VIVIA BUZZI

MICROESFERAS DE POLISSACARIDEOS POR REDES POLIMERICAS
INTERPENETRANTES (RPI) PARA O ESTUDO E MODULACAO DO PERFIL DE
LIBERACAO DO PIROXICAM

JOINVILLE
2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



VIVIA BUZZI

MICROESFERAS DE POLISSACARIDEOS POR REDES POLIMERICAS
INTERPENETRANTES (RPI) PARA O ESTUDO E MODULACAO DO PERFIL DE
LIBERACAO DO PIROXICAM

Projeto de pesquisa apresentado como
requisito parcial para obtencao do titulo
de mestre em Engenharia de Processos
na Universidade da Regido de Joinville.
Professora Orientadora: Dra. Denise
Abatti Kasper Silva

Professora co-Orientadora: Dra. Ana
Paula Testa Pezzin

JOINVILLE
2009



Termo de Aprovagio

“Microcsferas de polissacaridens por redes poliméricas interpenetrantes (RFL) para o
estuda ¢ modulagio do perlil de lberacio do pirosicam™

pieT
Wivia Buzzi
Thsscrtagiio _iI.I|j__'2|d\1 et A {I|1[:J1¢ﬂt‘l o it e Mestre cm |E,ng-_~11|;;|:|i| e rocesens, aron de concenbrcin

Frecrharis de Procesans @ Teerologrs Limpas ¢ aprovada em sua furma Tinal pela Pregrima e Misirad

cim Engenhart de Processos.

foe ) - .

Prota, P, Dencse _-'\.l,.1n1'.i Raasper Silva Proga, Dr Ares Maole Testa Pozzin
Cricndora (L MIVIETLR Co=Orientdor (EIRTYLLE])
AT T U8 P

Profi, s, \L‘-:Ir Sellin
Coordenador do Pragrama de Mesrido em Engenbaria de Provessos (UREYILLLD

Bramem Fawminadira:

1 T
g e [-f
i JJ-.;-J.J#"? "mm.*.ﬂf.l_
Prodia, T, Denise Al asper Silva

Crientedora 11 NIVIEL R

v %

— / il
Profa. M darcia bassarcte beier
(G Prodittas Oudgmioldiees Liday
¥

[Vl P
¥ Ilka__\..f_s-_
o N |
St Rt ) =
Meafabiora, loeli Selin
(LM

Joiaville, 18 de setembro de 2004

il



v

AGRADECIMENTOS

Nao poderia deixar de colocar um agradecimento especial as pessoas que me
ajudaram e acompanharam todo o desenvolvimento deste trabalho.

A Professora Dra. Denise Abatti k. Silva, minha orientadora pela
oportunidade, estimulo a pesquisa e inUmeros ensinamentos.

A Professora Dra. Giovana C. Bazzo, por toda sua contribuicdo, paciéncia e
conhecimentos transmitidos;

A Professora Dra. Ana Paula T. Pezzin pela sua contribuicdo em varias
etapas deste trabalho;

Ao Professor Msc. Theodoro W. Maciel por sua grande colaboracdo em
analises de HPLC e CG/MS;

As alunas de iniciagao cientifica Gabriela Tambosi e Marli Bruder pela intensa
dedicacao na parte experimental deste trabalho, que sem a atuacao delas nao seria
possivel a realizacao deste trabalho;

A Professora Dra. Elisabeth Wisbeck pela sua contribuicdo nas analises
estatisticas;

A FAPESC, 6rgao que financiou a bolsa de estudos para a realizacao deste
trabalho;

A minha familia, Gentil, Elenita e Sheila, que sempre me apoiaram e
incentivaram aos estudos e esteve sempre presente;

Ao Eduardo, por todo amor, carinho, paciéncia, compreensdo (quando muitas
vezes estive ausente) e incentivo que me deu durante todo o caminho percorrido
para chegar até aqui;

E a todas aquelas pessoas que de alguma maneira contribuiram e ajudaram

para a realizagdo deste trabalho.

A todos, muito OBRIGADA!



"O Homem pode adquirir conhecimento ou se tornar um animal,
como ele quiser. Deus faz os animais, o homem faz a si préprio.”

Georg Lichetnbery



vi

RESUMO

Os hidrogéis sao materiais formados de polimeros hidrofilicos que apresentam capacidade de
absorver grande quantidade de agua ou fluidos bioldgicos e liberar agente ativo de forma controlada.
Uma das maneiras de obter microesferas de hidrogéis com tais caracteristicas é por sistemas semi-
RPI. A gelatina e alguns derivados de celulose podem ser usados como matrizes nesses sistemas.
Neste trabalho, estudou-se a imobilizagao do Piroxicam (P) em microparticulas obtidas em diferentes
matrizes: Alginato/Carboximetil celulose (Alg/CMC) e Gelatina/CMC (Gel/CMC) e avaliaram-se as
melhores condi¢cdes de encapsulagao e liberagdo do farmaco. As microparticulas foram preparadas
pelo método de emulsdo reticulagdo em duplicata e aplicou-se um planejamento fatorial 2° cujos
fatores foram CMC (10 ou 20% em relagdo a massa de gelatina), cloreto de célcio (3 e 5%) ou
glutaraldeido (5 e 10%) e quantidade de Piroxicam na emulsao (20 ou 40 mg). As microparticulas
foram separadas por filtragdo, lavadas, congeladas e liofilizadas por, no minimo, 2h30'.
Caracterizaram-se as microparticulas por microscopias o6tica e eletrbnica de varredura (MEV),
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e
difracdo de raios-x (DR-X). Além disso, determinou-se a eficiéncia de encapsulagdo (EE%) por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), o percentual de hidratacao (PH%) e o perfil de
liberagao in vitro do Piroxicam. A andlise do planejamento fatorial indicou que o sistema mais eficiente
para encapsular o Piroxicam foi o de microparticulas de Gel/CMC com niveis de CMC e glurataldeido
mais elevados. A caracterizagdo do sistema Alg/CMC mostrou que o processo de liofilizagdo
modificou a forma das microparticulas, que passaram de esféricas para disformes e que a presenga
do Piroxicam nao alterou a textura, a forma e o tamanho das particulas. As analises de DSC e DR-X
nao detectaram Piroxicam cristalino nas matrizes, justificado pela baixa eficiéncia de encapsulacao,
inferior a 3%. A analise do planejamento fatorial mostrou que o percentual de CMC na matriz
apresentou influéncia significativa sobre a EE% quando em menor nivel. Ja os demais fatores e suas
combinagdes apresentaram influéncia estatisticamente insignificante. Os resultados do sistema
Gel/CMC apontaram que a EE% chegou a 11% quando houve aplicagdo de percentuais mais
elevados de CMC e glutaraldeido. A analise morfolégica demonstrou que as microparticulas
apresentaram formas regulares, esféricas e superficie rugosa semelhante a esponjas. Observou-se
ainda, a presenca de Piroxicam na superficie das microparticulas, principalmente das amostras G4(-
+-) e G5(+--), indicando que o farmaco estava parcialmente adsorvido e ndo encapsulado. A amostra
G8(+++) apresentou menor quantidade de farmaco na superficie e para a G7(++-) essa caracteristica
€ menos evidente. Os espectros de infravermelho das amostras confirmaram a presenga do
Piroxicam nas microparticulas e a andlise comparativa de DSC e DR-X demonstraram que o farmaco
manteve a forma cristalina original. O teste de intumescimento indicou que o aumento da quantidade
de glutaraldeido reduziu o grau de hidratagédo de 405,6% para 283,9%. A presenca de CMC néao
influenciou significativamente essa propriedade. No ensaio de liberagédo, as amostras G4(-+-) e G5(+-
-) apresentaram velocidades de liberagao superiores (0,48 e 0,34 mg/Lmin) as registradas para
G7(++-) e G8(+++) (0,27 € 0,22 mg/Lmin), concordando com as observagdes de MEV. Conclui-se que
a EE% e o perfil de liberagado de Piroxicam foi melhor nas amostras com maiores concentragdes de
CMC e glutaraldeido (G7(++-) e G8(+++).

