acdo analgésica, antipirética, antiinfamatéria, e recentemente na prevengéo de
cardiopatologias e doengas vasculares, no tratamento do cancer etc., usando
como suporte um complexo polimérico de QTS-PAA {quitosana -

-acrilico)}-- —---—- -~ TT T

A relevancia deste trabalho, esta no sentido de preparar, e caracterizar um
sistema polimérico QTS-PAA ‘para impregnar o &cido acetil salicilico 7em
microesferas e controlar a liberagao in vitro do farmaco, em pH ideal simulado, no
TGI, procurando minimizar um dos seus efeitos colaterais mais pronunciados, que
é a irritagdo gastrica, que muitas vezes leva até uma uiceragdo com sangramento
em muitos pacientes, evitando a liberagdo do farmaco em pH acido, produzindo
um maior conforto e seguranga na administragdo do medicamento. O
desenvolvimento desta pesquisa dimensiona sua importancia nédo somente na
area quimica mas também farmacoldgica.

poIi-(écidq‘ )



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Acido Acetil Salicilico

O Acido Acetil Salicilico é a droga mais consumida em todo 0 mundo, em
Leviticus (Biblia), é feita referéncia as folhas e galhos de salgueiro que nasce nos
riachos, como sendo medicinal. Ha quase 2400 anos atras HipOcrates relata o uso
de extrato de cascas de salgueiro e cascas de alamo para aliviar a dor e o sintoma
de varias doengas e em trabalhos de parto’. Indios americanos relatam o uso de
chas especiais de cascas de arvore de salgueiro para reduzir a febre. Em 1763, o
Reverendo Edward Stone, introduziu os extratos e chas de casca de salgueiro,

descrevendo pela primeira vez seus efeitos antipiréticos, e no ano de 1800 foi

isolado. e-identificado -o-principio ativo da casca de salguelro [e flores da planta
“Campina Doce” (meadowsweet plant)], como sendo ) acudo sahcmco ( Salix,
nome latino da arvore do salgueiro ).

O acido salicilico, teve sua estrutura quimica determinada por Charles
Gerhart, que reagiu o salicin com cloreto de acetila sintetizando o acido salicilico,
pela primeira vez em laboratério e em 1860 Kolbe conseguiu sintetizar o acido
salicilico, partindo do fenol (sintese de Kolbe)'.

“Uma mistura preparada com 50 partes de acido salicilico e 75 partes de
anidrido acético é aquecida por cerca de 2 horas proximo de 50 °C num baldo de
refluxo. Um liquido claro € obtido do qual, quando resfriado, € extraido uma massa
cristalina , que é o acido acetil salicilico. O excesso de anidrido acético &€ extraido
por press&o e o acido acetil recristalizado em cloroférmio seco’. Estas anotagdes
de Félix Hoffmann Jr, quimico que trabalhava nos laboratérios da Bayer, que, em
1897, sintetizou o acido acetil salicilico a partir do acido salicilico'. O grupo acetil,
mascara efetivamente a acidez da droga durante a ingestao, contudo depois que
passa para o intestino delgado é convertido novamente em acido salicilico, onde



ocorre a absor¢do passando para a corrente sangilinea, onde sua agdo alivia a
dor. O acido acetil salicilico provoca irritagdo estomacal em alguns individuos e,
avalia-se que aproximadamente 1 mL de sangue é perdido da parede do
estébmago por grama consumida®, devido a agdo corrosiva.

Atuaimente, o acido acetil salicilico é a droga comercial farmacéutica mais
usada no mundo, e cujas propriedades a tornam indicada para dor (tratamento
sintomatico), febre (tratamento sintomatico), inflamagbes ndo reumaticas e
reumaticas (artrite reumatéide, artrite juvenil, febre reumatica) e profilaxia de
distarbios tromboembdlicos®.

Figura 1. Estrutura quimica do acido acetil salicilico

A massa molar do acido acetil salicilico é de 180,16, sendo sua férmula
molecular CgHsO4 e a composi¢gdo quimica possui 60% de carbono, 4,48% de
hidrogénio e 35,52% de oxigénio, ponto de fusdo em torno de 135 °C, com um
pKa em torno de 3,5 e estrutura cristalina. A nomenclatura IUPAC é acido 2-
(acetiloxi) benzdico.

E importante ressaltar que os salicilatos sdo componentes de varias
associagbes medicamentosas com paracetamol e outros analgésicos e/ou



antitussigenos, com indicagdo em resfriados, gripes e outras situagbes que
causam dor e febre®.

Devido a agéo anticoagulante, o acido acetil salicilico tem contra indicagéo
relativa em pacientes com histéria de sangramento gastrintestinal, disturbios da
hemostasia e ou portadores de tlceras®. A dose recomendada é de 325 mg/dia,
com aumento até 1g/dia (1.000mg/dia) em pacientes com prolapso de valvula
cardiaca, ataques isquémicos e no tromboembolismo cerebral recorrente, na
prevengdo da trombose coronaria pés-transplante usa-se 1 g, fracionada até 3
vezes/dia, associada com dipiridamol. Contudo, ha estudos clinicos comprovando
eficacia até mesmo com 100 mg/dia ou 325 mg cada 48 horas.®

E apresentada em numerosas e diversas dosagens nas suas formulagdes
simples, de liberagdo prolongada e nas associagbes. Ha divergéncia entre as
apresentacgdes utilizadas no mercado brasileiro (500 mg) e no mercado americano

(325 mg). Como € habitual, existe grande tolerancia a doses maiores (por = __

,,‘exemplb-:——a- —-diferenga - “entre "dose necessaria 7|':>?a_rva- se _obter o efeito
analgésico/antipirético e o efeito antipirético)>. O acido acetil salicilico &
rapidamente absorvido no trato gastrintestinal sendo pércié!mehté hid_rolizado para
o salicilato na primeira passagem pelo figado e amplamente distribuido pela
maioria dos tecidos. Efeitos toxicos relevantes somente ocorrem se a dosagem for
maior que 400 mg/mL de sangue. E metabolizado para o salicilato (99%), e o
tempo de meia-vida na eliminagdo é de 15 minutos. Os alimentos retardam a
absor¢éo mas nao prejudicam a quantidade total absorvida. Liga-se 80 a 90% as
proteinas plasmaticas, principalmente a albumina®. A duragdo do efeito de
comprimidos simples € de 4 a 5 horas. Os salicilatos e seus metabdlitos sao
eliminados principalmente por biotransformag&o hepatica e excregéo renal®.
Quanto ao mecanismo de acgao, interfere na sintese da prostaglandina (o
hormédnio responsavel pela dor e inflamagéo) por inibir a enzima cicloxigenase
tromboxano em nivel central e periférico. Os efeitos antipiréticos resultam da
inibicdo da sintese da prostaglandina no hipotalamo, aumenta a vasodilatacéo e o
suor. A inibicdo da cicloxigenase também resulta numa diminuigdo da agregagéo



plaquetaria no sangue, prevenindo a formagdo do agente tromboxano A2; a
inibicdo é irreversivel nas plaquetas expostas a esse medicamento, prolongando o
tempo de sangramento'.

Pode prolongar hemorragias, pois inibe a coagulagdo plaquetaria, ndo deve
ser ministrada a pacientes com hemofilia, e ainda agravar os casos de ulcera
gastrica ou péptica. Se consumida com alcool regularmente, pode vir a provocar
ulceragdes. E importante destacar que hoje o maior uso é no combate de
cardiopatologias e doengas cardiovasculares. Além disso, a aspirina é utilizada no
tratamento de cancer, mal de Alzheimer e outras doengas’.

Seu maior efeito colateral, € a agressdo ao trato gastrintestinal. Scruton
adicionou CaCO;, tamponando o acido acetil salicilico. Isto também foi feito com
MgO e MgCO;, e a tamponagdo mostrou-se eficaz na diminuigdo da agressdo
gastrintestina!’. Outra idéia foi a encapsulagao do acido acetil salicilico com uma
fina membrana da etil celulose, impedindo que o mesmo fosse dissolvido no

. estdmago, -mas somente no intestino'.

2.2 Acido acrilico e poli-(4cido acrilico)

O é&cido acrilico € um acido moderadamente forte, irritante e tdxico para
pele e olhos, e sua polimerizagdo em meio aquoso, via radical livre, leva a
formag&o de poli-(acido acrilico). Com uma constante de dissociagéo de 5,5 x 10,
apresenta uma densidade de 1,045 g/mL e ponto de ebulicio de 141°C%’. O
processo industrial com maior resultado na obtencéo sintética do acido acrilico é
através da oxidagao ao ar da acroleina. O termo acrilato, é referente a uma classe
de polimeros derivados do acido acrilico (CH, = CHCO3) e metacrilico (CHz =
CHCOzH). Tem como derivados mais comuns os ésteres acrilicos, anidridos
acrilicos e acroleina®.

A polimerizagdo deste mondmero se da em meio aquoso, por mecanismo



de radical livre utilizando-se como iniciador redox o [Ce(IV)], na forma de nitrato de
cério amoniacal, solivel em agua, e de um agente de transferéhcia (como por ex.
écido mercaptossuccinico), e essa reacéo é realizada em temperatura entre 50 °C
e 100 °C &, |

O poli(acido acrilico) é soltivel em solventes polares, como metanol, etanol,
etileno-glicol, dioxano, dimetilformamida (DMF), agua e também bases diluidas. E
insoliivel em solventes apoiares, como hidrocarbonetos aromaticos e alifaticos,
ésteres e cetonas e devido a sua solubilidade em agua, tem muitas aplicagdes
como; gomas téxteis, agente de suspensdo para pigmentos inorganicos, adesivos
e espessantes, sendo preferido por apresentar a melhor estabilidade hidrolitica,
suscetivel de polimerizagéo, por existéncia de um radical simples e por ser barato
e de facil aproveitamento.

o AMAMMACH-m_CHy-—-CH- =-CHy =~ CH "= CH, WWWW
COOH _ “C OOH ~_ COOH.

Figura 2. Estrutura quimica do poli-(acido acrilico)

O arranjo tatico dos residuos monoméricos, nos polimeros hidrofilicos, pode
influenciar a solugdo ou as propriedades de intumescimento®. O poli (&cido
acrilico) é muito sensivel ao pH, mas a sua forma espiral "estendida” pode
suportar até 25% de ionizagdo'®. Por essa razdo, a sua titulagio acido-base
permite determinar o pKa ou pKb aparente'!'?, como fungdo do grau de ionizagdo
ou de protonagdo. Conclui-se que o tamanho do poli-(acido acrilico), diminui com a
reducéo dos mondmeros nos polimeros e desaparece quando a fragdo molar é ao
redor de 10%'?, e o peso molecular do poli-(acido acrilico) é de aproximadamente



20.000 daltons, e sua finalidade € a de introduzir nova funcionalidade ao polimero
e uma das vantagens de seu uso é a sua biocompatibilidade'?.

2.3 Quimica dos biopolimeros quitina e quitosana

Segundo polissacaridio mais comum na natureza, a quitina, € produzida por
uma variedade de animais marinhos, insetos e fungos. Sao produzidos bilhdes de
toneladas anualmente, principalmente por animais marinhos, representando
grande parte dos componentes da estrutura organica desses invertebrados'’. Esta
presente na casca e carapaga de artrépodes, juntamente com proteinas, lipidios e
carbonato de calcio. As cascas de crustaceos com 15 a 20% de quitina, 25 a 40%
de proteinas, lipidios e carbonato de caicio.
E um biopolime_r_pﬁ_c_ig _afltav_r_h\a_s,sa ‘molecular constituido .em sua maioriade- -~~~ "

" unidades B:(i-4)—2—acetamido—2—desoxi—D—gIicose. Pode ser considerada como
um derivado da celulose, na qual os grupos hidroxila referentes-ao carbono-2, tem -
sido substituidos por residuos acetamido e por essa razdo assemelha-se a
celulose em muitas de suas aplicagbes'’. Devido a sua natureza ela é menos
atacada pelos reagentes quimicos que a celulose, sendo portanto mais estavel
quimicamente. Com os dados sobre a viscosidade em acido nitrico (Hackman e
Goldberg)'’, concluiu-se que a massa molar da celulose e quitina obtida a partir de
cascas de siri (Scylia serrata), foram semelhantes e, em torno de 1.036 x 10°
Daltons'’.

A quitina é um pé cristalino ou amorfo, insolivel em agua, solventes
organicos, acidos diluidos e alcalis. Dissolve-se em acidos minerais concentrados
com simultdnea degrada¢do do polimero. Pode ser dispersa em uma solugéo
concentrada e quente de tiocianato de litio e assim ocorre sua reprecipitacdo em
alcool, acetona ou agua'®??'. A grande estabilidade observada da quitina, e da

celulose, possibilita que as mesmas, atuem como constituintes estruturais em



plantas e animais, devido a disposi¢do equatorial estavel de todos os substituintes
e as semelhangas nos anéis de p-(1,4) piranose. A configuracao B das ligagoes
glicosidicas também permitem uma estrutura de cadeia aproximadamente linear
com fortes ligagdes de hidrogénio'®.

E um polimero biocompativel, biodegradavel e quase atéxico com LDsg
16g/Kg. O processo de biodegradagio ocorre por hidrélise enzimatica através de
um mecanismo de despolimerizacdo, semelhante ao das paredes celulares das
bactérias e dos fungos. Essa molécula de estrutura quimica similar & da celulose,
degradada por lisozima, presente no corpo humano, e por quitinase. A quitina
pode ser caracterizado pela técnica de espectroscopia de Infravermelho.