Palavras-chaves: hidrogel, microencapsulacédo, Piroxicam, biopolimeros
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ABSTRACT

Hydrogels are materials made of hydrophilic polymers that have the hability to absorb large amounts
of water or biological fluids and release the active agent in a controlled manner. One way to obtain
hydrogel microspheres with such characteristics is by semi-IPN systems. Gelatin and some cellulose
derivatives can be used as matrices in these systems. The aim of this work was to study the Piroxicam
(P) immobilization microparticles obtained in different matrices, one Alginate/ Carboxymethyl cellulose
(Alg/CMC) and a gelatin/CMC (Gel/CMC) and evaluated the best conditions for encapsulation and
drug release. Microspheres were prepared by emulsion crosslinking method in duplicate and applied a
factorial planning 2* of which factors were CMC (10 or 20% by mass of gelatin), calcium chloride (3
and 5%) or glutaraldehyde (5 and 10%) and amount of Piroxicam in the emulsion (20 or 40 mg).
Microspheres were separated by filtration, washed, frozen and dried for at least 2h30. Characterized
by optical microscopy and scanning electron microscopy (SEM), Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR), differential scanning calorimetry (DSC) and x-ray diffraction (XRD). Furthermore,
we determined the encapsulation efficiency (EE%) by high performance liquid chromatography
(HPLC), the percentage of hydration (PH%) and the release profile in vitro of Piroxicam. The analysis
of the factorial planning showed that the most efficient system to encapsulate the Piroxicam was the
microparticle Gel/CMC with higher levels of CMC and glutaraldehyde. The characterization of the
Alg/CMC system showed that freeze-drying changed the form of microparticles, which changed from
spherical to deformed and that the presence of Piroxicam did not change the texture, shape and size
of the microparticles. DSC and XRD analysis did not detect crystalline Piroxicam in matrices, justified
by the low encapsulation efficiency of less than 3%.The analysis of the factorial planning showed that
the percentage of CMC in the matrix had a significant influence on the EE% when a lesser level. The
other factors and their combinations showed statistically significant influence. The results of the
Gel/lCMC system showed that the EE% reached 11% when higher percentages of CMC and
glutaraldehyde were used. The morphological analysis showed that the microparticles presented
regular shape, spherical and rough surface like sponges. It was also observed the presence of
Piroxicam on the surface of the microparticles, especially for the samples G4 (-+-) and G5(+--),
indicating that the drug was partially adsorbed and not encapsulated. The sample G8 (+++) showed
lower amount of drug on the surface while this characteristic is less evident for the sample G7 (++-).
The infrared spectra of the samples confirmed the presence of Piroxicam in microparticles and a
comparative analysis of DSC and XRD showed that the drug maintained its original crystalline
form.The test percentage of hydration (PH%) indicated that the swelling increased amounts of
glutaraldehyde reduced the degree of hydration from 405.6 to 283.9%.The presence of CMC did not
affect this property. The test release profile in vitro of Piroxicam samples G4 (-+-) and G5 (+--) showed
higher release velocities (0.48 and 0.34 mg / Lmin) recorded for the G7 (++-) and G8 (+ + +) (0.27 and
0.22 mg / Lmin) in agreement with the observations of SEM. We can conclude that the EE% and the
release profile of Piroxicam was improved in samples with higher concentrations of CMC and
glutaraldehyde G7(++-)and G8 (+++).

Keywords: Hydrogels, microencapsulation, Piroxicam, biopolymers.
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1. INTRODUCAO

A técnica de microencapsulacao é realizada comercialmente no Brasil, e
atende a varios segmentos, dentre eles o farmacéutico, o cosmético, de alimentos,
pesticidas, pigmentos, agentes de cura e encapsulagao de células vivas, incluindo
enzimas e microorganismos (SANTOS; FERREIRA; GROSSO, 2000).

A microencapsulagdo € um processo amplamente aplicado na area
farmacéutica com varios objetivos, entre eles: desenvolvimento de formas de
liberagcdo  controlada, obtencdo de  microparticulas  gastro-resistentes,
desenvolvimento de formas de liberagdo intrapulmonar e intra-articular, diminuigdo
da toxicidade gastrintestinal, aumento da dissolugcdo e biodisponibilidade e
tratamento das doencgas inflamatérias do trato gastrintestinal (PEREIRA, et.al,
2006").

Um dos farmacos de grande interesse para se diminuir a toxicidade
gastrintestinal € o Piroxicam, um medicamento anti-inflamatério de ingestdo oral,
comumente utilizado para aliviar os sintomas da artrite reumatéide, osteoartrite, dor
pds-operatéria; atuando também como um analgésico, especialmente quando ha um
componente inflamatério. Entretanto, este farmaco causa irritacbes gastro-
intestinais, como apontam as indmeras reclamagbes dos usuarios deste
medicamento, principalmente quando se realiza um tratamento prolongado durante
o qual ocorre o aparecimento de gastrite, que muitas vezes evolui e transforma-se
em uma Uulcera ou algo mais grave. Acredita-se que a resposta insatisfatéria da
formulacao oral esteja relacionada a possivel hidrolise do agente ativo no trato
gastrintestinal.

Segundo a Agéncia Européia de Medicamentos com dados de 2007, a
recomendacdo de prescricbes com o Piroxicam foi restringida, devido ao riscos de
reagcOes adversas gastrointestinais que este farmaco pode causar. Isto ndo se aplica
aos medicamentos que contenham o Piroxicam para aplicacao tépica (local). Dessa
forma, encapsular medicamentos como o Piroxicam tornam-se uma estratégia
simples e que pode reduzir a irritagcdo gastrintestinal provocada pelo farmaco. Esse

efeito € conseguido aplicando-se como membrana um material resistente ao meio
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acido e que se decompde em pH alcalino. Assim, a capsula passa pelo estdmago
sem se romper, permitindo a absor¢cao do ativo apenas no intestino, onde o meio
alcalino existente propiciara sua liberacdo, gracas a degradagcdo da membrana.
Alguns polimeros apresentam essas caracteristicas como, por exemplo, poliésteres

biodegradaveis e alguns polissacarideos na forma de hidrogéis (CUI et. al, 2006).

Uma das maneiras de obter microesferas de hidrogéis com tais caracteristicas
é através de sistemas semi-RPI (semi-interpenetrating polymer network, semi-IPN)
ou RPIl. O primeiro sistema caracteriza-se pela combinagdo de um polimero na
forma reticulada e o segundo na forma linear. Os hidrogéis RPI sdo formados pela
combinacdo de dois polimeros diferentes e ambos sao reticulados. A gelatina, o
alginato de sédio e alguns derivados hidrossoluveis de celulose podem ser usados
como matrizes bioabsorviveis para liberacao de farmacos nesses sistemas.

O interesse por hidrogéis se baseia em suas caracteristicas como a
biocompatibilidade e a nao toxicidade, o que os torna candidatos em potencial para
serem aplicados na area médica e farmacéutica, principalmente na preparagédo de
férmulas de administragéo oral.

As propostas de encapsular o Piroxicam estdo indicadas em literatura
recente, a exemplo de Bazzo et al. (2009 B) e Rinaldi et al. (2009), o que expressa a
importancia na obtencdo de alternativas para manter esse farmaco em uso e o
carater diferencial desta proposta em propor a aplicagéo de hidrogéis.

O presente trabalho teve como propdésito estudar o efeito da encapsulagao do
farmaco Piroxicam em matrizes semi-RPI de alginato de sédio/carboximetilcelulose
(Alg/CMC) e gelatina/carboximetilcelulose (Gel/CMC).

Para isso, depois de obtidas as microparticulas, verificou-se a incorporacao
do farmaco nas matrizes propostas; determinou-se a eficiéncia de encapsulagéao
(EE%) do agente ativo nas matrizes; caracterizou-se a morfologia e a superficie das
microparticulas, a interacdo matriz-farmaco e estado fisico do agente ativo;
estabeleceu-se o grau de intumescimento das microparticulas; e por fim delineou-se
o perfil de liberacao do farmaco.

Para descrever o estudo desenvolvido, este trabalho foi organizado em 5
secdes. A secao 2 a seguir, apresenta uma revisao bibliografica (concisa) sobre a
importdncia da microencapsulagdo, principais métodos de obtengdo de
microparticulas, polimeros, hidrogéis. Na Sec&o 3, encontram-se os materiais e
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métodos aplicados para o estudo. Ja na se¢ao 4 tém-se os resultados e discussdes
e por fim, na secédo 5, encontram-se as conclusées e algumas consideracdes finais
do trabalho.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Microencapsulagao de farmacos

Microencapsulagéo € a técnica que permite encapsular substancias sélidas ou
liqguidas no interior de matrizes poliméricas ou revesti-las com polimeros (WISE,
2000; UDDIN, 2001). Atualmente, a microencapsulagdo vem sendo utilizada em
diversas areas. Na darea farmacéutica, pode ser empregada com as seguintes
finalidades (WISE, 2000) (BERKLAND et al., 2004):

e Controlar ou prolongar a liberacao de farmacos;

e Diminuir as flutuagbes plasmaticas de certos farmacos, diminuindo ocorréncia
de efeitos colaterais, especialmente quando administrado por via oral;

e Proteger substancias que degradam facilmente pela acdo de agentes
externos, tais como umidade, luz e oxigénio, promovendo uma melhoria na
sua estabilidade;

e Proteger farmacos degradaveis no trato gastrointestinal, com proteinas e
hormonios;

e Mascarar o sabor e/ou odor desagradaveis de certas substancias, entre
outras aplicagodes.

As microparticulas poliméricas podem ser denominadas de microesferas ou
microcapsulas, diferindo com relacdo a estrutura final da particula, conforme
representado na Figura 1.

Conforme Kumar (2000), microesferas séo a rigor particulas esféricas ocas ao
passo que microcapsulas sdo definidas como particulas de tamanho entre 50 nm a 2
nm contendo uma substancia como nucleo.

Suave et al. (2006) definem microesferas como sendo particulas
compactadas constituidas por uma rede polimérica na qual a substancia ativa se
encontra distribuida no seu estado sélido ou molecular. Ja as microcapsulas séo as
particulas constituidas por um nucleo interno contendo o agente ativo recoberto por

uma camada de polimero de espessura variavel.
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As microcapsulas sao formadas pelo envolvimento do material ativo ou nucleo
com o material de parede ou encapsulante e podem ter didmetros variando entre
unidades de micrometros até milimetros e apresentar diversas formas, dependendo

dos materiais e métodos usados para sua obtencao (ABURTO, et al., 1998).

parede
polimérica

matriz o
polimérica & o o py -
o farmaco ——13—}0 g h

farmaco o - ‘O ..
MICROESFERAS MICROCAPSULAS

A B

Figura 1-Diferenca estrutural entre microesferas (A) e microcapsulas (B). Fonte: Bazzo, 2008°.

2.2 Métodos tradicionais para obtengédo de microparticulas

A escolha do método mais adequado para se obter microparticulas depende
do tipo do material ativo, da aplicacdo e do mecanismo de liberacdo desejado para a
sua acao (SUAVE et al., 2006). Os métodos mais utilizados serdo descritos a seguir:

Spray-drying € amplamente utilizado na secagem de materiais por oferecer
um excelente contato entre as particulas e o gas. O estudo de processos de
secagem e decomposicdo térmica de materiais neste equipamento, visa a
otimizagdo de processos industriais e a obtencdo de produtos com caracteristicas
morfolégicas (area superficial, didmetro médio de particula, densidade especifica) de
acordo com as exigéncias do mercado (RATTES e OLIVEIRA, 2007).
Segundo Barros e Stringuetha (2006), a microencapsulagdo conduzida em um
equipamento spray-drying envolve trés etapas basicas: a primeira, relativa a
preparacdo da dispersdo ou emulsdo a ser preparada; a segunda refere-se a
homogeneizagdo dessa dispersdo e finalmente, a atomizagdo da massa dentro da

camara de secagem.
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A técnica de microencapsulacao mais antiga e talvez a mais utilizada, envolve
a separacao de fases por coacervacao, que consiste na deposicao do polimero ao
redor do agente ativo a ser recoberto pela alteragcdo das caracteristicas fisico-
quimicas do meio, tais como a temperatura, a forga ibnica, o pH ou a polaridade
(SUAVE et al. 2006). Essa técnica envolve a associagao reversivel de dois
polimeros e apresenta algumas vantagens frente a outras técnicas como a
possibilidade de se trabalhar com biopolimeros, a auséncia de solvente organico e
condicdes brandas de temperatura no processamento (PRATA, 2006).

O método de emulsdo e evaporagdao de solvente consiste em dissolver o
polimero e o farmaco em um solvente organico e posteriormente emulsificar em uma
solucdo aquosa, contendo um estabilizante ou emulsificante, sob agitacdo. A
evaporagdo do solvente orgéanico, realizada em temperatura adequada, leva a
formacao das microparticulas. A emulsao obtida por esta técnica é denominada 6leo
em agua (O/A) e aplicada apenas nos casos em que o polimero e o farmaco séo
insoluveis em agua. Baixas eficiéncias de encapsulacdo sao obtidas quando se
utilizam farmacos hidrossollveis, uma vez que estes tendem a difundir e solubilizar-
se na fase aquosa (GIBAUD; BONNEVILLE e ASTIER, 2002) (WANG e WANG,
2002).

A técnica de emulsificacdo seguida de reticulacdo envolve procedimentos
simples na obtencdo das particulas, além de apresentar a possibilidade de modular
as caracteristicas fisico-quimicas das microesferas pela escolha dos componentes
da formulacdo e das condicbes de preparagdo. Esta técnica nado requer
temperaturas elevadas nem agentes que induzam a separacao de fases e é possivel
atingir tamanhos de particula controlados na faixa nano e micrométrica (ANDREANI,
2008). Esta € uma das técnicas mais utilizadas na preparacado de microparticulas e
permite a incorporagdo tanto de farmacos hidrofilicos quanto hidrofébicos. Uma
vantagem desta metodologia € a sua simplicidade de execucé&o. Porém, requer a
selecdo adequada de solventes, emulsificantes e condicbes de agitagdo (WATTS et
al., 1990).

As caracteristicas das microparticulas obtidas pela técnica de emulsao/
reticulagcdo, bem como a liberacdo de farmacos a partir da matriz polimérica,
dependem da concentracdo, solubilidade, massa molar, entre outras propriedades
fisico-quimicas do polimero, dos solventes empregados, do tipo e concentragdo do

emulsificante, das caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, da velocidade de
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agitacao, temperatura, bem como da velocidade de remocao do solvente (WISE,
2000; O'DONNELL e McGINITY, 1997).

Na literatura é possivel encontrar varios trabalhos utilizando a técnica de
emulsificagdo/reticulacao na preparacao de microesferas com diferentes polimeros.
Podem-se citar entre eles diferentes polissacarideos, tais como a celulose e seus
derivados, os alginatos e as quitosanas (ROKHADE et al, 2006; BAZZO et al. 2009
®). Como exemplo, Chen et al. (2006) desenvolveram microesferas baseadas em
alginato de sodio e proteina do soro para utilizagcdes como matrizes biocompativeis
para a administragdo oral de compostos bioativos sensiveis, usando riboflavina
como modelo. As microesferas de alginato e proteina do soro demonstraram a
habilidade de retardar a liberagcdo de compostos no estbmago, porém permitiu a
completa liberagédo no intestino delgado.