Quando o grau de N-acetilagdo é inferior a 50% a quitina apresenta-se
solivel em solugdes acidas diluidas e € chamada de quitosana. a qual é obtida por
uma reag¢ao de hidrdlise basica da quitina, resultando num biopolimero constituido
de unidades de B-(1-4)-2-amino-2-desoxi-D-Glicose, apresentando em sua cadeia

_. —- - uma- faixa-de ‘aproximadamente 70 a 90% de grau de desacetllac;,ao A presen¢a
de grupos amino confere a quitosana solubilidade em uma faixa de pH ate 6,1 em
determinados solventes, como Aacidos orgamcos “diluidos (aC|do acetlco acido

féormico ), e acidos inorganicos, originando solugdes viscosas e também

propriedades como polieletrdlito e agente quelante, e grandes possibilidades na

formagao de filmes, fibras e membranas'®?%,

- 2
OH
- O\ m/
O NH, V"0 NHCOCH,
n

Figura 3. Estrutura quimica da quitosana.
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2.3.1 Determinagdo do grau de desacetilagao da quitosana

A determinagéo do grau de desacetilagdo tem sido realizadas através da
espectroscopia IV*, espectroscopia  UV*, e ftitulagio condutométrica®.
Recentemente as téchicas de RMN e cromatografia gasosa tem sido empregadas.
A técnica de espectroscopia IV, comprova a remogédo do grupamento acetila da
estrutura da quitosana, através do desaparecimento da banda da carbonila da
amida. Um novo método para determinagéo do grau de N-acetilagdo da quitosana
foi proposto por Aiba*®, baseado na espectroscopia ultravioleta, utilizando as
absorbancias em 220 nm, (referentes aos grupos acetamidas), é considerado um
bom método analitico. Outro método pode ser empregado utilizando-se a técnica
de cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC), com um suporte de permeagéo a
gel e um detector U. V. '

451
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Figura 4. Grafico de representa¢do do grau de desacetilagdo da quitosana
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Foi constatado que as areas dos picos de absor¢gdo U. V. nos
cromatogramas foram proporcionais as concentragées de grupos acetamidas, e
portanto, ha uma relagdo linear com o grau de N-acetilagdo das amostras simples
de quitosana. Atualmente um dos métodos mais utilizados para determinagéo da
porcentagem de desacetilagdo da quitosana € a titulagéo condutométrica’™. O
método envolve a titulagdo da quitosana em presenga de um excesso de acido
forte, com NaOH 0,1 mol/L. A neutralizagio da fungdo NH;" e do excesso de
acido, é definido pelos dois pontos de inflexdo observados na Figura 4.

Aplicando-se a equagédo 1,

M(V, - V161

%NH, =
W

00 (1)

Pode-se determinar o contetido de grupos acetilas presentes na quitosana;
onde V; representa o volume. do primeiro ponto de equivaléncia; V, representa 0 -
volume do segundo ponto de equivaléncia; W representa a massa original do
polimero e Mnaon @ concentragdo em mol/L de baée.

As moléculas de quitosana contém os grupos funcionais, OH e NH; e
NHCOCHs3;, sendo o grupo NH2 mais ativo que o grupo hidroxila. As moléculas de
quitosana sdo soluveis em meio acido diluido, necessitando por isso ser
insolubilizada por reticulagdo. O agente reticulante utilizado neste trabalho foi o
glutaraldeido, que apresenta a formula molecular CsHsO, e uma massa molecular
de 100,11. Sua LDsp € de 25% em ratos.

O glutaraldeido € utilizado para inibir a solubilizagdo da quitosana, através da
formagéao da base de schiff, com seus grupos aldeidos e os grupos amino livres da

glucosamina do polimero, produzindo uma cadeia polimérica reticulada mostrada
na figura 5.



12

Figura 5. Reagao de reticulagcdo da quitosana pelo glutaraldeido

2.3.2 Aplicagcbes médicas, farmacéuticas e cosméticas da quitina e
quitosana

A quitosana vem sendo aplicada em membranas para hemodidlise,
cicatrizante de feridas e queimaduras, na forma de peliculas de quitosana e
solugdes de quitina, e através de acdo bacteriostatica de solugbes de quitosana
em acido acético, para o tratamento de feridas provocadas por fungos ou
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bactérias?*?; Amplamente utilizada como agente anticolesterol, como fator

anticoagulante do sangue e ainda em materiais dentarios, recentemente como
biomembrana artificial para encapsulagdo de farmacos e de enzimas.

A primeira aplicagdo da quitosana em cosmeéticos foi divulgada pela “Fine
Cosmétics Co. of Japan”, em 1986'. A quitina e quitosana podem entrar na
composi¢éo de cremes, xampus e dentifricios. O produto obtido pela oxidagao da
quitina com hipoclorito, tem propriedades cosmeéticas similar ao polissacarideo
natural, acido hialurdnico (HLA), e portanto, tem sido usado como seu substituto.

2.4 Reagdes de copolimerizagdo de enxerto

A industria quimica vem utilizando produtos denominados de polimeros
__hidrossolaveis,- em varios. campos, -como- téxteis,-tintas e -corantes,-alimentos;
medicina, biotecnologia e tecnologia de separagado. Polimeros de cadeias com
mais de um tipo de unidade monomérica, chamados de “copolimeros”’, geralmente
apresentam propriedades superiores aos seus homopolimeros (cadeias com
apenas um tipo de unidade monomérica). A capacidade dessa cadeia polimérica
de se ordenar com uma distribuicio completamente aleatéria (copolimero
estatistico) ou com uma alternancia rigorosa das unidades (copolimero alternado)
ou ainda quando se alternam sequéncias de unidades quimicas iguais
(copolimeros em bloco) é que ira, sem duvida, caracterizar e influénciar nas suas
propriedades?’?®?°,

Através de reagdes de copolimerizagdo obtém-se moléculas com
propriedades diferentes e muitas vezes superiores quando comparados com 0s
materiais de partida. Literaturas mais recentes mostram que estudos de reagdes
de copolimerizagdo de enxerto com polimeros naturais, uma classe especial de
copolimeros chamados de copolimero enxertado, vem despertando grande

interesse cientifico tecndlogico. Varios monémeros como metacrilato de metila®**!
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30,32 30,33,34

acrilato de butila®!, acido acrilico 35,3637

, acetato de vinila , acrilonitrila
acrilamida'®3¢*® foram copolimerizados por enxertia sobre a celulose usando
varios sistemas iniciadores. A sintese de copolimeros enxertados envolve a
formagéo de sitios ativos na cadeia principal do polimero por qualquer método
iniciador. Os copolimeros enxertados podem ser sintetizados por iniciagdo
catidnica, anidnica ou radical livre.

A copolimerizagdo, via radical livre, com nitrato de cério (IV) amoniacal
como iniciador redox, apresenta inumeras vantagens sobre outros. Dados da
literatura comprovam que o iniciador cério (IV), é bastante efetivo para esse tipo
de reagao, pois as reagdes podem ser conduzidas a temperatura ambiente e com
pouca formagdo de homopolimero, relativa facilidade de aplicagdo e também pela
eficiéncia da enxertia®. Foi comprovado que quando a celulose é oxidada por sais
de cério (nitrato ou sulfato de cério (IV) amoniacal), radicais livres capazes de
iniciar a polimerizagéo vinilica sdo formados na celulose. A reagdo de enxerto €
~__usualmente mais favorecida do que a formagéo do_ homopolimero._. .

Outros trabalhos envolvendo mondmeros vinilicos, como acrilonitrila*2
acrilamida®®*, acido acrilico**, usando Ce (IV), como iniciador redox foram
publicados em reagdes de enxerto em que ions céricos formam um efetivo par
redox com varios agentes redutores como alcoois primarios*®*?, aldeidos®®4?,

acidos*® e aminas*%*?

, para a polimerizagdo de monémeros vinilicos. Trabalhos
recentes, realizados no Departamento de Quimica da UFSC, mostraram também a
eficiéncia em se utilizar o ion cério (IV) como iniciador redox para reagdes de
copolimerizagdo de enxerto. Moecke*® e Baggio45 realizaram estudos sobre quitina
e quitosana através de reag¢des de copolimerizagdes de enxerto com 0 monémero
vinilico acrilonitrila (AN). Para essas reagdes foi investigado o efeito da
concentragdo do iniciador cério (IV), da temperatufa, tempo de reagédo e
concentracdo do mondmero, no meio reacional. Os resultados obtidos por
Moecke® e Baggio®® , estdo de acordo com o mecanismo radicalar proposto por
Saha e Chaudhuri*? para a enxertia sobre a celulose.

Recentemente trabalhos de enxertia de acrilamida e acido acrilico sobre
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quitina, foram desenvolvido por Kurita e colaboradores**, e de acrilamida sobre
quitosana, desenvolvido por Kim e colaboradores*®. O método descrito por Kim
baseia-se no processo de extrag&o do homopolimero, utilizando uma mistura de
agua e acetona. Ja o método descrito por Kurita*, apresenta como principais
diferencas o tempo de extragcdo muito reduzido e um enorme excesso de ion cério
(IV) utilizado para iniciar a reagéo de copolimerizagéo.

Certas reagdes de enxerto, estudadas cuidadosamente, permitem calcular,
em fungdo de determinados parametros de reagdo, como tempo e temperatura, a
concentragdo dos compostos empregados ( iniciador, mondmero, etc. )'*'¢ e o
grau de enxerto (%G), o qual pode ser determinado pela equagao 2:

%G =22"" 4100 (2)

m,

-——onde %G é o.grau_de_enxerto(%), P41 &€ a massa.do polimero nao enxertado.(mg)
e P2 & a massa do polimero enxertado (mg).



2.5 Trato gastro-intestinal humano (TGl)
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Tabela 1. Sistema digestivo humano com seus diversos segmentos e érgéos

vesicula biliar

anexos
boca
Alto faringe
esofago
Estdmago
Médio duodeno
Intestino delgado jejuno
ileo
. ....Tu.be_______.... ceco T T~
Digestivo coélon ascendente
Intestino colon transverso "~
baixo grosso colon descendente
curva sigméide
reto
anus
glandulas salivares
dentes
Orgéos lingua
Anexos pancreas
figado
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2.5.1 Segmentos do TGl humano que influenciam a liberagdo de farmacos

Estdmago é um 6rgdo de paredes musculosas (musculatura lisa), em forma
de bolsa, cuja mucosa é dotada de numerosas células de atividade secretora. O
acido cloridrico e a pepsina (enzima proteolitica), séo integrantes do suco gastrico
e decorrem da agdo glandular de células diferenciadas. A pepsina surge a partir
do pepsinogénio (precursor), quando este estd em meio acido (acido cloridrico).
Outras células produzem a mucina gastrica (glicoproteina gelatinosa), que reveste
a mucosa do estdbmago, impedindo que o proprio suco gastrico possa agir sobre
ela. Outras células ainda produzem um hormonio, a gaétrina, que langada no
sangue, estimula a produgdo do suco gastrico, desencadeando a agéo digestiva
do estémago®.

No intestino delgado, a primeira por¢cdo é o duodeno, é relativamente
—curto, medindo uns 15 cm de comprimento, com uma trajetéria em forma de C. A
presenca de determinadas substancias em seu interior, ainda acidas, estimulam
enterogastrona, a secretina e a colicistocinina®*.

O primeiro desses hormdnios, langado no sangue, deve atuar no estémago,
sobre células secretoras do suco gastrico, desativando-as, a fim de que, estando
aquele érgdo com sua ag¢ao terminada, pare de produzir o acido cloridrico e a
pepsina. A secretina langada no sangue, vai estimular o pancreas a produzir o
suco pancreatico e langa-lo sobre quimo, ainda no interior do duodeno. A
colecistocinina, igualmente langada no sangue, vai estimular as contragcées da
vesicula biliar, induzindo-a a ejetar a bile também sobre o quimo, no duodeno.

A bile e 0 suco pancreédtico sdo altamente alcalinos (basicos) e, assim,
neutralizam a acidez do quimo. Isso € muito importante, ja que as enzimas
intestinais, que deverdo dar continuidade ao processo digestivo, s6 atuam, todas
elas, em pH alcalino. A bile tem alto poder de emulsdo das gorduras, isto é, ela

desmembra as por¢des mais volumosas de lipidios em goticulas extremamente
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numerosas, facilitando a agcédo das lipases pancreaticas e intestinais, que deverao
atuar na hidrélise de gorduras®®. E produzida no figado e apenas acumulada na
vesicula biliar, para elimina¢do no momento oportuno. |

O suco pancreatico & a secregdo mais rica em enzimas de todo o tubo
digestivo (tripsina, quimotripsina, polipeptidases, carboxipeptidases, lipaseses
pancredticas, nucleases, etc.).Sob a agdo desse conjunto de enzimas digestivas, o
contetido gastrico passa para o jejuno-ileo, que compreende a grande por¢do do
intestino delgado, com mais de 5 metros de comprimento, que se dispde em
numerosas dobras, chamadas algas intestinais. O transito intestinal no jejuno é
rapido, razao pela qual ele se mostra quase sempre vazio, justificando seu nome.

No trajeto pelo intestino delgado, o contelido gastrico torna-se liquido, pois
recebe uma grande quantidade de agua, juntamente com as secregdes
glandulares, onde ocorre intensa absor¢do das substancias ao longo da mucosa
intestina. Essa absor¢ao ocorre com muita intensidade no intestino delgado, pois .
no intestino grosso praticamente n&o ocorre mais absorgdo®.