A presenga de um estabilizante ou emulsificante na fase externa da emulsao
€ um fator critico para a obtengdo de particulas esféricas individuais. A funcéo do
emulsificante é prevenir a agregacdao das microesferas durante a evaporacao do
solvente, bem como promover a estabilizacdo das goticulas de solvente durante o
processo de evaporacao. Vem sendo utilizados como emulsificantes, a gelatina,
alginato, hidroxipropilmetil celulose, polissorbatos, entre outros (COUVREUR et al.,
1997; DINARVAND, MIRFATTAH e ATYABI, 2002).

Polimeros hidrofilicos, como a gelatina, o alginato e outros polissacarideos
possuem a propriedade de formar redes insolUveis quando reticulados e
intumescerem o que os define como hidrogéis (ZHANG et al., 1998 “:MUNIZ e
GEUSKENS, 2000; PEPPAS et al., 2000; MUTA et al., 2001; REIS et al., 20035,
GUILHERME, et al., 2005).

2.3 Hidrogéis

O interesse pelos hidrogéis se baseia em suas caracteristicas que, dentre
elas, podem ser destacadas a biocompatibilidade e a nao toxicidade (HOFFMAN,
2002; GUPTA et al., 2002; ROSSO et al., 2003; ZHANG et al., 2004 B; CELLESI et

al., 2004). Assim, os hidrogéis sao candidatos em potencial para serem utilizados
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principalmente na area médica e farmacéutica. Dentre as diversas aplicagdes,
destacam-se as lentes de contato, processos de separacdo, moduladores de
liberacao de farmacos, substratos para cultura de células, implantes terapéuticos,
entre outras (SHAPIRO e COHEN, 1997; HENDRICK et al., 2001; TAN et al., 2005;
KOBAYASHI et al., 2005; ZHANG et al., 2006).

Uma das maneiras de se obter hidrogéis com boa estabilidade mecénica e
permeabilidade controlada é sintetiza-los como sistemas semi-IPN (do inglés semi-
interpenetrating polymer network: semi-IPN) ou RPI (IPN) (LU et al., 2003 #; ZENG e
FANG, 2004; LU et al., 2004 B; ZHANG et al., 2006). Para os sistemas semi-RP],
hidrogéis sdo formados pela combinagcédo de um polimero na forma reticulada e outro
na forma linear. A representagdo esquematica da sintese do sistema semi-RPI esta
ilustrada na Figura 2. Os hidrogéis RPI sdo formados pela combinagdo de dois
polimeros diferentes, ambos reticulados (AOUADA, 2005). Pesquisas recentes vém
demonstrando a eficiéncia desses sistemas também na formagdo de microesferas
(ZHANG et al., 2006; ROKHADE et al., 2006).

Gelatina + NaCMC

R em NaCMC -CH2-C- O-Na

R em gelatina = grupo alquila

cadeias de gelatina reticulada
cadeias NaCMC

Figura 2-Representagdo esquemadtica da sintese de sistemas semi-RPIl. Fonte: Adaptado de
Rokhade, et al., 2006.
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2.4 Polimeros hidrossolUveis caracteristicas e aplicagdes

Os polissacarideos tém sido estudados por pesquisadores das areas
biomédicas e biotecnolégicas a fim de explorar cada vez mais as potencialidades
que estes materiais oferecem. Dentre esses polissacarideos, destacam-se alguns
derivados da celulose e de origem marinha como os alginatos. Estes polimeros sdo
biocompativeis, ndo necessitam de solventes organicos para solubilizacdo e, no
caso do alginato pode ser faciimente reticulado com CaCl, (MUKAI-CORREA et al.,
2005), além de permitirem a formagao de microesferas.

Na ultima década, esses polimeros naturais, na forma de hidrogéis tém sido
usados para a imobilizagdo de enzimas e células encapsulacao de farmacos, e mais
recentemente para ativos cosméticos. Esses sistemas apresentam vantagens como
atoxicidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixo custo, além de serem
encontrados em abundancia na natureza (OLIVEIRA, 2004).

O alginato é um sal, normalmente de sddio, do acido poliurdnico, o acido
alginico, que se obtém a partir de algas marrons. E muito viscoso e versatil quando
aplicado na fabricacdao de alimentos (FENNEMA, 2000). Compde a familia dos
polissacarideos com estruturas nao ramificadas, consistindo de ligacdes p-D-(1—4),
formado por um copolimero linear do acido B-D-manurénico (M) e do acido a-L-
gulurdnico (G), que podem estar em blocos unicos (M) ou (G), ou alternados (MG).
Na Figura 3 é possivel verificar a estrutura do alginato. As propriedades fisicas do
alginato dependem da composi¢cdo em &acido urénico e da quantidade relativa dos
trés blocos. O alginato forma géis em presencga de cations divalentes, como o célcio,
devido a formacéo de ligagbes cruzadas (SABRA e DECKWER, 2005). A difus&o de
ions célcio para o interior do complexo assegura sua gelificacdo interna, podendo
servir de revestimento de farmacos (DRAGET et al., 2006 ®; RODRIGUES et al,
2006).
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G- G- M- M-

acido gulurénico  acidoe manurdnico

Figura 3 - Férmula estrutural da molécula de Alginato. Fonte: Adaptado de Deckwer e Sabra, 1998.

Existem dois métodos de formacao de gel de alginato: gelificacao interna e
difusdo. No primeiro processo, ocorre inicialmente a nucleacdo com a gelificagéo
simultdnea em varias posicdes, e apos a formagédo da rede de gel primaria, ainda
existirdo blocos G livres que podem criar novas zonas de juncdo. No segundo
processo, ocorre uma gelificacao rapida, na qual a solucao de alginato é gotejada
em solugdo contendo os ions calcio, formando esferas Unicas e independentes
(DRAGET, et al, 2002 *). Suas propriedades mucoadesivas, estabilidade em
condi¢oes &cidas e proteoliticas, biodegradabilidade, baixa toxicidade e baixo custo,
quando comparados com outros hidrogéis, fazem deste polimero um produto com
caracteristicas bastante versateis para o0 revestimento em sistemas
microparticulados para liberacdo controlada de farmacos (PONCELET et al., 1992;
YUGUCHI et al., 2000; RODRIGUES et al., 2006; SILVA et al., 2006; ZHANG et al.
,2006; AMICI et al., 2007).

A formagéao dos géis de alginato € independente da temperatura, porém uma
mudanc¢a na temperatura pode influenciar o processo de gelificacdo, favorecendo a
transigéao sol-gel na presencga de ions calcio (OLIVEIRA e SCARPA, 2004).

Mofidi et al. (2000) utilizaram o método de suspensdo agua-em-éleo e
reticulacéo, para preparagdo de microesferas de alginato com tamanho controlado,
resistentes ao aquecimento, esterilizaveis e secaveis. As particulas apresentaram
baixa densidade e estabilidade mecénica, podendo ser esterilizadas e secas sem
efeitos adversos, que permitiu a produgao de microesferas uniformes com tamanho
desejavel.
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A celulose é um polimero natural abundante, basicamente composto por
unidades de glicose unidas por ligacées B (1-4), sem ramificacées. Os derivados
ibnicos da celulose como a carboximetil celulose sédica (CMCNa) vem se
destacando na preparacao de sistemas microparticulados para liberacdo controlada.
A CMCNa é um carboximetil éter de celulose, apresenta elevada solubilidade em
agua, seu pKa é 4,52 e pode ser degradado por celulases (DARVARI e HASIRCI,
1996), presentes em abundancia na natureza. Devido a estas caracteristicas, a
CMCNa é uma détima alternativa para formacdo de matrizes biodegradaveis
(DARVARI e HASIRCI, 1996).

Pode tornar-se insolivel em meio aquoso através de reagbes quimicas de
reticulagdo com acrilonitrila, metacrilato de metila (OKIEIMEN e OGBEIFUN, 1996)
ou poliacrilamida (BAJPAI e GIRI, 2002). O uso de ions como cobre e ferro
(PRASAD e KALYANASUNDARAM, 1995 B; PRASAD e KALYANASUNDARAM,
1993 4) e aluminio (IANNUCCELLI et al., 1993; DARVARI e HASIRCI, 1996; KOK et
al., 1999) formam complexos com os grupos carboxila da CMCNa, reduzindo sua
solubilidade em agua, devido a formacao de ligacbes cruzadas entre as cadeias

poliméricas. Na Figura 4 € apresentada a estrutura do CMCNa.

CH,OCH,COONa ¢ H OH

H H

H H

H CH CH,OCH,COONa O

Figura 4 - Férmula estrutural da carboximetilcelulose de sodio (CMCNa).

Michailova et al. (1999) estudaram as propriedades viscoelasticas da CMCNa
em diferentes pHs. Observaram, que em meio &cido, a solu¢do de CMC apresenta
uma resposta semelhante a um material sélido. Raios-gama também foram usados
para obter hidrogéis de blendas de CMC e polivinilpirrolidona com o propésito de
serem aplicadas como curativos em feridas (WANG et al., 2007). A CMC também foi

sugerida para administragcao via nasal de apomorfina (UGWOKE et al., 2000).
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Microesferas semi-RPI de CMC e gelatina para liberagcdo controlada de
Trometamina foram caracterizadas por Rokhade et al., (2006). Os autores relatam

uma estreita distribuicdo no tamanho das particulas que variaram de 247 a 535
pm, embora esféricas apresentassem rugosidade na superficie. O estudo permitiu
determinar a influéncia da quantidade de agente reticulante, de CMC e também a
capacidade de carreamento do farmaco na liberagdo da Trometamina. As analises
de Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e Difragdo de raios-X (DR-X) foram
executadas para compreender a natureza cristalina do farmaco apéds a
encapsulacédo. A eficiéncia de encapsulagdo do farmaco conseguida foi de
67% realizada por método UV. In vitro, os estudos da liberac¢do indicaram uma
dependéncia da taxa de liberacdo no agente reticulante e na quantidade de
CMCNa usada para produzir as microesferas.

A gelatina é uma proteina purificada obtida por hidrélise acida parcial (tipo A)
ou hidrélise alcalina parcial (tipo B) do colageno animal. Pode ser constituida por
uma mistura dos dois tipos. A Figura 5 ilustra sua estrutura (FARMACOPEIA
PORTUGUESA, 2002).

O O
! I
HN=—CH—C—NH—CH—CG~—
| I
R R
NH,

Figura 5 - Férmula estrutural da molécula de gelatina.

A gelatina é sem duvida o biopolimero mais popular. E usado com sucesso na
industria de alimentos como espessante e gelificante destacam-se também na
industria farmacéutica (RANADE; HOLLINGER, 2004), principalmente na producao
de capsulas. Gelatinas, normalmente, dissolvem-se em agua a 40°C e ao sofrer
resfriamento a temperaturas inferiores a ambiente formam um gel. O gel contém
zonas de jungao formadas em grande parte por triplas hélices ordenadas separadas
ao longo das cadeias por residuos de peptideos dispostos de forma desordenada.

Isto explicaria como e porque todos 0s géis e gelatinas se comportam em condicdes
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isotérmicas como uma borracha (OUSADA e KHOKHLOV, 2002). Sua aplicacdo em
sistemas de liberacdo vem sendo estudada na ultima década. Sistema RPI baseado
em gelatina tem sido estudado, misturando-a com dextran como material
biodegradavel (KOSMALA, et al., 2000; LIANG, et al., 2004). A aplicacao de
hidrogéis RPI de acido poli (acrilico) e gelatina e sua eficacia no carregamento de
antibidtico, para o tratamento experimental (in vivo) de Osteomelite foi realizado por
Changez et al. (2005).

2.5 Tensoativos e suas fungdes

Tensoativos sdo moléculas anfifilicas, as quais tém a caracteristica de
possuirem solubilidades diferentes quando presentes em meio aquoso. Possuem
simultaneamente afinidade com &gua (hidrofilica) e com dleo (lipofilico).
Denominam-se também surfactantes ou agentes de superficie. A maioria deles sao
sintéticos, porém, cada vez mais sao utilizados os de origem natural (MAGALHAES,
2000; GOMES et al.,2005; FLORENCE e ATTWOOD, 2003).

Dentre os agentes de interface amplamente utilizados na &rea farmacéutica,
encontram-se os tensoativos n&do-idnicos a base de Sorbitol, principalmente Tween
80 e 0 Span 80 (MARTIN, 1993). O Span 80 é um tensoativo lipofilico, sendo desta
forma soluvel ou dispersivel em 6leo, e € muito utilizado em produtos alimenticios e
na preparagado de medicamentos de administracéo oral (ANDREANI, 2008).

Os Tweens sao ésteres de sorbitano etoxilados e agem como tensoativos
hidréfilos, diferenciando-se pelo acido graxo presente em sua estrutura. Em
especial, o Tween 80, também conhecido como polissorbato 80, € um oleato,
surfactante n&o-idnico, um liquido amarelo solavel em agua. (MAPRIC, 2009).



27

2.6 Propriedades do Farmaco Piroxicam

O Piroxicam € um antiinflamatério ndo-esterdide, que atua inibindo a atividade
da enzima ciclooxigenase, que catalisa a biossintese das prostaglandinas e
tromboxanos a partir do acido araquidénico. O processo inflamatério consiste na
resposta organica mais precoce diante de lesao tissular ou infeccdo, sendo que este
processo fisiolégico envolve uma agédo coordenada entre o sistema imunolégico e o
tecido no qual ocorreu a lesdo. Também utilizado no tratamento de artrite gotosa
aguda, artrite reumatéide, inflamacao nao-reumatica e osteoartrite (KOROLKOVAS,
2002). Quimicamente, sua formula corresponde ao 4-hidroxi-2-metil-N-(piridinil-2)-
2H-1,2-benzotiazina-3 -carboxamida-1,1-diéxido (THE MERCK INDEX, 2001). Trata-
se de um po6 branco a levemente amarelo, cristalino, praticamente insoluvel em
agua, soluvel em cloridrato de metileno, levemente soluvel em etanol (EUROPEAN,
2001). Possui massa molecular igual a 331,35 g/mol, com férmula estrutural
apresentada na Figura 6. Por ser um acido fraco (pKa 6,3), sua solubilidade em
agua depende do meio.

N
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Figura 6 - Férmula Estrutural do farmaco Piroxicam.

Kallinteri e Antimisiaris (2001) avaliaram a solubilidade do Piroxicam em
solugdes aquosas com diferentes valores de pH (3,7; 5,0 e 7,0) e evidenciaram que
a solubilidade do Piroxicam aumenta gradativamente com o aumento do pH.

Seu ponto de fusdo varia de 198 a 200°C. Para sua identificacdo pode ser
empregada a espectroscopia no infravermelho, comparando a um Piroxicam de
referéncia, a espectrofotometria no ultravioleta, ou, ainda, a cromatografia liquida e a
cromatografia em camada delgada (EUROPEAN, 2001; USP 25, 2000). Devido aos
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riscos de reacdes gastrointestinais adversas que este farmaco pode causar, a
Agéncia Européia de Medicamentos (2007) restringiu a recomendacao de
prescricoes com o Piroxicam. Isto ndo se aplica aos medicamentos que contenham
o Piroxicam para aplicacao tépica (local).

Figueras et al. (1994) referem que, na Espanha, os antiinflamatérios néo-
hormonais sdo os terceiros grupos de farmacos mais prescritos e constituiram 8,8%
do total de relatos sobre eventos adversos a drogas. De 1609 reacdes adversas
associadas ao uso de antiinflamatérios nao-hormonais (diclofenaco, Piroxicam,
naproxeno, indometacina e cetoprofeno) e notificadas ao Servico de
Farmacovigilancia Espanhol, 364 foram reagbes associadas ao diclofenaco; 282, ao
Piroxicam; 197, a indometacina; 155, ao uso de naproxeno, e 137, ao cetoprofeno.
Os principais eventos adversos foram: reacdes gastrintestinais (39%), cuténeas
(20%) e efeitos sobre o sistema nervoso central e periférico (9%).