Intestino grosso compreende o ceco, os célon ascendente, transverso e
descendente, seguindo-se o reto e o anus, tem por fungdo quase que
exclusivamente a absor¢cédo de agua, do bolo fecal, que passa para seu interior.
Tem cerca de um metro de comprimento e o bolo fecal comeg¢a a assumir um
aspecto pastoso, escuro, rico em material nao assimilavel, com grande nimero de
bactérias, € uma vez perdendo toda agua assume consisténcia sélida e chega ao
reto, onde se acumula até o instante de sua eliminagao®.

2.5.2 Fatores fisiolégicos do TGl que influenciam a liberagao intestinal.

Os fatores fisioldgicos que influenciam a liberagéo intestinal sdo, o tempo
de transito, flora microbiana, peptidases, placas de peyer e a area da luz intestinal.

O tempo de transito no estdmago é de 30 minutos a 4 horas e trinta
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minutos, e de 3 horas a 4 horas e trinta minutos no intestino delgado, sendo
portanto relativamente curto, no intestino grosso de 4 até 16 horas, e por
conseqiléncia, favorece uma maior absor¢do no colon®®. O pH do colon é
relativemente constante (entre 7,5 a 8,0), enquanto o pH do intestino delgado
sofre maiores variagbes (entre 6,3 a 7,5); e por conseqiiéncia tera menor
influéncia na absorgdo de formulagdes coldnicas®. A flora microbiana no célon
humano contém cerca de 400 espécies diferentes de microorganismos, sendo
esta flora de 10° a 10"g do contetido®” do TGI, o que favorece a uma intensa
atividade microbiana, levando a liberagdo de exotoxinas, endotoxinas, enzimas
que produzem liberagdo de farmacos ou da conversdo de pré-farmacos em
medicamentos®®. Quanto as peptidases a atividade peptidica € maior no intestino
delgado e decresce muito no célon, que determina uma grande importéancia tanto
para a absorgio peptidica bem como para a estabilidade do peptideo®®. Placas de
Peyer, constituem-se de um agregado de células linféides, formado por grupos de
5 a 900 foliculos fluidos. As placas estdo localizadas na regido ileocecal, no
intestino delgado e também no intestino grosso®.

A area da luz intestinal devido a auséncia de macrovilosidades e também
de microvilosidades , o célon se apresenta na forma um tubo de aproximadamente
150 cm de comprimento e 7 cm de didmetro, e sua superficie de absorgdo mede
0,25a0,3m? o que, em comparagéo com o tamanho total do TGl (120 a 200 m2),
é muito pequena, o que o torna desfavoravel a absorgao®.
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3 SISTEMAS DE MICRO/NANOENCAPSULACAO DE FARMACOS

A ciéncia e a tecnologia de micro/nanoencapsulagdo constitui um dos
exemplos de como a aplicagdo de uma técnica em determinado campo pode ser
estendida para outros, incluindo o das ciéncias farmacéuticas. Em cerca de 20
- anos, a micro/nanoencapsulacdo de substancias, tornou-se uma tecnologia de
compartiméntalizagéo de substancias, bastante estudada. Esses sistemas
possibilitam o isolamento e a manutengdo de substancias ativas no interior da
micro/nanoestrutura, com dimensdes variando de alguns nanémetros, até alguns
milimetros de diametro, conforme a metodologia utilizada, funcionando como
'verdadeiros reservatorios do agente ativo™. |

A microencapsulaggo foi inicialmente utilizada pela National Cash Register
Company, na produgédo do papel copia sem carbono — “No Carbon Required”.
Neste processo, duas tinturas separadas por um filme argiloso, quando juntas,
reagem, originando cor, sendo a mistura das tinturas causadas pelo rompimento - -
do filme com um instrumento no ato de escrevér52: O sucesso do processo de
microencapsulagdo levou muitos cientistas, de areas diversas, a aplicar a
tecnologia da micro/nanoencapsulacdo. Atualmente passam pelas areas grafica,
de indﬁétria farmacéutica, de agricultura, de indlstria de alimentos, de produtos
domésticos, entre outras. |

Na area farmacéutica, a microencapsulagéo assume, na atualidade, uma
das alternativas viaveis para o desenvolvimento de novas formulagbes, uma vez
que possibilita, de maneira racional e efetiva, aumentar a eficiéncia terapéutica de
substancias ja utilizadas correntemente no tratamento de grande variedade de
doengas®. Inicialmente, microparticulas foram produzidas com tamanhos variados
de 5 um a 2 mm. Entretanto, desde 1980, uma segunda geragéo de sistemas
microparticulados de dimensGes menores vem sendo desenvolvidos. Esses
sistemas incluem nanoparticulas (10 — 1000 nm de diametro) e microparticulas (1
— 10 um de diametro).



21

Outros sistemas capazes de encapsular substancias ativas sdo os
lipossomas, microemulsdes e uma variedade de ciclodextrinas. Uma terceira
geracdo de sistemas nanoparticulados tem sido produzidos para direcionar
sistemas coloidais para sitios especificos de acdo farmacoldgica, proporcionando
alta concentragdo de farmaco no 6rgdo ou tecido pretendido. A aplicagéo de
sistemas micro/nanoencapsulados na area farmacéutica esta sendo amplamente
estudada, e tem sido utilizada para a obtengdo de formas sélidas de éleos, no
mascaramento do sabor e odor desagradaveis de substancias ativas, na protegéo
de farmacos contra a umidade, calor e oxidagéo, alterégéo da solubilidade, na
diminuigdo da volatilizagdo de farmacos liquidos, na prevengdo de
incompatibilidades entre substancias ativas contidas na mesma formulagéo, para
tornar materiais téxicos manipuldveis de maneira segura, para aumentar a
caracteristica de fluxo de materiais sélidos em processos de compresséo, e para
produzir liberagdo controlada e vetorizagdo de farmacos, entre outras®®.

Um dos métodos de imobilizagdo de enzimas e células livres consiste na _ .

sua introdugdo em microesferas semipermeaveis. Em 1978 'Li'm e Sun
introduziram o par alginato/polisina paré‘éncapsulagéo das ilhotas de Langerhans.
Sendo que, as capsulas simplex sdo conhecidas por serem formadas por
combinagdo entre um polidnion e um polication e por apresentarem estabilidade,
devidas as interagdes eletrostaticas®. A partir deste principio, Dautzenberg®? e
outros usaram a combinagdo do sulfato de celulose com poli(dimetildialilaménio),
para formar microesferas. Do mesmo modo, Dupuy53, e outros fizeram uso da
acrilamida e do metilnobis(acrilamida) com agarose com mesma finalidade, sendo
gue nas ditas microesferas estes pesquisadores encapsularam fosfatase acida®.

' A microencapsulagdo é uma variante da imobilizagdo, na qual a substancia
microencapsulada é dispersa em pequenas esferas de membranas poliméricas
semipermeaveis, com poros de tamanho variado, dependendo do material
utilizado, pode ser geralmente polimeros naturais ou sintéticos. Existem duas
razdes basicas envolvidas na utilizacdo deste processo; a necessidade de
protecdo do material encapsulado contra agentes externos ou a protegdo do
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encapsulado, tendo como exemplo a protegdo do encapsulado contra produtos
quimicos, temperatura, calor ou outros agentes. Também podemos citar situagées
em que a microesfera sera administrada ao organismo humano, sem que as
paredes dos 6rgaos apresentem consequéncias danosas, devido a presen¢a do
encapsulado, como no caso de irritacdo gastrica originado pela ingestdao de
medicamentos®’ 8,

A microencapsulacdo pode ser usada em diferentes fungdes e tem sido
empregada em muitos campos da tecnologia, freqiéntemente associada com
aplicagdes nas quais o encapsulado (proteinas, gases, liquidos ou materias
sélidos), pode ser modificado na sua forma, volume, aparéncia, cor, densidade,
reatividade, durabilidade e fotossensitividade, sendo liberado em condigdes
controladas®®.

3.1 Micro e nano particulas

@) térmo micro/nanoparticulas & genérico, sendo usado, de acordo com o
tamanho da particula a que se esta referindo. Particulas com tamanho menor que
1 um s&o consideradas nanoparticulas, enquanto que as particulas maiores sao
denominadas microparticulas. Existe certa controvérsia com relagdo ao tamanho
limite para as microparticulas, uma vez que alguns autores consideram particulas
maiores que 1 mm como microparticulas. O termo micro/nanoparticulas € amplo e
refere-se a dois tipos de estruturas diferentes micro/nanoesferas e
micro/nanocapsulas®®.

Denominam-se esferas aqueles sistemas em que o farmaco encontra-se
homogeneamente disperso no interior da matriz polimérica ou cerosa. Dessa
forma obtém-se um sistema monolitico, onde n&ao é possivel identificar um nuicleo
diferenciado (Figura 6).
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Figura 6. Fotomicrografia de corte transversal de microesfera de polianidrido

Micro/nanocapsulas, ao contrario, constituem sistemas reservatérios, onde
é possivel identificar-se um nucleo diferenciado, que pode ser sélido ou liquido.
Nesse caso, a substancia ativa encontra-se envolvida por uma membrana,
geralmente polimérica isolando o niicleo do meio externo® (Figura 7 ).

Figura 7. Fotomicrografia de microcapsula
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‘3.2 Métodos de obtencéo de microparticulas

Sistemas micro/nanoparticulados sdo geralmente constituidos por matrizes
poliméricas, no entanto, podem também ser obtidos, utilizando-se proteinas, ceras
e lipidios. Um dos métodos mais simples para obtengdo de microparticulas é a
dissolugédo de um farmaco juntamente com um polimero em determinado solvente,
-seguido pela adigdo, sob agitagdo constante, de um néo solvente a mistura. O ndo
solvente causa a precipitagdo ou coacervagdo do polimero no meio, originando
micro ou nanoparticulas capazes de reter, no interior da matriz polimérica, parte
do farmaco dissolvido no meio.

Farmacos, quando encapsulados no interior de matrizes poliméricas, nao
estao prontamente disponiveis para o sistema biolégicd como quando em solugao.
Assim o polimero tem que dissolver ou desintegrar para que o farmaco possa ser
liberado, ou entdo o farmaco tem que dissolver e/ou difundir do interior da matriz.
De qualquer modo, a liberagdo do farmaco para o meio fisiolégico é_ estendida a
um tempo muito maior comparado-ao farmaco na sua forma livre, sendo esta
caracterfstica um dos principais fatores para a pesquisa e desenvolvimento de
sistemas microparticulados®. Esses métodos podem ser divididos em:

Métodos mecanicos, que sdo os mais Uteis comercialmente, uma vez que
esses métodos sdo mais facilmente adaptaveis a produgdo em larga escala.
Alguns exemplos como o ‘revestimento em leito fluidizado, “cujo sistema,
particulas contendo farmacos sdo mantidas em suspenséo através de um fluxo de
ar continuo. As particulas sdo revestidas por atomizagéo do material revestidor no
leito de particulas suspensas. O tempo de exposi¢cdo das particulas ao material
revestidor ird determinar a espessura do revestimento. Este sistema é capaz de
encapsular farmacos solidos ou liquidos adsorvidos em particulas sélidas. As
particulas produzidas podem variar de 35 a 5000 pm. A “centrifugagdo
multiorificio” Este método utiliza for¢a centrifuga para langar o nicleo através de
uma membrana de material revestidor. Normalmente, as microcapsulas s&o
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coletadas num sistema de contra-corrente de ar quente para secagem e
endurecimento.

O “revestimento em turbinas”, este processo consiste em revestir nucleos
sélidos através da atomizagédo do materiai de revestimento. O solvente utilizado
para solubilizar o material deve ser facilmente removido por corrente de ar quente,
gerando particulas com cerca de 600 um.

No método de “Spray Drying”, o farmaco, em solu¢do ou em disperséo, &
otimizado, juntamente com o material revestidor solubilizado ou fundido, em uma
camara de evaporacdo, causando a rapida solidificagdo da superficie das
goticulas atomizadas originando as particula35° observado na figura 7.

Atomizador l

/ Cimarade  (yper
secagem l

|

Produto seco

Figura 8. Desenho esquematico para o aparelho Spray drying

Os métodos fisico-quimicos, de maneira geral, consistem em transformar
substancias inicialmente sollveis, tais como polimeros e ceras, em materiais
insoluveis no mesmo meio®'.

Processos de coacervagdo ( separagcéo de fases ), podem ser divididos
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em simples e complexa. Enquanto a coacervagao simples envolve a formagdo do
coacervado por mudanga de pH, temperatura, for¢a idnica, etc, a coacervagao
complexa resulta da complexacdo entre dois polieletrélitos de carga oposta. A
formagdo do coacervado pode se dar , tanto em meio homogéneo, originando
particulas monoliticas, como em meio heterogéneo, onde 0 coacervado se
deposita na superficie da fase dispersa como fase interna de uma emulsdo ou
cristais de um farmaco, originando sistemas tipo reservatério®® (Figura 8).

Representagio esquemdtica para a obtengiio de
micro/nanocépsulas por coacervagio.

»
* »

, r'y -» »
» &

Dispersiio do fiamaco Indugido da Adsorgio de goticulas na
na solugio pohmérnica coaservag3o superficie do farmaco

Formagio de filme continue ~ Endureciments do revestimento:
Desolvatagiio completa

Figura 9. Representagdo esquematica para a obtengcdo de microparticulas por
coacervacdo ‘

Evaporagdo do solvente, neste metodo, farmaco e polimeros s&o
dissolvidos num solvente organico volatil e emuisificados em meio aquoso,
contendo tensoativo. Apés a emulsificacdo, o solvente orgénico € eliminado por
agitacdo, aquecimento ou vacuo.