A microencapsulacao de alguns farmacos especificos pode ser extremamente
vantajosa, como é o caso do Piroxicam. Este farmaco pode causar irritacao da
mucosa gastrintestinal quando administrado por via oral, fato que justifica a sua
utilizacao na forma de sistemas multiparticulados, os quais tendem a se espalhar
uniformemente, evitando a concentragdo do ativo em um Unico local e diminuindo,
desta forma, a irritagdo (SWEETMAN, 2002).

2.7 Estado da arte microencapsulacao de Piroxicam

Trabalhos recentes sugerem a encapsulagdo do Piroxicam em matrizes
biodegradaveis. Microesferas contendo Piroxicam vém sendo preparadas a partir de
diferentes polimeros, como policarbonato (JOSEPH et al, 2002), poli (anidrido
sebacico) (PSA) (BERKLAND et al., 2004), poli (acido lactico-co-glicélico) (PLG)
(POLLAUF e PACK, 2006), poli (acido lactico-co-glicélico) (PLG) (BERCHANE et al.,
2007), poli (3-hidroxibutirato) (PHB) (BAZZO et al., 2009 °) e acetobutirato de
celulose e PHB (RINALDI et al., 2009).

Berkland et al. (2004) prepararam microesferas poli (anidrido sebacico) (PSA)
e analisaram o efeito da polaridade de 3 farmacos diferentes, dentre eles o

Piroxicam, bem como o efeito do tamanho das particulas sobre a eficiéncia de
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encapsulacao. Os resultados apontaram que o aumento do tamanho das particulas
aumenta o teor de farmaco carregado pelo PSA. A eficiéncia de encapsulacao
atingida para o Piroxicam nessa matriz ficou entre 13 a 34%.

Microesferas de PLG contendo Piroxicam foram desenvolvidas por Berchane
et. al. (2007) para avaliar o efeito do tamanho das particulas, polidispersidade e a
degradacao do polimero na liberacao do farmaco propondo um modelo matematico
para os sistemas gerados. A eficiéncia de encapsulagdo obtida foi de 30%. No
ensaio de liberacao in vitro 50% do farmaco encapsulado, liberou-se dentro dos 3
primeiros dias e foi observado que a velocidade inicial de liberagdo diminuiu com
um aumento no tamanho da microesfera O modelo matematico que incluiu tanto a
polidispersidade como o tamanho médio das particulas representou melhor o
comportamento observado.

Bazzo et al. (2009 °) prepararam microparticulas de poli (3-hidroxibutirato)
(PHB) e quitosana contendo Piroxicam e cetoprofeno como farmacos modelo pela
técnica de emulsao/evaporacao do solvente (O/A). No entanto, uma das limitacoes
quanto ao emprego desse polimero é o elevado grau de cristalinidade e a alta
velocidade de cristalizacdo. A influéncia de alguns parametros do processo sobre a
eficiéncia de encapsulacao do Piroxicam foi avaliada por um planejamento fatorial do
tipo 2°. A eficiéncia de encapsulacdo do farmaco foi de 33,5 a 23,3%. Na Figura 7 a
partir da andlise de MEV, as microesferas apresentaram forma esférica, diametro
médio de 31,1 £ 9,2 um e superficie externa rugosa. No interior destas particulas,
observou-se a predominancia de uma matriz polimérica densa e algumas pequenas
cavidades. Nao foram observados cristais de Piroxicam aderidos a superficie. A

liberagéo de 51,4% do fa&rmaco ocorreu nos primeiros 45 min da analise.

Figura 7 - Micrografias de microscopia eletrénica de varredura para as microparticulas de
PHB/quitosana usando Piroxicam. Fonte: Bazzo, et al., 2009 b
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Rinaldi et al. (2009) prepararam e caracterizaram microparticulas de
acetobutirato de celulose e poli (3-hidroxibutirato) [PHB] contendo Piroxicam. As
microparticulas foram preparadas por meio da técnica de emulsao/evaporagdo do
solvente O/A. A eficiéncia de encapsulacdo conseguida foi em torno de 50%. A
caracterizagdo morfolégica das microparticulas foi realizada por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV). Na Figura 8 é possivel observar que as
microparticulas apresentaram-se com formas irregulares e cristais de farmaco nao-
encapsulado préximo a superficie das particulas. Para o ensaio de liberacao apos
2,5 horas, todas as formulacgdes ja haviam liberado cerca de 70-80% do farmaco.

Figura 8 - Micrografias de microscopia eletronica de varredura para as microparticulas de
acetobutirato de celulose/PHB usando Piroxicam com aumentos de 200X (A) e 50X (B). Fonte:
Rinaldi, et al. 2009.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

Os materiais usados foram adquiridos dos seguintes fornecedores: cloreto
célcio (CaCl,) (PA) do laboratério Synth Ltda; Carboximetilcelulose (CMC)
fornecedor Deg, diclorometano (PA) fornecedor Maia industria e comércio Ltda,
gelatina em po e parafina da Vertec quimica fina Ltda; éter de petréleo (PA) da Maia
industria e comeércio Ltda, cloroférmio (PA) do laboratério Synth Ltda; n-hexano 95%
(PA) da Alphatec quimica fina; alginato, polivinilpirrolidona (PVP) e Span 80 da
Sigma Aldrich; glutaraldeido 25% em agua (PA) da Casa da quimica industria e
comércio Ltda e Piroxicam da Deg Imp. de Produtos Quimicos.

3.2 Métodos

A Figura 9 apresenta o fluxograma com a descricdo da metodologia realizada.

(Preparagén das micmparticulas]

(Determinagéa da presenca do Piroxicam CGIMS
1

Preparag¢ao das amostras conforme ] EE% por Analise estatistica
planejamento fatorial HPLC do fatorial
|

(Caracterizagéo das microparticulas

~

Morfoldgica Interacdo matrizfarmaco e | . . «
. - PH% Perfil de liberagao
[MEV e M.O ] [estado fisico do agente ativo in vitro do farmaco

(FTIRI ] (DSC ] (DIR-)( )

l: realizado apenas para as
microparticulas de GellCMC

Figura 9 - Fluxograma para a descrigao da metodologia.
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3.3 Preparacao de microparticulas semi-RPI

Os sistemas de microparticulas semi-RP| foram obtidos pelo método de

emulsdo-reticulagdo e estao descritos detalhadamente nos itens seguir:

3.3.1 Microparticulas de Alginato/CMC

A partir de uma adaptagédo da metodologia proposta por Zhang et al., (2006) e
apresentada na Figura 10, a 20 mL de uma solugéo alginato de sédio 3% (m/v) foi
acrescentado CMC sob agitacéo, utilizando agitador da marca lkamag Ret. (700
rom), a 40°C, até completa dissolugdo. Em seguida, foi adicionado 1,25 mL de
parafina liquida contendo 2% (m/m) de Span 80 e Piroxicam dissolvido em 1 mL
cloroférmio, mantendo-se sob agitacdo, sob temperatura ambiente, por 1 hora.
Paralelamente, preparou-se uma solucao de diclorometano/hexano (1:2), contendo
0,3 g de Span 80. Adicionou-se esta composi¢cdo organica a solugcao anterior sob
agitacao de 900 rpm por 10 min. Acrescentou-se, entdo, 5 mL de solugao PVP 1,5%
(m/v), mantendo-se a agitacao por mais 20 min. Na seqiéncia, gotejou-se a emulsao
em 150 mL de uma solucao de cloreto de calcio previamente preparada, mantendo-
se em agitacdo a 1000 rpm, por 1 hora, para a reagdo de reticulagdo. As
microparticulas formadas foram coletadas em funil de Biichner, lavadas com agua
deionizada (600 mL), mantidas refrigeradas por 12 h e posteriormente congeladas.
Liofilizou-se por no minimo 2h30’.
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Fase Externa

Piroxicam 10 ou 20% dissolvido em
1,25mL de Parafina + | mL

Agitar 700 rpm

ad0° C cloroformio + 2% Span 80 (m/m),
agitar por 1 hr
Fase Interna
20mL de Alginato 3% (m/v)
CMC 2 a 5% (m/m)

Solugao Diclorometano/ Hexano
(1:2) + 0,3 g de Span 80, agitar
900 rpm por 10 mim

5 mL de PV P 1,5% (m/m)

Sle®

() ©)

o ©

Emulsio do tipo A/O 3 ou 5% Solugdo CaCL, 150 ml

L
S — s g Evaporagio do solvente orgénico
P e®® X

Coleta e secagem das microparticulas

Lavagem (agua deionizada 600ml)

Figura 10 - Esquema de obtencéo das microparticulas Alg/CMC pelo método de emulsédo-reticulagao.