Quanto aos métodos quimicos ,fundamentam-se no desenvolvimento de
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reacdes quimicas, geralmente de polimerizagdo. Em principio, qualquer método de
polimerizagéo ou copolimerizagao pode ser adaptado para a formagao de micro e |
nanocapsulas®. '

Polimerizagdo ou copolimerizagdo podem ocorrer: no meio externo, no qual
o farmaco é disperso como um sdlido ou liquido, sendo que os polimeros
formados difundem-se para a interface, onde se fixam, ou na interface, in situ.
Tanto espontaneamente ou pelo contato entre monémero difundido de um lado e o
catalizador de outro. Na interface, in situ, pela condensagdo quimica de dois
" mondmeros, quimicamente diferentes, em fases opostas, reagindo na interface.

Nestes métodos, tem-se geralmente a formagdo de dispositivos tipo
reservatorio, sendo o tamanho da particula diretamente dependente do diametro
da fase interna e do controle da reagao (inicializagdo, propagac¢éo e término da
cadeia polimérica). A fase interna pode ser a goticula de uma emulsido ou
microemulsdo. A utilizaggdo do método em que se tem a
polimeriza¢ao/policondensag¢ao, no meio externo, é especialmente interessante,
quando se trata de métodos quimicos, uma vez que permite uma maior variagéo. -
dos nicleos, podendo ser utilizado cristais de farmacos ou particulas contendo
farmacos, além das ja citadas fases internas de emulsées/microemulsoes.
Agregados supramoleculares, como lipossomas, sdo outra alternativa de nicleo,
sendo especialmente interessante por possibilitarem a encapsulagéo de farmacos
hidro e lipossoluveis. '

Reagbes que envolvem - a polimerizagdo e policondensagdo ou
copolimerizagdo, utilizando lipossoma como nicleo, foram desenvolvidas,
utilizando iso-butil-2-cianoacrilato (IBCA), para a polimerizagcdo e uréia e
formaldeido para a policondensagdo. Uréia e formaldeido sdo substancias de
baixo custo e que originam copolimeros. Juntos no meio reativo, através de
mudang¢a de pH, originam cadeias poliméricas que com o crescimento destas,
tornam-se insolliveis em meio aquoso. Esta propriedade permite utilizar o polimero
formado in situ como material de revestimento para obtengdo de
micro/nanocapsulas.



28

Isobutil-2-cianoacrilato tem sido extensivamente estudado para a obtengéo
de nanoparticulas, a fim de serem utilizados como transportadores coloidais de
farmacos. A reagéo de polimerizagdo do isobutil-2-cianoacrilato € rapida. O
mecanismo de polimerizagdo € um processo anidnico induzido por bases
presentes no meio reativo. Devido a alta reatividade dos alquilcianoacrilatos,
hidroxilas resultantes da dissociagdo da agua, assirri como farmacos basicos, séo

capazes de desencadear a reagao.

3.3 Aplicagdes

As micro/nanoparticulas estdo sendo usadas e testadas com os ‘mais
diferentes objetivos, mascaramento de sabor de alcaldides e sulfas, na protegdo
de farmacos labeis como vitaminas, acido acetil salicilico, enzimas, hormonios etc.

No isolamento de tecidos, bem como encapsqlagépfdlefhemécias, bleos, -
flavors, vitamina A, e conversao de liquidos em s_érlidos

Na liberagéo sustentada e controlada de antibacterianos, antineoplasicos,
analgésicos, imunossupressores € ainda na vetorizagdo de farmacos com baixo
indice terapéutico e mais recentemente em biotecnologia; diagndsticos, terapia
génica, biosintese

De maneira geral as aplicagdes de sistemas de microencapsulados sdo
possiveis gracas a propriedade destes sistemas em isolar o agente ativo do meio
externo, e até certo ponto possibilitarem o controle da liberagédo destes agentes no
momento pretendido®.
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4 LIBERACAO CONTROLADA

Os farmacos sdo geralmente administrados, via oral, ocular, nasal, retal ou
parenteral. Os inetrvalos de administragdo podem ser um fator inconveniente, e
alguns farmacos, quando administrados, por via oral, sdo parciaimente
desativados ou neutralizadas no estdmago, intestino ou figado, antes de
alcangarem a corrente sangliinea, levando a uma conseqlente baixa
biodisponibilidade, que conduz & administragdo de altas doses do farmaco para
garantir a sua eficacia, aumentando os riscos de efeitos colaterais. A via
parenteral, além de representar altos custos, apresenta, também, problemas
relacionados com esterilizagao®.

Os sistemas de liberagdo adotados para os polimeros, tendem a liberar
farmacos e/ou outras substancias, a uma velocidade e periodo de tempo
predeterminados, sendo que, em geral, as velocidades de liberagdo sé&o
~determinadas pelo modelo de sistema e quase independem das condi¢cdes do
meio, tais como o pH. Esses sistemas podem também liberar os farmacos durénte
um Iéngb periodo, de dias até anos. Apesar das macromoléculas conjugadas as
vesiculas ou aos farmacos poderem prolongar a Iiberagé‘io, um 6timo controle é
permitido se a substancia é encapsulada em um material polimérico.

Os novos sistemas de liberagdo diferem das velhas preparagcbes de
liberagdo sustentada ou de liberagéo lenta, as quais incluem complexos (de sal ou
de resinas trocadoras de ions), suspensdes, emulsdes, revestimentos de diluigdo
lenta (que se dissolvem somente no intestino) e os comprimidos. Os sistemas de
liberagdo controlada possuem algumas vantagens sobre as formas tradicionais.
Por exemplo, apés a ingestdo, ou ainda a aplicagdo injetadvel de uma forma
farmacéutica padréo, o nivel plasmatico do farmaco, sobe até atingir um pico e
depois decresce, 0 que pode causar variagdes sensiveis na resposta terapéutica,
e/ou produzir efeitos téxicos relevantes, ou ainda ser ineficiente. Porém, as

preparagdes de liberagdo sustentada diminuem os picos e consequéntemente as
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quedas, mantendo o nivel plasmatico do farmaco mais prolongado e sua eficiéncia
terapéutica mais pronunciada, a partir da sua simples administraggo®®.

Existem outras vantagens da liberagdo controlada como a liberagéo
localizada da droga, em compartimentos corporal definido, diminuindo deste
modo, 0 nivel sistémico do farmaco; Prote¢do dos medicamentos que poderiam
ser destruidos pelo organismo, o que é particularmente importante para as
moléculas biologicamente ativas, como por exemplo as proteinas. Pequena
necessidade de se previnir contra possiveis flutuagdes dos niveis do farmaco no
organismo. Maior aceitagdo do farmaco pelo paciente.

De forma geral os materiais poliméricos liberam farmoquimicos pelos
seguintes mecanismos difusdo, reagdo quimica, ativagdo de solventes. Existem
dois tipos de mecanismos de controle da difusdo: reservatérios e matrizes, e um
dos primeiros usos clinicos do sistema polimérico, de liberagdo controlada, é do
reservatério para melhorar o tratamento de glaucoma. A reagdo quimica é
efetuada por degradagéo polimérica ou clivagem do farmoquimico no polimero. A
ativacao de solventes envolve ¢ entumescimento do polimero ou efeito osmético. 7
O uso dos polimeros para liberar esteréides foi bastante ‘eSt’udaAdo, sendo
examinados quatro tipos de sistemas:

Implantes de resewétério subdermal, compostos de polimeros nao
degradaveis, que liberam farmacos por mais de cinco anos (como no caso do
Norplant). Esses sistemas se baseiam no estudo de difusdo seminal, através de
silicone de borracha;

Implantes subdermal ou de microesferas injetaveis, compostos de materiais
desagradaveis, como copolimeros de acido glicélico-acido latico, poliprolactonas
ou colesterol;

Liberacdo esterdidica intrauterina, como reservatério copolimérico de
acetato de vinil-etileno;

Anéis vaginais que sdo os sistemas de reservatério de silicone, usado,
geralmente, para cada ciclo menstrual, durante trés a seis meses.
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As bombas constituem outro sistema de liberagdo de farmacos, além das
microesferas, as quais sdo semelhantes a minusculas seringas, as quais em
contato com o organismo;liberam-as-drogas-nela-contida.

- As bombas se classificam em dois tipos: a de uso externo, onde o processo
de esgotamento da bomba, neste sistema, se faz através de pressdo orientada, é
uma seringa em miniatura, que libera 0 farmaco nela contido, pelo cano, a
velocidade constante, sendo ajustada pela alteragdo da concentragédo do referido
farmaco.

No sistema implantavel, desenvolvido utilizando-se um propulsor de

fluorocarbono, como forca motriz. Neste sistema, a bomba controla uma espécie
de fole dobravel, que divide o seu interior em duas camaras, em uma contém o
propulsor e a outra a solugéo do farmaco. Com a temperatura corporal, 0 vapor da
presséo exercida pelo propulsor, forca a solugéo contendo o farmaco através do
filtro, regulando o fluxo a uma velocidade constante. _
‘ As bombas s&o usadas no tratamento de céncer, em que um catéter é
estendido a partir da bomba, sendo inserido no vaso sangiineo, a fim de alimentar
o orgdo doente, como por exemplo, o figado ou o cérebro debilitados,
‘aumentando, dessa maneira, a sua velocidade de liberagdo e realizando uma -
economia de forga para o resto do corpo. _

Nos dois casos (bomba de uso externo e implantavel), a forca motriz € uma
diferenga de pressdo que resulta no volume de escoamento do farmaco, através
de um orificio. Algumas bombas s@o recarregaveis. As bombas sio mais
abundantes e baratas que o sistema polimérico, apesar de as mesmas
requererem uma cirurgia para sua implantagao, oferecem a vantagem de um
controle preciso do farmaco e podem libera-lo diretamente no sangue.

Outros sistemas de liberacdo controlada estdo sendo pesquisados,
incluindo a liberagdo localizada de disfosfonatos (quelantes de calcio) para
prevenir a calcificagdo valvular do coragdo e dopamina ou bromocriptina para
tratamento da doenca de Parkinson®®.
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As vesiculas sdo microesferas ou transportadores coloidais compostas de
substancias como proteinas, lipidios (lipossomos), carboidratos ou polimeros
" sintéticos. As vesiculas possuem algumas das vantagens do farmaco
macromolecular conjugado, como por exemplo, a farmacocinética e a
biodistribuicao alteradas, além de colaborarem para que o farmaco apresente-se
altamente carregado. Dentre as varias espécies de vesiculas, as mais estudadas
sdo os lipossomos, constituidos por varias composicdes e estruturas lipidicas,
sendo atoxicos, degradaveis, ndo imunogénicos, entretanto apresenta uma
pequena estabilidade tanto na estocagem, quanto durante o uso. A estabilidade
lipossomal aumenta conforme a elevagdo do conteudo do colesterol, bem como
dos lipossomos polimverizados sintéticos, mas a biodegradabilidade, por sua vez,
pode ser diminuida®®.

Os sistemas de liberagdo controlada foram somente capazes de emitir,
lentamente, farmacos de baixa massa molecular, as moléculas maiores, como as
proteinas, foram, dessa forma, excluidas, porque os polipeptideos s&o vistos como
muito grandes para difundir através da maioria dos materiais poliméricos, mesmo
apos o entumescimento. As moléculas grandeé pddem difundir por meio de
grandes poros membranares, como filtros, miliporos ou alguns géis, como
poliacrilamida.' Entretanto, nesses casos, a difusdo é geralmente muito rapida e os
tecidos danificados ndo sdo facilmente observados.

A descoberta de que pequenas moléculas, poderiam ser liberadas por
sistemas poliméricos, por um periodo de tempo prolongado, estimula alguns
pesquisadores a trabalharem na hipétese de que as moléculas maiores com
proteinas, de polissacarideos poderiam também ser liberadas por este sistema.
Sédo exemplos de polimeros que atuam nesse processo: o0 acetato de vinil-etileno
(ndo degradavel) e o copolimero acido glicélico-acido latico.

Alguns géis como poli(hidroxietilmetacrilato) ou alcool polivinilico (PVA)
também atuam na liberagdo de proteinas, por um periodo mais curto do que os
polimeros acima’®. O mecanismo de liberagdo geralmente envolve um movimento
de polimeros através dos poros da matriz polimérica. Se o polimero desgastar,
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isso pode afetar a estrutura dos poros e acelerar a liberagdo. Os fatores que
influenciam a velocidade de liberagéo incluem o tamanho, a carga, a solubilidade e
a massa molecular da particula protéica, a dimensdo e a forma da matriz
polimérica 7. O primeiro sistema de liberagéo de peptideo, a ser aprovado por
Food and Drug Administration (FDA), é o copolimero acido glicélico-acido latico e
acetato de leuprolideo, introduzidos no tratamento de cancer’*"72.

4.1.Sistemas transdérmicos para veiculagdo de farmacos

Os transdérmicos sado sistemas que, aplicados sobre a pele, liberam o
farmaco que, apds atravessar as diversas camadas da pele, alcanga a corrente
sangliinea numa velocidade constante, durante um periodo de tempo mais ou
menos longo®®. O desenvolvimento destes sistemas busca a administragdo de
farmacos, a uma taxa controlada, através da pele intacta para ag&o sistémica. Tais
sistemas devem possuir caractefisti@s fisico-quimicaé que permitam a liberagdo
- do farmaco e facilitem a sua permeagéo através da pele. | |

As pomadas e os cremes foram as primeiras formas farmacéuticas para a
administragdo transdérmica de farmacos, porém estas ndo permitem controle e
reprodutibilidade da dose administrada. Os emplastros, conhecidos desde a era
anterior a nossa e, hoje em dia, em franco desuso, representam, provavelmente, a
origem dos modernos sistemas transdérmicos. Constituiam formas farmacéuticas
de consisténcia firme, form.a\ndo massas plasticas, flexiveis e, eventualmente,
adesivas, sendo aplicadas sobre a pele, com a finalidade de protecdo ou
veiculagéo de substancias ativas.

Os sistemas transdérmicos foram desenvolvidos para controlar a taxa e a
duracdo da liberagdo do farmaco na pele. Os primeiros medicamentos
transdérmicos foram introduzidos no mercado, no inicio da década de 80, pelas
firmas Alza Corporation e Ciba-Geigy. Continham escopolamina, que era liberada
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ao longo de trés dias®®. A pele humana n3o é uma simples membrana. Constitui-
se de uma membrana dinamica, composta de muitas estruturas e componentes e
apresenta constantes mudangas. Sua principal fungdo é 'impedir a perda
transepidermal de agua e de eletrdlitos do organismo, tornando-se, portanto, uma
barreira impermeavel, principalmente para farmacos hidrofilicos.

A pele esta dividida em trés camadas, epiderme, constituida por um filme
de material emulsificado, uma camada de células epidérmicas mortas ou estrato
cdérmeo e uma camada de célulsa epidérmicas vivas ou estrato germinativo. A
derme, é formada por uma matriz de tecido conectivo composto de proteinas
fibrosas, como colageno e elastina, embebida em uma substéncia amorfa. A
irrigagdo sangiiinea da pele encontra-se na derme e tecidos subjacentes. Um
plexo arterial reside no tecido subcténeo, e dele partem ramificagées para varios
apéndices e para a derme. A partir deste plexo, pequenos capilares seguem para
a interface derme/epiderme e permitem a troca de nutrientes entre estas camadas.

O transporte de farmacos, através da pele, € complexo, uma vez que
varios fatores influenciam em sua permeacao, principalmente a estrutura da pele e
suas propriedades, a molécula penétrahte e sua reiagéb fisico-quimica com a pele
e com o sistema e a combinagéo da pele, penetrante e sistema como um todo.

Os possiveis mecanismos de permeagdo do farmaco na pele sdo a
penetragao transcelular; a penetragéo intercelulaf e a penetragao transapendicular
(adjacente a glandulas e foliculos). Acredita-se que a penetragao intercelular seja
o principal mecanismo de permeacgéo de farmacos.

Os sistemas transdérmicos geralmente sdo aplicados em area de maior
fluxo sangliineo e espessura da pele constante, como, por exemplo, atras da
orelha e na parte superior do brago ou térax. Um pré-requisito exigido para a
absorcédo transdérmica de farmacos é a penetragdo do agente ativo através da
epiderme. A passagem pelo estrato cérneo, que é a principal barreira, € um
fendmeno mais fisico-quimico do que bioldgico. As gléndulas sudoriparas e
sebaceas e os foliculos capilares podem ser essenciais para uma rapida agéo,
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mas influem relativamente pouco ou quase nada sobre o estado de equilibrio de
permeacéao através da pele.

O estrato corneo é composto por aproximadamente 40% de proteinas
(principalmente queratina) e 40% de agua, com lipideos, principalmente
triglicerideos, acidos graxos livres, colesterol e fosfolipideos. O conteudo 'Iipidico
esta concentrado na fase extracelular e forma um revestimento nas células. Uma
vez que a principal rota de penetragdo & através dos canais intercelulares, o
lipideo é considerado um fator limitante na primeira etapa do processo de
absorgéoss. Os sistemas transdérmicos geralmente apresentam uma membrana
externa, um reservatério de farmaco, uma membrana porosa, uma camada
adesiva e uma pelicula destacavel®.

A membrana externa € uma camada impermeavel, cuja fungao principal

é proteger o sistema contra a perda do farmaco. Pode ser constituida por fibras
celulésicas, poliéster, filmes de polietileno, papel e folha metalica ou uma
combinagdo destes materiais. O reservatorio do farmaco pode ser estruturado
como um sistema reservatorio contendo o farmaco suspenso ou como um

. sigtema matricial. A camada» adesi\)a, responSével pela fixacdo do sistema na-
pele, &€ geralmente constituida de silicone, borrachas naturais ou sintéticas e
poliacrilatos. Os adesivos de silicone sdo os mais utilizados, por serem
quimicamente estaveis,  bioldgicamente inertes, transparentes e mantém a
propriedade adesiva na presenga de umidade e possuem alta permeabilidade.
Na camada adesiva é possivel adicionar uma quantidade de farmaco para atuar
como dose inicial.

A pelicula destacavel protege o sistema durante a estocagem e também
contra aplicagbes acidentais durante o manuseio. Pode ser constituida por
silicone, fluorosilicones e fiimes. A taxa de difusdo do farmaco depende da
concentragéo deste no veiculo, da sua solubilidade, do coeficiente de particéo
O/A entre estrato corneo e veiculo e do peso molecular do farmaco. Substancias
que apresentem simultaneamente solubilidade aquosa e lipidica s&o bons
candidatos a difusdo através do estrato cérneo, epiderme e derme. Um dos
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fatores limitantes para a veiculagdo do farmaco é a sua poténcia, pois, uma vez
que é dificil obter-se niveis plasmaticos altos, os farmacos devem proporcionar
efeito terapéutico significativo em concentragdes plasmaticas menores®.

4.2 Sistemas de liberagdo utilizando acido acetil salicilico

Estudos de ¢inética de liberagdo em microcapsulas revestidas com Rosin
Hard Paraffin Combination (RHPC), segundo Pathak e Dorle-1990%°, impregnadas
com AAS tem sido desenvolvidos. Rosin e seus derivados sdo largamente
empregados como vernizes em pintura, em produtos alimenticios, comestiveis e
'dentérios, e ainda como revestimento para liberag&o controlada de drogas e como
agentes agrgantes para formulagio de tabletes anidros®.

As combinagbes de cera de Rosin foram preparadas e avaliadas como
material de revestimento entérico, mostrando excelentes propriedades de
formulagdo de pelicula‘ér com qUaiidadés acido resistentes Os materiais de
revestimento entérico sdo largamernte utilizados na protegdo de farmacos acido
sensiveis, bem como para prevenir a sobrecarga gastrica, natiseas, delimmitando
a liberagdo da droga e seu retardamento®®.

Observou-se que a liberagdo da droga in vitro de materiais de revestimento
com pH em torno de 5,0, pode ser um critério 6timo de avaliagdo desses materiais
de revestimento entérico. A liberagdo do farmaco foi menor que 10% e 20% em
pH 1,2 e 3,0 respectivamente e que essa liberagéo era mais rapida em pH alcalino
com Ts0 de 25 minutos em pH 7,2 e 8,0 respectivamente, onde mais de 90% da
droga foi liberada. A liberagdo da droga em pH 5,0 foi de mais de 50% em 3 horas
e com Tsp de 163 minutos. Pode-se observar que a resisténcia acida do filme de

RHPC ¢é diminuida gradualmente enquanto o pH do meio de dissolugdo
aumenta®.
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5 OBJETIVOS
5.1 Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo principal, desenvolver o sistema polimerico
quitosana-poli-(acido acrilico), aplicados ao processo de imobilizagdo do farmaco
acido acetil salicilico, através de impregnagdo em microesferas, para a liberagéo
controlada in vitro do farmaco, como um material alternativo, promissor e viavel
economicamente, e ainda minimizando os efeitos colaterais mais pronunciados,
como a irritagéo géstrica;

5.2 Objetivos especificos

Preparar e purificar a quitosana, - pelo método de Broussignac, em
atmosfera de nitrogénio;

Caracterizar a quitosana, através de desacetilagdo por titulagdo
condutométrica (%NHy),

Determinar as melhores condigbes experimentais para a obtengdo das
microesferas, como pH, temperatura, tamanho das particulas, tempo, velocidade
de agitag@o e meios de coagulagéo;

Preparar as microesferas de quitosana pelo método da coacervagéo
simples, usando como meio coagulante, solugdo de hidréxido de sédio.
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Microencapsular o farmaco éacido acetil salicilico, por impregnacdo das
microesferas, em solugdo AAS-agua-alcool,” por 24 horas, e apds secagem
determinar a quantidade de farmaco impregnada nas microesferas por
espectrofotometria;

Determinar o teor de impregnacdo e permeagdo dos solutos nas
membranas das microesferas;

Comprovar, por testes analiticos, e microscopia eletrdnica de varredura
(MEV) o encapsulamento do AAS, e identificar através da morfologia do sistema
polimérico que constitui a microesfera, antes a apés liberagéo, e as suas medidas
pela técnica da MEV.

Avaliar o grau de liberagao (in vitro) do acido acetil salicilico, nos diferentes
pH, 1,2; 6,8; 9,0, similares aos do trato gastrointestinal em fungéo do tempo.
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6 PARTE EXPERIMENTAL
6.1Materiais e métodos
6.1.1 Equipamentos

As pesagens foram realizadas em uma balang¢a analitica marca Shangping
Eletronic Balance, modelo FAI 6045.

As determinagbes espectrofotométricas foram realizadas em um
Espectrofotdmetro Digital, modelo 724 CV visivel com microcomputador.

As medidas de pH foram feitas com um pHmetro Corning, modelo 350.

Para centrifugacdo das amostras impregnadas com reativo de cor, foi
utilizada a centrifuga Sigma Laborzentrifugen GmbH 3360 Osterode, modelo 2-15
rotor 11192, com 4500 rpm e 4147 x gauss. - o

As microparticulas foram obtidas com uma Bomba Peristaltica Ismatec.

Na determinag¢ao do grau de desacetilagdo da Quitosana, a base titulante foi
adicionada utilizando-se um Titulador automatico Schott Gerate, modelo T 80/20.

Nos testes de liberagdo controlada das amostras impregnadas foi utilizado
um Banho Termostatizado, SHAKER BATH, modelo 3540, Lab-Line Instruments,
USA.

A morfologia da superficie externa e interna das microesferas e a analise
elementar foram examinadas utilizando um Microscépio Eletrénico de Varredura
marca Philips, modelo XL 30, e um Microscépio Estereoscopico modélo SV8 (da

USICON), do laboratério de Materias do Departamento de engenharia Mecénica
da UFSC.
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6.1.2 Reagentes

As amostras de quitina e quitosana utilizadas para este trabalho, foram
obtidos pelo grupo QUITECH, grupo de Quitinas e Aplicagdes Tecnolégicas da
UFSC, conforme tecnologia descrita em anexo.

Reagentes como, hidroxido de sédio, hidréxido de potassio, acido acético,
acido cloridrico, acido nitrico, acido acrilico, cloreto de potassio, acido salicilico,
cloreto de mercurio, nitrato de ferro Ill, Tampdo (Na;HPO4-NaOH), tris-
(hidroximetil)-amino metano foram adquiridos junto a MERCK CHEM, VETEC
Quimica Fina Ltda., e todos apresentavam pureza analitica.

O acido acetil salicilico (aspirina), utilizado para este trabalho, foi adquirido
junto a Importadora Quimica Delaware, lote n° 270898, com alto grau de pureza.’

16.1.3 Solugdes e reativos

Na preparagdo e padronizagdo do NaOH 0,1 mol/lL com o biftalato de
potassio, uma das solugdes utilizadas uma massa de aproximadamente 2g de
KHF (biftalato de potassio) foi colocada em estufa a 100 °C, durante 2 horas,
eliminando todos os tracos de umidade. Em seguida trés amostras de cerca de
0,630g de KHF, foram dissolvidas com 50 mL de agua destilada e adicionadas a
mistura 4 gotas solugdo alcéolica de fenolftaleina, e tituladas essas amostras com
a solugdo de NaOH 0,100 mol/L previamente preparada, obtendo se a molaridade
corrigida da solugdo de NaOH na concentragdo de 0,086 mol/L. A seguir
preparou-se uma solugdo de quitosana onde foi dissolvido 4g de quitosana em
100 mL de acido acético 5% (v/v), mantendo a mistura em agitagdo constante até
dissolver completamente a QTS, no que resultou em uma solugdo viscosa de 4%
(p/v) de quitosana. Como meio reacional foram preparadas varias solugdes
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tampéao, com a finalidade de reproduzirem os pH do TGl, além de servirem como
veiculo para os testes de liberagdo controlada da aspirina.

Solugéo tampédo de Clark-Lubs ( pH 1,2 ), preparada utilizando-se 50 mL de
solugdo de cloreto de potassio (KCI) 0,2 mol/L e 64,5 mL de solugdo de acido
cloridrico (HCI) 0,2 mol/L. Solugdo tampao de Macllvaine ( pH 8 ), preparada com
19,45 mL de solugédo de fosfato monoéacido de sédio (NaoHPQO,) 0,2 mol/l. e 0,55
mL de solug&o de acido citrico [HOOC(OH)C(CH2CO2H)2.H20] 0,1 mol/L. Solugdo
tampéo pH 6,8, preparada com 15,45 mL de solugéo de fosfato monoécido de
sédio 0,2 mol/L com 4,55 mL de acido citrico 0,1 mol/L. Solugéo tampao tris-
(hidroximetil)amino metano ( pH 9,77 ), Solugdo tampéao de acido boérico e cloreto
de potassio em hidroxido de sédio ( H3BO3;.KCl — NaOH ), pH 9,0, preparada com
50 mL de solugédo acido bérico e cloreto de potassio 0,1 mol/L e 21,40 mL de

hidréxido de sédio 0,1 mol/L, e apds a adigdo do NaOH, diluiu-se com agua até
100 mL.

6.2 Métodos

6.2.1 Preparagao da quitosana

Na preparagdo da quitosana, amostras de quitina, foram submetidas a
desacetilagdo pelo método de Broussignac. Nessa reagdo, o meio foi composto
por uma solugdo 50% m/v de KOH (hidréxido de potassio), em um sistema
solvente etanol/etilenoglicol (v/v) em atmosfera de nitrogénio para diminuir o grau
de despolimerizagao.

Uma massa de 5269 de hidroxido de potassio (KOH), foi transferida para
um recipiente adequado, contendo 240 mL de etanol (EtOH), e 240 mL de etileno-
glicol, e a mistura foi aquecida até a ebulicdo. Em seguida foi acrescentada 80g de
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quitina, e novamente quando a mistura atingiu o ponto de ebuli¢cdo, foi refluxado
com nitrogénio (N2) por 1 hora. A mistura resfriada foi filtrada e lavada com agua
em abundancia até pH 7,0.

A purificagdo das amostras foi realizada dissolvendo-se o polimero em
solugéo de acido acético 3% vlv, e o gel formado foi filtrado & vacuo e precipitado
em solugdo de NaOH 1 mol/L ( preparado com 40g de hidroxido de s6dio em 1 L
de agua destilada ). Apds a precipitagdo a quitosana foi lavada com agua até pH >
5, seca em estufa a 50°C, e pulverizada em moinho Analysenmilhem A 10.

6.2.2 Determinacgao do grau de desacetilagdo da quitosana

Para se determinar o grau de desacetilagdo da quitosana preparada, foi
utilizado o método das titulagbes condutométricas conforme metodologia descrita
no capitulo 2.3.1. Duas amostras contendo 200 mg de quitosana, foram
transferidas para frascos de titulagdo, os quais continﬁarri 450 mL de sbluc;éo de
NaCl 0,1 mmol/L, e deixadas sob agitacdo, durante 12 horas para assegurar a
dissolugdo completa, sendo adicionado nesta solugdo 5 mL de solu¢do de HCI 1,0
mol/L,. A titulagdo foi realizada em seguida, sob atmosfera de nitrogénio, com
solugdo padrao de NaOH 0,0860 mol/L, utilizando na técnica um titulador
automatico modelo Scott gerate-T80/20 e um condutivimetro Micronal B 330. Um .
volume de titulante de 0,5 mL, foi adicionado a cada 20 segundos, para se obter
um valor estavel de condutancia.

Em fungdo do volume de titulante, os pontos de equivaléncia foram
determinados, para calcular 0 nimeros de equivalentes de grupos amino. A
diferenga entre os dois pontos de equivaléncia corresponde ao volume de base
requerido para neutralizar os grupos amino. O nimero de equivalentes de grupos
acido foi calculado utilisando-se a equacgao 1.
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M(V, - V))i61 o
W

%NH, = 0 (1)

onde % NH; é o grau de desacetilagdo da quitosana (%), M é a massa molar da
base , Vi e V> sd0 0os volumes da base (mL) e W é a massa de quitosana
pulverizada (g). O grau de desacetilagdo determinado foi de 85,74% (5,33 mmol
de grupos amino/g de quitosana), através da média de trés titulagdes
condutométrica.

A partir dos resultados obtidos da titulagdo condutométrica construiu-se um
grafico volume da base (mL) versus condutéancia (mS), conforme a figura 10.
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Figura 10. Representagio da condutancia em fungdo do volume da base titulante.
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6.2.3 Preparag¢ao das microesferas

A quitosana foi dissolvida em acido acético 5% (v/v) para produzir uma
solugdo viscosa com aproximadamente 4% (m/v). Em seguida, foi adicionada gota
a gota com uma bomba peristaltica (Ismatec), num banho de precipitagdo
contendo solugdo de NaOH 2 mol/L (método da inversdo de fases), onde foram
obtidas as microesferas gelificadas, permanecendo em solugéo, sob agitagio, por
mais meia hora. A quitosana foi colocada em contato com uma solugdo de
glutaraldeido 2,5 % (m/v), sendo utilizada a relacdo de 1,5 mL de solugédo de
glutaraldeido por grama de microesferas gelificadas e a mistura foi mantida
durante 24 horas a temperatura ambiente. O material foi lavado com agua
destilada para retirar 0 excesso do agente reticulante. A finalidade da reticulagéo
da quitosana é aumentar a resisténcia mecanica e torna-la insoltivel em solugdes
acidas. O contelido de grupos amino livres (NH;) foi determinado apés a
reticulagdo por titulagéo acido-base. Uma amostra de 300 mg de quitosana
reticulada e pulverizada foi colocad.aﬁemi contato com 100,0 mL de solugcdo padrio
de HCI 0,100 mol/L e a mistura permaneceu em contato durante 24 horas para
protonacdo dos grupos amino livres. Trés aliquotas de 25,0 mL do sobrenadante
foram tomadas e tituladas com NaOH 0,100 mol/L.

As microesferas reticuladas foram lavadas com agua até pH neutro,
transferidas para outro recipiente contendo cianoborohidreto de sédio(0,6 g/ g de
microesfera hidratada), o qual € empregado para reduzir os grupos imino da base
de Schiff e tornar as microesferas resistentes em meio acido. A mistura reacional
foi deixada em contato durante 48 horas.
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6.2.4 Copolimerizagado das microesferas

A copolimerizagdo de enxerto do mondmero acido acrilico foi realizada
através da iniciagdo de transferéncia de elétrons, com uso do ion cérico como
agente redox. Depois de reduzida, uma massa de 23,46 g de microesferas de
quitosana reticuladas e reduzidas foi transferida para um baldao de capacidade de
100 mL, com 50 mL de agua, sendo adicionados 49,6 mL de acido acrilico, em
atmosfera de nitrogénio, durante aproximadamente meia hora, sob temperatura de
25°C. A seguir foram adicionados 20 mL de sulfato cérico 0,100 mol/L, dissolvido
previamente em acido nitrico 0,500 mol/lL, e mantida a mistura por
aproximadamente sete horas.

Apbs esse tempo, as microesferas foram retiradas do baldo, lavadas e

pesadas para determinagdo do grau de enxertia, e o resultado é expresso, pela
equacgao 2

%GE = 2= M1 100 (2)
m,

onde %GE é o grau de enxertia das microesferas de quitosana, m; € a massa de
microesfera ndo enxertada (g) e m; é a massa de microesfera apds o enxerto (g).

No teste realizado as massas obtidas para microesferas ndo enxertadas
foram de 0,0888g (m,), e apbs a enxertia massa de 0,1384 g (m,). A percentagem
de enxerto encontrado foi de 49,6%, calculada através da equagao 2.
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6.2.5 Processo de impregnacao do acido acetil salicilico nas microesferas

As microesferas de quitosana-PAA, foram impregnadas em uma solugéo de
acido acetil salicilico-agua-etanol 2:1 (v/v), previamente preparada, sob agitagdo
por um periodo de 24 horas, para permitir um maior tempo de contato e uma maior
penetragdo do farmaco.

6.2.6 Teste de impregnacao

A impregnacdo das microesferas foi realizada utilizando-se da solugao
AAS-agua-alcool 2:1 (v/v), e deixadas em contato, sob agitagdo moderada durante
24 horas. Apos as 24 horas, as microesferas foram retiradas, lavadas rapidamente
com agua, para retirada do excesso de AAS, aderido a superficie das .
microesferas. Foram determinadas as massas das microesferas hidratadas, e a
sequir foram deixadas secar a temperatura ambiente, sendo observado que as
mesmas perdem cerca de 85 a 95% de sua massa devido & desidratagéo.

6.2.7 Determinagao do grau de intumescimento (Gl)

A determinagdo do grau de intumescimento foi realizada em solugbes
tampao de pH 1,2; 6,8 e 9,0. Tomou-se uma massa de microesferas secas, que
foram transferidas para recipientes com as solugdes tampao, em temperatura
constante de 36 °C, sendo a cada intervalo de 5 minutos, retiradas das solugdes,

secas em papel absorvente, para retirada do excesso de agua, e novamente
pesadas.
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O grau de intumescimento (%Gl) foi calculado pela equagéo 3.

%Gl = %mo - 3)

0

onde W, é a massa da amostra seca (g) e W; € a massa da amostra hidratada

(9)-
6.2.8 Testes de liberagdao controlada do farmaco acido acetil salicilico

A liberagao foi estudada através do grau de intumescimento da membrana
da microcapsula, como fungéo do pH, e da incorporag&o da técnica de reticulagéo
na membrana polimérica. A liberagdo cdntrolada do 4cido acetil salicilico |
microencapsulado, consiste na copolimerizagdo de enxerto de acido acrilico ha
superficie da membrana. A membrana da microcapsula, com a superficie
enxertada com acido polimérico, funciona de forma sensivel ao pH, fechando os
poros da membrana na faixa de pH 1 — 5 e aumentando a permeabilidade na faixa
de pH 6,5 - 9.0. |

Os estudos de liberagdo controlada foram realizados, utilizando-se das
microesferas secas, e ainda foi realizado um teste com microesferas impregnadas
e hidratadas. Uma certa massa de microesferas foi transferida para um sistema
contendo 50 mL do tampao correspondente, ou seja pH 1,2, 6,8 e 9,0
respectivamente, mantida a temperatura constante em torno de 36 °C,

mergulhados em banho termostizado, com agitagéo horizontal e velocidade de
150 rpm.
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Os testes em pH 1,2, foram mantidos durante duas horas, com leituras de
concentragéo feitas de 20 em 20 minutos. Para os testes em pH 6,8, o tempo de
permanéncia foi de 6 horas e leituras feitas de hora em hora, e para os testes em
pH 9,0, o tempo foi de 4 horas e as leituras de concentragdo também de hora em
hora. Foram feitos ainda testes sequénciais de 12 horas, onde uma massa de
microesferas impregnadas, foi transferida para um sistema com 50 mL de solugéo
tampéo de pH 1,2 durante 2 horas. A seguir foram retiradas, lavadas rapidamente
com solugdo tampéo pH 6,8 e transferidas para outro sistema contendo 50 mL de
solugdo tampado pH 6,8, por mais 6 horas nas condigdes acima. O mesmo
procedimento . ocorreu para a solugdo tampdo pH9, permanecendo as
microesferas neste pH por mais 4 horas, totalizando 12 horas. A cada um dos
testes foi retirado 1 mL da amostra, adicionando mais 5 mL do reativo de cor
(Reagente de Trinder-modificado) e lido a absorvancia em Amax. de 540 nm.

6.2.9 Determinagéo da concentracdo do AAS pelo método modificado de
Trinder T

A concentragdo do acido acetil salicilico nas microesferas impregnadas foi
realizado utilizando-se o método de Trinder-modificado’®, devido & pouca
solubilidade do farmaco em &agua, as determinagbes foram feitas a partir da
disolucdo do mesmo em solugcido agua-alcool 2:1 (v/v), sendo 0 mesmo processo
utilizado para construgdo da curva de calibragéo
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6.2.10 Curva de calibracdao

A curva de calibragdo, tanto para determinar as concentragdes de AAS
impregnadas nas microesferas, bem como para a massa de farmaco liberada nos
testes de pH, foi construida segundo o método adaptado de Trinder”, onde foi
utilizado uma solugéo solvente de agua-alcool 2:1 (viv), e as leituras em
espectrofotdbmetro U.V. visivel, em Amax 540 nm. A absorvancia foi plotada versus
concentragao, obtendo-se a curva de calibragido mostrada na Figura 11.

10
Quna e CaibrapZ0AAS - Regerte c Trirder (SDm)
a8 -
£ oo
©
‘O
‘:
5 oo
[22)
2
02
QO A 1 1 1 2 1 2
610 0] Qo5 Q10 Q15 020

Concentragdo (mg/mL)

Figura 11. Curva de calibragdo da concentragdo do AAS em fungcdo da
absorvancia ( Amax, 540 nm)
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6.2.11 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia interna e externa das microesferas de quitosana, quitosana
reticuladas, enxertadas e também impregnadas com o acido acetil salicilico, foram
examinadas por micrografias realizadas na microscopia eletronica de varredura
(MEV). As amostras secas, foram fixadas em estabes e, em seguida, recobertas
com fina camada de ouro, sendo a seguir micrografadas e analisadas com
microsonda de raio-X.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAQ

O acido acetil salicilico, um farmaco mundialmente conhecido por suas
propriedades analgésica, antiinflamatéria e antipirética e largamente utilizado para
tratamento sintomatico da dor, sendo sua administragédo exclusiva por via oral, 0
que determina sua passagem através do TGIl, por diferentes pH, onde
sabidamente causa um de seus efeitos colaterais mais pronunciados, que é a
irritagao gastrica.

O sistema de liberagdo estudado neste trabalho, QTS-PAA-AAS [quitosana-
poli-(acido acrilico)-AAS], se mostrou bastante sensivel as mudancas de pH,
apresentando uma porcentagem bastante significativa em relagdo a impregnagéo
do farmaco e, razoavel porcentagem de liberagéo nos testes in vitro nos diferentes
pH a que foi submetido. Ainda por ser uma substéncia atoxica e biodegradavel,
reline condigGes e caracteristicas necessarias para administragéo oral do farmaco,
e consequente liberacéo controlada deste, mostrando boa resisténcia ao ataque
acido.

7.1 Microesferas de quitosana

As microesferas foram preparadas pelo método de separagdo de fases
(coacervagéo simples), resultantes da interagdo entre a solugdo do polimero
(QTS), e 0 meio de coagulagdo o hidréxido de sédio (NaOH 2 mol/L), o qual induz
a separagdo de fases, precipitando a membrana polimérica, onde é criado uma
fase coacervada rica em quitosana.

Vaérios ensaios foram realizados, com diferentes massas de quitosana, para
se prepararem solugbes de 2%, 3%, 3,5%, 4%, 4,5% e 5% (p/v), onde foi
observado que a solugdo com melhores resultados na formagéo de microesferas,
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foi a de 4%, sendo adotado esta concentragdo para o lote de quitosana testado
neste trabalho.

Por ser um biopolimero hidrofilico, apresentando grupos amino na sua
cadeia polimérica, € solivel em solugbes acidas diluidas, formando com a agua
um hidrogel. As microesferas que se formam, sdo estruturas monoliticas,
esféricas, apresentando um tamanho médio em torno de 1,07 mm, o que foi
determinado por microscopia eletrénica de varredura, através da média das

medidas dos eixos vertical e horizontal de expressivo nimero de microesferas.

7.2 Grau de intumescimento

Fatores como a hidrofobicidade/hidrofilicidade da quitosana, e ainda a
sensibilidade as variagdes de pH do poli(acido acrilico), influénciam no grau de
intumescimento.

A tabela 2 lista os valores para o grau de intumescimento verificado na
figura 12 para as microesferas de QTS-PAA.

Tabela 2. Grau de intumescimento das microesferas

pH Microesfera (%)
1,2 58,61 + 0,07
6,8 61,07 £ 0,02
9,0 50,98 + 0,02

No processo de intumescimento das microesferas em pH acido, ocorre a

protonagédo dos grupos amino no gel, e o relaxamento na estrutura da quitosana.
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Os grupamentos amino s&o protonados e leva a uma dissociagdo das ligagdes de
hidrogénio, que induzem ao intumescimento do gel.

Ok o
ap o

o
[4)]
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Grau de Intumescimento (%)
o ©o o
N (&) E<Y

o
=Y

o,(y " 1 i | 1 | 2 ! i
0 50 ~— 100 150 200 -- 250

Tempo (minutos)

Figura 12. Grau de intumescimento das microesferas de QTS/PAA

7.3 Determinagao do grau de reticulagdo das microesferas com Glutaraldeido

O contetdo de grupos amino livres determinado apds a reticulagdo foi de
34,72% (2,16 mmols de grupos amino/g de quitosana).
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7.4 Estudos de impregnagéo do farmaco acido acetil salicilico in vitro

Para a realizag&o deste teste uma massa de 7,8865 g de microesferas de
~ QTS-PAA hidratadas, foram transferidas para um bequer, e colocadas em contato
com uma solugdo contendo 0,750 g de acido acetil salicilico em solugdo agua-
alcool 2 : 1 (viv), sob agitagdo constante durante 24 horas. Passadas as 24 horas,
as microesferas foram retiradas, lavadas rapidamente com agua destilada e secas
ao ar livre. Pesadas novamente depois de secas, obteve-se uma massa de
1,0632g, verificando-se um grau de desidratagao, de 86,52 %.

Destas microesferas impregnadas e secas, foi tomada uma aliquota de
0,1718 g, a qual foi triturada em capsula de porcelana e diluida a seguir com 10
mL de solugdo agua—etanolol 2:1 (viv), e em seguida tomadas aliquotas de 1 mL
dessa solugdo, transferidas para um tubo de ensaio, acrescentando-se 5 mL do
reativo de Trinder”® (adaptado), agitando vigorosamente a mistura. A amostra foi
centrifugada (centrifuga Sigma 2-15), a 2000 rpm durante 5 minutos. Transferido o
sobrenadante (limpido), para um tubo de espectrofotémetro onde foi lida a
absorvancia, em um espectrofotémetro Digital - Modelo 724 - visivel (540 nm), em
intervalos regulares de tempo e determinadas sua concentragdo, em razéo das
absorvancias lidas, que estdo listadas na tabela 3.
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Tabela 3. Leituras das absorvancias em fungdo do tempo no teste de
impregnagao do AAS nas microesferas de QTS-PAA

Tempo de Absorvancia

leitura Amax 540 nm
Apods 2 horas 0,298
Apos 4 horas 0,317
Apds 6 horas 0,458
Ap6és 8 horas 0,612
Apéds 10 horas 0,612

Utilizando a equago da reta e os valores de regress3o linear dados , foram
calculadas as massas de AAS impregnadas nas microesferas de QTS-PAA.

Y=A+B*xX | (4)

Tomando por base a leitura de absorvancia, quando a mistura apés 8 horas
manteve-se estavel, foi obtida uma impregnagcéo de 705,42 mg de acido acetil
salicilico nas 1,0632 g de microeéferas secas, representando uma impregnagao
' ém torno de 94,06 %.
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7.5 Liberagdo in vitro do acido acetil salicilico

Os estudos de liberagédo controlada foram realizados in vitro, na tentativa de
se reproduzir os pH do TGI, utilizando-se de solugbes tampao, previamente
preparadas nos pH 1,2, 6,8 e 9,0, respectivamente. No teste seqiéncial,
inicialmente uma massa de 0,1521 g de microesferas de QTS-PAA impregnadas
com AAS, foram transferidas para um erlenmeyer contendo 50 mL de solugéo
tampéo pH 1,2, colocadas em banho termostatizado, 4 uma temperatura constante
de 36°C, sob agitagdo de 100 rpm, de onde foram retiradas aliquotas de 1 mL, a
intervalos de 20 minutos, as quais foram transferidas para tubos de centrifuga, a
seguir adicionados mais 5 mL do reagente de Trinder, agitando-se vigorosamente
a mistura, e a seguir centrifugado a 2000 rpm, transferindo-se o sobrenadante
para uma cubeta de espectrofotdmetro, onde foram lidas as absorvancias em
fungéo do tempo em comprimento de onda de 540 nm.

Apés duas horas, as microesferas foram entédo retiradas do erlenmeyer,
lavadas rapidamente com solugdo tampao pH 6,8, e transferidas para outro

“erlenmeyer contendo 50 mL de solugdo tampdo pH 6,8, onde foi repetida a
operagao acima, agora em intervalos de 1 hora, e lidas as absorvancias, por um
periodo de 6 horas. Novamente as microesferas foram retiradas deste pH, lavadas
rapidamente com solugdo tampao pH 9,0, repetindo-se 0 processo anterior, de
hora em hora, durante mais 4 horas. A figura 14 mostra a liberagéo sequiencial do
AAS em pH 1,2, 6,8 e 9.0, os valores estao listados na tabela 4.
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Tabela 4. Valores de porcentagem e mg liberados, referentes ao teste de liberagcéo
sequéncial do AAS pelas microesferas de QTS-PAA

Tempo pH 1,2 pH 6,8 PH 9,0
(horas) % massa/mg % massa/mg % massa/mg
0,33 4,44 31,3 - - - -
0,66 4,52 31,9 - - - -
1 4,98 35,11 - - - -

1,33 5,31 37,46 - ; ) ]
1,66 5,31 37,46 . ; ] ]

2 5,31 37,46 - - - -
3 - - 5,76 40,68 - -
4 - - 6,14 43,3 - -
5 - - 6,8 48 - -
6 - - 7,34 51,8 - -
7 - e 7,8 55 - -
8 - - 7.8 55 - -
9 - - - - 8,17 57,7
10 - - - - 8,34 58,2
11 - - - - 9,42 66,4
12 - - - - 10,3 72,6

Uma segunda bateria de testes realizados com as microesferas de QTS-
PAA impregnadas com AAS, foi realizada de forma isolada, ou seja, foram
tomadas 3 massas de microesferas e transferidas para os pH 1,2; 6,8 e 9,0
respectivamente e realizado o teste de liberagdo, sendo que no pH 1,2 a amostra
permaneceu por 2 horas, e foram retiradas aliquotas de 1 mL, para determinacéo
da concentragéo, a cada 20 minutos. Para os testes em pH 6,8, o tempo real de
permanéncia foi de 6 horas, com as leituras de concentraggo sendo feitas a cada
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hora. Quanto aos testes de liberagdo em pH 9,0, o tempo real foi de 4 horas, e as
leituras de concentragéo, também feitas de hora em hora. As figuras, 15, 16, 17 e
18, representam as curvas do processo de liberagéo do AAS, nos pH 1,2; 6,8 e
9,0, sendo os valores listados na tabela 5.
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Figura 14 - Liberagéo simulada, isolada do AAS em pH 1,2
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Tabela 5. Valores de porcentagem e mg liberados, referentes a liberagéo simulada

isolada do AAS em microesferas de QTS-PAA

Tempo pH 1,2 pH 6,8 pH 9,0

(horas) %  massa/mg % massa/mg % massa/mg
0,33 2,56 18,1 - - - -
0,66 3,61 25,5 - - - -

1 3,73 26,3 - - - -
1,33 4,07 28,8 - - - -
1,66 4,43 31,2 - - - -

2 4,43 31,2 - - - -

3 - - 12,8 90 - -

4 - - 14,1 99,4 - -

5 - . 15,75 111,1 - -

6 - - 16,4 116 - -

7 . - - 1786 _ 124 - -

8 - - 17,63 124 - -

9 - - - - 22,4 157,7
10 - - - - 31,3 225,18
11 - - - - 32,9 231,6
12 - - - - 33,9 239

Na seqiiéncia, foi realizado um terceiro teste de liberagcdo controlada do

AAS. Porém desta vez utilizando-se de microesferas “hidratadas” também de

forma isolada, no sentido de se observar o comportamento dessa amostra frente
as condigdes fisiologicas do TGl simulado. As figuras, 19, 20, 21 e 22, mostram as

curvas obtidas, mostrando um resultado expressivo neste tipo de material testado,

sendo os valores listados na tabela 6.
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Figura 18. Liberagdo simulada isolada do AAS em microesfera hidratada em pH1,2
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Figura 19. Liberacdo simulada isolada do AAS em microesfera hidratada em pH6,8
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Tabela 6. Valores de porcentagem e mg liberados, referentes a liberagéo
simulada, isolada do AAS em microesferas hidratadas de QTS-PAA

Tempo pH 1,2 pH 6,8 pH 9,0

(horas) %  massa/mg % massa/mg % massa/mg
0,33 0 0 - - - -
0,66 0 0 - - - -

1 0 0 - - - -
1,33 0 0 - - - -
1,66 0 0 - - - -

2 0 0 - - - -

3 - - 1,87 13,15 - -

4 - - 1,98 13,98 - -

5 - - 2,04 14,38 - -

6 - - 2,28 16,03 - -

7 - - 233 165 - -

8 - - 2,67 18,9 - -

9 - - - - 1,91 13,48

10 - - - - 2,68 18,93

11 - - - - 3,62 25,6

12 - - - - 4,2 29,3

Os testes de liberagéo isolada, nos dois casos, ndo refletem a realidade do

meio fisiolégico do TGI, porém € determinante para representar a influéncia das

condigbes de modificacbes quimicas adotadas para a obtengdo das microesferas

utilizadas nos testes. Além do mais, deve-se levar em conta ainda as propriedades

da droga, como a carga, hidrofilicidade, hidrofobicidade e tamanho. O

intumescimento facilita a liberagdo da droga, mas deve-se levar em conta o pH em

que essa liberagdo € feita. De modo geral observou-se que, neste sistema
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utilizado, nos doi primeiros testes, utilizando-se das microesferas secas, o
intumescimento que ocorre em pH 1,2 (4cido), permitiu que ocorresse uma certa
% de liberagao, quando se previa uma liberagdo zero ou préoxima de zero, como
ocorreu no teste com as microesferas hidratadas, possivelmente por ja estarem
saturadas de agua com os sitios de ligagdo dos radicais aminos (NH;") estarem
protonados, fechando os poros e impedindo a saida do farmaco.

O intumescimento inicial da matriz polimérica, facilita a permeagdo do
farmaco, pricipalmente no meio em que ele € mais solivel (meio acido). Como -
perspectiva a utilizagdo da quitosana, como veiculo para a liberagdo controlada,
ainda associada com poli(acido acrilico), sabidamente sensivel as variagdes de
pH, pode possibilitar uma resisténcia a degradagbes possiveis, nas condi¢cdes
fisioldgicas do TG, liberando controladamente a droga durante o transito, e
permitindo que o nivel sérico permanega constante, diminuindo
consequéntemente a frequiéncia de ingestéo da droga.



67

8. ESTUDO DA MORFOLOGIA DAS MICROESFERAS

8.1 Estudo da morfologia das microesferas através da microscopia eletronica de
varredura (MEV)

A analise morfolégica interna e externa, das microesferas de quitosana,
quitosana reticulada , quitosana enxertada e quitosana enxertada e impregnada
com AAS foi feita por microscopia eletrénica de varredura (MEV), em microesferas
inteiras e seccionadas, as quais foram colocadas em estabes, recobertas por fina
camada de ouro, e as morfologias,

Nas figuras 22 e 23 sdo observadas uma microesfera de quitosana, inteira e
uma seccionada, apresentando-se bastante homogéneas e compacta quanto a
estrutura interna e externa, acontecendo a formagao de microesferas, com boa

esfericidade.

AccV  Spot Magn  Det WD p——————1 500 ym

ICOKV R0 bix S8 100 Q1S

Figura 22. MEV de uma microesfera de quitosana
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Figura 23. MEV de uma microesfera seccionada de quitosana

Observa-se na figura 24, em A, uma microesfera de QTS reticulada com
glutaraldeido, e em B, a parede externa dessa microesfera reticulada, mostrando
uma boa esfericidade, é bastante homogénea, e onde se destaca a porosidade da

parede da microesfera

Figura 24. MEV em A - microesfera de QTS reticulada com glutaraldeido,
em B - porosidade da parede da microesfera
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A figura 25 mostra a micrografia da microesfera enxertada com poli-(acido

acrilico), mostrando uma forma razoavelmente esférica e relativamente uniforme.

AccV  Spot Magn  Det WD '1( pm
100KV ED Bim S5E 84 APA

Figura 25. MEV de microesfera enxertada com poli-(acido acrilico)

Na figura 26, aparece uma microesfera de quitosana, que sofreu todos os
tratamentos quimicos, ou seja, reticulagdo com glutaraldeido, redugdo com
cianoborohidreto de sédio, e a seguir a reagdo de copolimerizagdo ou enxerto com
o poli-(acido acrilico) e finalmente foi impregnada com a solugdo de AAS.
Observa-se uma estrutura bastante homogénea e uniforme, quando comparada
com a microesfera da figura 25. Percebe-se a aderéncia a superficie externa da
microesfera do material impregnado, com a microesfera tomando uma forma
esférica bastante definida e mais brilhante, com a formagdo de ondula¢bes
caracteristicas na grande maioria das microesferas formadas. Pode-se observar
ainda a presencga de poros na superficie da estrutura.
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Figura 26. MEV de uma microesfera enxertada e impregnada

A figura 27 mostra a estrutura interna de uma microesfera seccionada de
quitosana enxertada e impregnada com a aspirina, onde se pode observar
claramente a reticulagéo, e a possivel evidéncia do material impregnado, aderido

entre os espacgos intersticiais da microesfera.

RN £ 5 4
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Figura 27. MEV da morfologia interna de uma microesfera enxertada seccionada,
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A figura 28 mostra uma sequéncia de fotomicrografias de microesferas
inteiras e seccionadas de QTS-PAA impregnada com AAS. As estruturas A e B
representam uma microesfera inteira e seccionada de QTS-PAA-AAS, e as
estruturas C e D uma microesfera inteira e seccionada de QTS-PAA-AAS apos 12
horas de liberagao sequiéncial em pH 1,2; 6,8 e 9,0. Observa-se uma modificagcédo
da superficie externa, com processo de erosdo acentuado, porém nota-se a
resisténcia da microesfera aos diferentes pH a que foi submetida. Por outro lado,
claramente se observa que as particulas aderidas na superficie interna da
microesfera diminuem consideravelmente em raz&o da liberagéo nesses diferentes
pH, indicando uma tendéncia de que os tratamentos quimicos da quitosana podem
torna-la resistente as variagdes bruscas de pH do TGl

A C

AV Spot Magn  Det WD 1 %
100KV50 6ox SE 101 Q1S

A " W
EROOKVED o sp 103 4IMR

B
Figura 28. MEV de microesferas de QTS-PAA-AAS, AeCinteiraseBe D

seccionadas
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Ao comparar a morfologia interna das microesfseras na figura 29, em A -
microesfera de QTS-PAA impregnada com AAS, em B - microesfera de QTS-PAA
imprgnada com aspirina apds liberagéo de 12 horasem pH 1,2;6,8e 9,0e em C -
microesfera de QTS reticulada, reduzida e enxertada, observa-se em A, a
aderéncia de particulas que sdo atribuidas ao acido acetil salicilico, que no
processo de impregnagdo, penetra e fica também adsorvido na parede da
microesfera, em B & observada a auséncia dessas particulas devido ao processo
de liberagdo a que foi submetida essa estrutura durante as doze horas nos
diversos pH. Em C & observada uma microesfera sem impregnagdo mostrando
uma morfologia homogénea e compacta, porém diferente das outras pois nao foi
impregnada com o AAS.

Figura 29. MEV de microesferas seccionadas de QTS:
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8.2 Estudo da morfologia das microesferas através da microscopia estereoscépica

Nas microesferas de QTS-PAA-AAS, foi obtida uma alta porcentagem de
impregnacgéo. As micrografias em MEV, mostraram microesferas impregnadas e
nao impregnadas com morfologias bem definidas, na grande maioria com uma boa
esfericidade, apresentando morfologia interna bastante reticulada, e mostrando
tragos de material impregnado, como pode ser visto na figura 27.

Para que fosse comprovada a realidade da permeagdao e
conseqiiéntemente bem sucedida impregnag¢do, foi realizado uma novo teste,
onde foi utilizado uma solugéo contendo, além da agua-etanol 2:1 (v/v), para a
solubilizagdo do AAS, foi acrescentado a esta uma solugdo estequiométrica de
nitrato de ferro Ill, e o complexo formado, o salicilato de ferro lll, de cor azul
intensa, foi deixado em contato com as microesferas durante 24 horas.

Depois das 24 horas, as microesferas impregnadas com esta solugao de
salicilato de Ferro lll, foram lavadas e secas ao ar livre. Em seguida as
microesferas, ja apresentavam naturalmente uma cor azulada intensa, foram
observadas em microscopia estereoscopica, tanto inteiras como seccionadas,
onde se pode observar que evidentemente, todo interior da microesfera
apresentava-se homogénea, e com uma cor azul bastante intensa, evidenciando
que realmente o complexo utilizado para a impregnagéo, permeou para dentro da
microesfera, ficando aprisionado no interior desta.
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A B
Figura 30. Microscopia 6tica estereoscopica, de microesferas

A: QTS-PAA-AAS B: QTS-PAA-AAS-Fe™"

Na figura 30, observada em microscopio estereoscopico,(USICON), fica
evidente a impregnacéo total da microesfera, inclusive fazendo a comparagdo da
morfologia das microesferas impregnadas apenas com a aspirina e com o
complexo AAS-Fe.
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Figura 31. Microscopia ética estereoscopica de microesfera seccionada de QTS-

PAA-AAS-Fe™"

A figura 31 mostra uma microesfera seccionada, impregnada com complexo
AAS-Fe™™, revelando uma morfologia interna homogénea e a completa
permeacao do soluto. Observa-se que a estrutura apresenta uma série de pontos
mais claros, evidenciando que efetivamente a impregnagéo ndo é total, uma vez
que nos testes de impregnacado realizados, c; valor atingiu um total de 94%

aproximadamente.
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Figura 32. MOE de microesfera seccionada de QTS-PAA-AAS

A figura 32 mostra uma microesfera de QTS-PAA impregnada com AAS, e
a completa permeacéo do farmaco, mostrando uma morfologia interna homogénea

e com distribuicéo uniforme do farmaco

8.3 Estudo comparativo das morfologias das microesferas de QTS-PAA, QTS-
PAA-AAS, QTS-PAA-AAS-Fe™, pela microscopia eletrénica de varredura

Na figura 33 observa-se a morfologia externa de trés microesferas de
quitosana, em A uma microesfera de QTS reticulada e reduzida, em B uma
microesfera de QTS-PAA- AAS-Fe™™, e em C uma microesfera de QTS-PAA-AAS.
Ocorre diferenga em relacdo a parede externa, com B apresentando rugosidade
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intensa, possivelmente devido a presengca do ferro impregnado com o AAS,

formando um complexo de coordenagéo.

A B
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Figura 33. MEV de microesferas: A - QTS-PAA-AAS B - QTS-PAA-AAS-Fe™™"
C - QTS-PAA

A figura 34 mostra uma microesfera de QTS-PAA-AAS-Fe™ em A e a
mesma microesfera seccionada em B. onde foi feita a analise por microsonda de
energia dispersiva (EDX), para verificarmos a presenca do ferro, no nucleo e
proximo a parede da microesfera, para que se pudesse comprovar,

qualitativamente, a permeacéo do farmaco nas microesferas.
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Figura 34. MEV de microesfera de QTS-PAA -AAS-Fe** A - microesfera inteira
B - microesfera seccionada

Na analise por microsonda de energia dispersiva (EDX), da microesfera de
QTS-PAA-AAS-Fe (figura 34), mostrada nas figuras 35 e 36, foi verificada a
presenca significativa do ferro, no nucleo e proximo a parede, comprovando a

permeacao completa do farmaco nas microesferas.



79

DASVO Z.spu
tandel 2V O

FS 2642 L =ac - 10D

- ~ . 5 . ¥
1.00 2.00 J3.00 1.00 3.00 6.CC T.00 0.00 9.J0 I

Figura 35. Analise por microsonda de energia dispersiva de raio-X, mostrando a

presenca significativa do ferro proximo ao nicleo da microesfera
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Figura 36. Anadlise por microsonda de energia dispersiva de raio-X, mostrando a

presenca significativa do ferro préximo a parede da microesfera
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intensa, possivelmente devido a presenca do ferro impregnado com o AAS,

formando um complexo de coordenacao.
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Figura 33. MEV de microesferas: A - QTS-PAA-AAS B - QTS-PAA-AAS-Fe™™"
C - QTS-PAA

A figura 34 mostra uma microesfera de QTS-PAA-AAS-Fe'™" em A e a
mesma microesfera seccionada em B. onde foi feita a analise por microsonda de
energia dispersiva (EDX), para verificarmos a presenga do ferro, no nucleo e

proximo a parede da microesfera, para que se pudesse comprovar,
qualitativamente, a permeacéo do farmaco nas microesferas.
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Figura 34. MEV de microesfera de QTS-PAA -AAS-Fe'™*, A - microesfera inteira

B - microesfera seccionada

Na analise por microsonda de energia dispersiva (EDX), da microesfera de
QTS-PAA-AAS-Fe (figura 34), mostrada nas figuras 35 e 36, foi verificada a
presencga significativa do ferro, no nucleo e proximo a parede, comprovando a

permeagao completa do farmaco nas microesferas.
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Figura 35. Analise por microsonda de energia dispersiva de raio-X, mostrando a
presencga significativa do ferro proximo ao nucleo da microesfera
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Figura 36. Analise por microsonda de energia dispersiva de raio-X, mostrando a
presenga significativa do ferro proximo a parede da microesfera
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- 9 CONCLUSAO

No desenvolvimento do sistema polimérico QTS-PAA (quitosana-poli(acido
acrilico), para impregnagdo do farmaco acido acetil salicilico, através das
microesferas, uma série de modificagbes quimicas foram aplicadas no
polissacarideo quitosana, visando obter um sistema suporte alternativo, promissor
e viavel economicamente.

Com relagdo aos dados obtidos e os objetivos propostos, pode-se concluir
que:

e A quitosana, obtida da quitina, utilizada neste trabalho, com um grau de
desacetilacdo de 85%, mostrou 6timas qualidades para a preparagdo de
microesferas, e quando enxertada, tornou-se apropriada para impregnagéo e
liberagado controlada de farmacos.

e Na 'prépaArag‘éo das microesferas de quitosana, foi utilizado o método de
coacervagao simples, o qual envolve a formagao do coacervado por mudanca de
pH, temperatura, forga iénica. Foi utilizado como meio coagulante-uma solugdo de
hidréxido de sdédio 1 mol/l, obtendo-se microesferas com boa esfericidade e
homogéneas, que foi comprovado por MEV.

e Para obter microesferas de QTS-PAA, mais resistentes ao meio acido,
foram aplicados uma série de tratamentos quimicos para obtengdo dessas
microesferas, tais como a reticulagao, reducdo dos grupos iminos da base de
schiff, e a copolimerizagao de enxerto.

e A impregnag¢do do farmaco AAS, foi realizado com uma solugdo AAS-
agua-etanol 2:1 (v/v), devido a pouca solubilidade do AAS em agua, obtendo-se
um alto grau de impregnago, acima de 94%.
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e A permeagao do soluto, nas microesferas de QTS-PAA, foi comprovada
por testes analiticos e por MEV e MOE. Foi feito ainda um teste, utilizando uma
solugdo do complexo salicilato de ferro, impregnando as microesferas e depois
analisados e comprovados por microscopia otica estereoscopica.

e O perfil de liberagdo do AAS nos testes realizados frente as variagGes
de pH simulando o TGIl, mostrou-se plenamente adequado, pois a ingestdo do
AAS é feita exclusivamente por via oral € como conseqiiéncia o farmaco percorre
todos esses diferentes pH.

e A pequena liberagdo do AAS verificada nos testes em pH 1,2, é bastante
significativa, j& que o estdmago apresenta esse pH, e é onde ocorre absorgdo do
farmaco.

e Observa-se uma maior liberagdo do AAS em pH 6,8 e pH 9,0, similares
aos pH do intestino delgado-e intestino grosso, respectivamente, devido ao
aumento do pH, acimulo de agua, a constante de dissolugdo do farmaco em
contato com os sucos digestivos e ainda a constante de absorgdo. A absorgéo se
da neste pH do intestino com maior intensidade, porém os resultados de liberagéo
em pH 9,0 foram surpreendentes.

o Foram comprovados por MEV e por MOE o encapsulamento do AAS, e
a morfologia caracteristca de cada uma das fases de preparacdo das
microesferas, e ainda antes e depois da liberag&o.

e O sistema de liberagdo controlada QTS-PAA, obtido, resistiu a eroséo e
a dissolugdo, mesmo em pH &cido, ou seja abaixo de 4, resistindo também ao
aumento de pH até proximo ao pH 10, durante 12 horas, que foi comprovado por
MEV.
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Com esses resultados, o sistema polimérico QTS-PAA, mostrou-se com
boas perspectivas, quer no aprisionamento de farmacos, quer na liberagdo
controlada, e ndo s6 na area médico-farmacéutica, mas também nas areas
biolégica, quimica e 6utras.
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