3.3.2 Planejamento experimental para microparticulas de Alginato/CMC

Para realizar um planejamento experimental deve-se fixar um numero de
niveis (n) para cada um dos fatores ou variaveis (k). Realizando os experimentos em
todas as combinacdes possiveis, ¢ obtido um plano fatorial completo (n"). Na
maioria dos casos, para os estagios iniciais de experimentacdo, sdo utilizados dois
niveis para cada fator. Desta forma, um fatorial completo envolvendo trés fatores em
dois niveis, requer 8 ensaios em duplicata (BARROS NETO et al., 1996).
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A Tabela 1 apresenta a variacao dos teores de CMC, cloreto de calcio e
Piroxicam representando o fatorial 2%, elaborado para obtencdo das microparticulas

de Alg/CMC. Todas as amostras foram realizadas em duplicata.

Tabela 1: Planejamento fatorial 2°para a preparacdo das microparticulas em matriz de Alg/CMC. Os
indices () e (+) indicam o nivel de cada variavel como inferior e superior, respectivamente.

Alginato/CMC  Percentual de CMC Concentracdo da Percentual de
na matriz solucao de CaCl, Piroxicam na
2% e 5% 3% e 5% emulsdo
10% e 20%
Al - - -
A2 - - +
A3 - + -
A - + +
A5 + - -
A6 + - +
A7 + + -
A8 + + +

3.3.3. Microparticulas de Gel/CMC.

Baseado no método proposto por Tabata e lkada (1989), adaptado por
Rokhade et al. (2006) e representado na Figura 11, inicialmente, preparou-se uma
solugcéo 4% (m/v) de gelatina para 10 mL de solugdo. Em seguida, acrescentou-se
CMC a solugéo de gelatina. Manteve-se a mistura sob agitagdo utilizando agitador
da marca lkamag Ret. (300 rpm), a 40 °C, por 30 min, para a completa dissolu¢ao da
gelatna e da CMC e adicionou-se o Piroxicam. Verteu-se essa solugéo,
vagarosamente, sobre uma mistura 60/40 (m/m) de parafina/éter de petréleo
contendo 0,5% (m/m) de Span 80, mantida sob agitacao por 10 min, a 1000 rpm.
Acrescentou-se a essa emulsdo glutaraldeido, lentamente, mantendo-se a
velocidade de agitacao por mais 35 min. Verteu-se cuidadosamente a mistura no
filtro Blchner, e cuidadosamente lavou-se as microparticulas com 300 mL de n-
hexano, 300 mL de alcool etilico comercial e 200 mL de &agua deionizada,
sequencialmente. Com o auxilio de uma espatula, transferiram-se as particulas para
tubos de Falcon e guardou-se em geladeira por 8 horas. Apds, o material foi



35

transferido gelado para um frasco de liofilizador colocando-o no freezer por, no
minimo, 5 h. Liofilizou-se por no minimo 2h30'. A Figura 11 apresenta um esquema

ilustrativo do método para obtencao das microparticulas de Gel/CMC.

Agitar 300 rpm
por 30min, 40°C

_Fase Interna

Piroxicam10 e 20% Fase Externa

10ml sol. Gelatina4% Parafina/éter petréleo (60/40)(m/m)
CMC 10 e 20% Span 80 0,5% (m/m). Agitagao 1000 rpm

por 10 min.

Agente Reticulante
(Glutanmaldeido)5 e 10%

35 min. = = 80
- OC

= 8 Emulsao do tipo A/O

00

Evaporacao do solvente

Coleta e secagem das

microparticulas A
p Lavagem (n-hexano, 300 mL, +ilcool

etilico, 300mL e Agua deionizada, 20 mL

Figura 11 - Esquema de obtencéo das microparticulas Gel/CMC pelo método de emulséo-reticulagao.

3.3.4 Planejamento experimental para microparticulas de Gel/CMC

A Tabela 2 apresenta a variagao dos teores de CMC, glutaraldeido (agente
reticulante) e Piroxicam representando o plano fatorial 2° para as microparticulas de
Gel/CMC.
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Tabela 2: Planejamento fatorial 2°para a preparagéo das microparticulas em matriz de Gel/CMC. Os
indices () e (+) indicam o nivel de cada variavel como inferior e superior, respectivamente.

Gelatina/CMC  Percentual de CMC Percentual de Percentual de
na matriz Glutaraldeido Piroxicam na
10% e 20% 5% e 10% emulsao
10% e 20%

G1 - - -
G2 - - +
G3 - + -
G4 - + +
G5 + - -
G6 + - +
G7 + + -
G8 + + +

3.3.5. Andlise de incorporagao do farmaco nas matrizes

10 mg de microparticulas foram expostas a 3 mL de cloroférmio, agitadas e
apos decantacao, colheu-se uma aliquota do sobrenadante que foi analisado em um
cromatdgrafo gasoso acoplado a um espectrofotbmetro de massa (CG/MS) da
marca GC system Agilent 7890 A, coluna:HP5-MS, fluxo de hélio: 1mL/min.

Procedeu-se a mesma analise para um padrao de Piroxicam.

3.4. Caracterizacao da morfologia e de superficie das microparticulas

A avaliacdo da morfologia e as caracteristicas das superficies das
microparticulas foram realizadas num microscépio eletrénico de varredura (MEV)
Philips XL30. Amostras de cada formulagédo foram fixadas em um suporte metalico,
recobertas com uma fina camada de ouro e observadas em microscopio eletronico.
O acompanhamento da formagdo e o efeito do processo de secagem das
microparticulas foram realizados com o auxilio de um microscépio 6ptico LEICA DM

1000 com aparato para microfotografia LEICA EC3 utilizando resolucéo de 40X.
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3.5 Interagao matriz-farmaco e estado fisico do agente ativo

A interacao matriz-farmaco e estado fisico do agente ativo foi verificada por
andlises de:

Calorimetria exploratéria diferencial (DSC): as curvas foram obtidas a 10
°C/min num equipamento TA-Instrument DSC 2920 Modulated em atmosfera inerte
de N, equipado com um sistema de resfriamento tipo LNCA (resfriamento com
nitrogenio liquido) com amostras de 2 a 5 mg. Foi feito somente um aquecimento da
temperatura ambiente até 250 °C, pois no segundo aquecimento as amostras
apresentaram-se amorfas, ou seja, ndo apresentaram pico de fusdo, em laboratério

de estudos de materiais da Franca.

Difragcdo de Raios-X (DR-X): o estado fisico do Piroxicam nas microparticulas
foi avaliado utilizando um difratdbmetro de raios-X Philips X'Pert , com radiagdo CuKa
(I =1.54056 A), na faixa de 5° a 50°, com passo de 0,05° e tempo de 1 s, no
laboratorio de estudos de materiais da UFSC-SC.

Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR): as
microparticulas de Alg/CMC e Gel/CMC na auséncia e presenca do agente ativo
foram analisadas em equipamento Perkin-Elmer Spectrum One, no intervalo de
2000 a 700 cm’' ,pela técnica de reflectancia difusa, em laboratério de
caracterizagdo de materiais do Centro de Ciéncias Tecnolédgicas da Universidade do
Estado de Santa Catarina (CCT-UDESC).

3.6 Determinagdo da eficiéncia de encapsulacédo (EE%) do agente ativo nas

matrizes propostas.

As amostras foram analisadas em HPLC, Merck Hitachi modelo: D-7000 IF,
com coluna: Merck Lichrosfer RP-18. Foram pesados 100 mg das amostras e
mantidas em acetona (P.A) por 24 horas. A seguir, coletou-se uma aliquota do

sobrenadante que foi transferido para tubos do tipo eppendorf e congelados por
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mais 24 horas, onde foi retirado 0,1ml dessa aliquota e acrescentado 0,9 mL de
acetona P.A (diluicdo 1:10), apds essas amostras foram submetidas a analise em
HPLC onde foi determinada a EE%. A eficiéncia de encapsulacao (EE%) foi

determinada por meio da Equagao 1:

EE% = _ Quantidade de farmaco encapsulado X 100

Quantidade de farmaco proposto no fatorial

(1)

As andlises foram realizadas em duplicata e considerou-se a média das
concentragdes obtidas.

3.7 Analises estatisticas

Todos os dados obtidos foram analisados por teste estatistico para rejei¢cao
de valores desviantes (Teste Q de Dixon), sendo aceitos ou ndo, com um nivel de
confianga de 95% (RORABACHER, 1991).

Para o planejamento fatorial, foi utilizada a analise de Pareto (BARROS
NETO et al., 1996), que permite identificar e quantificar o efeito de cada um dos
fatores (percentual de CMC, agente reticulante e Piroxicam) e de suas interagdes

nos experimentos realizados, sendo avaliados como resposta o parametro de EE%.

3.8 Velocidade de intumescimento

Para avaliar a influéncia dos diferentes métodos de preparacdao na
capacidade de absorver agua, realizou esse ensaio conforme método descrito a

sequir.
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Iniciou-se retirando a tara de um cadinho do tipo Goosh (porosidade 2)
devidamente seco em estufa a vacuo (40°C/260 mmHg), marca Nova Etica, até
obter massa constante. Logo apés, este foi umedecido com 2 mL de agua destilada,
retirado o excesso e determinado seu peso novamente. Em seguida, acrescentou-se
0,10 g de microparticulas previamente secas até massa constante em estufa a
vacuo (40°C/260 mmHg) dentro do cadinho e posteriormente, com o auxilio de uma
pipeta, as microparticulas foram intumescidas com 5 mL de agua destilada de forma
que todas ficassem submersas. Em intervalos de tempo pré-estabelecidos, retirou-se
a agua em excesso do cadinho com o auxilio de um papel absorvente e realizou-se
a pesagem, caracterizando a massa umida, (M,) e, em seguida, acrescentou-se
novamente 5 mL de agua destilada. O percentual de hidratacdo (PH%) das amostras
foi calculado a partir da equacédo 2 (PEREIRA, 1997 B).

PHO/O = gMU - M3! X 100
Ms

3.9 Perfil de liberagao do farmaco in vitro

Microparticulas contendo o equivalente a 15 mg de farmaco foram colocadas
em frascos vedados, seguido da adicdo de 30 mL de tampao fosfato pH 7,4
(condigéo sink) e mantidas em banho-maria, da marca GFL, modelo D 3006, a 37 +
2 °C. Em intervalos pré-determinados, foram retiradas aliquotas de 5 mL e apoés
leitura, devolvidas ao meio quando possivel. Para algumas amostras nova aliquota
de solugdo tampao foi reposta ao meio, para manter o volume constante nos frascos
de ensaio. A concentracdo de Piroxicam no meio foi determinada por
espectrofotometria de absorcdo na regido do UV em A na = 353 nm, utilizando
Espectrofotébmetro da marca SHIMADZU, modelo 1601PC. A partir da curva de
calibracdo (faixa de concentragdo de 1,0 a 20,0 mg/L de farmaco) encontrada no
Apéndice 2, calculou-se a quantidade de Piroxicam liberada para o meio em fungéao
do tempo.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap6s a obtencao das microparticulas e antes de promover a aplicacao do
planejamento fatorial, considerou-se importante verificar se o farmaco manteve-se
na estrutura das microparticulas. A Figura 1 que se encontra no Apéndice mostra os
Espectrogramas das amostras submetidas ao CG/MS. O padrdo de Piroxicam (azul)
(PP) e o teor do farmaco em duas amostras de cada uma das matrizes indicam que

houve o carregamento do farmaco.

4.1 Microparticulas de Alg/CMC

Confirmada a presenca do farmaco nas matrizes, procedeu-se com a
preparacao das amostras, conforme previsto no planejamento fatorial.
A Tabela 3 apresenta a média e o desvio padrdao (DP) da eficiéncia de

encapsulacao (EE%) do Piroxicam nas formulagdes de Alg/CMC.

Tabela 3: Eficiéncia de encapsulagao (EE%) E desvio padrao para as formulagdes de Alg/CMC.

Amostra Fatorial EE % DP% Composicao da matriz

CMC CacCl, Piroxicam
A1 0,714 0,58 2% 3% 10%
A2 1,214 0,04 2% 3% 20%
A3 0,715 0,02 2% 5% 10%
A4 1,159 0,31 2% 5% 20%
A5 0, 401 0,31 5% 3% 10%
A6 0,514 0,03 5% 3% 20%
A7 0, 854 0,24 5% 5% 10%
A8 0,732 0,04 5% 5% 20%

Para analisar os efeitos das variaveis separadamente ou de suas interacoes
sobre EE%, foi realizada a analise de varidncia (ANOVA), de modo a obter os efeitos
significativos (p < 0,05). Com esse mesmo intuito, gerou-se o gréfico de pareto

(Figura 12). Esse grafico apresenta as trés variaveis e as 4 interagbes dessas
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variaveis. Observou-se, a partir dessas analises, que o percentual de CMC na matriz
apresentou influéncia significativa sobre a EE% quando presente em menor
percentual. J& os demais fatores e suas combinacbdes apresentaram influéncia

estatisticamente insignificante.

v
(1)cMe % 0,325125
V7 I
I
|

A "
p=0,05

Efeito estimado (valor absoluto)

Figura 12 — Gréfico de pareto para as microparticulas de Alg/CMC.

Nessa matriz, a EE% nao ultrapassou 1,5%, entretanto € possivel observar
que as amostras A2 e A4 apresentaram as maiores eficiéncias dentre os sistemas
analisados, ou seja, sob o percentual minimo de CMC. Sabe-se que a baixa
eficiéncia de encapsulacao depende das caracteristicas fisico-quimicas do farmaco
e dos polimeros na matriz, embora haja grupos funcionais semelhantes nas
matrizes, aqui basicamente polissacarideos, e no farmaco, esse ultimo apresenta
baixa solubilidade em agua e elevada solubilidade em solventes como acetona e
clorados, de forma geral (THE MERCK, 2001). Como em determinada etapa do
processo, o sistema foi submetido a uma fase organica na presenca de
diclorometano, esse fato deve ter influenciado o baixo teor na encapsulagao.

Outro fator pode estar relacionado com as caracteristicas do Piroxicam como a
elevada densidade eletronica em virtude dos anéis aromaticos em sua estrutura e a

ionizagao da CMC em meio aquoso. Esse anion pode ter contribuido para afastar
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o Piroxicam durante o processo de encapsulagédo reduzindo o teor de farmaco nas
microparticulas. De qualquer modo, procedeu-se a caracterizacdo das
microparticulas obtidas.

4.1.1 Caracterizagao das microparticulas de Alg/CMC

As microparticulas foram caracterizadas conforme as analises a seguir:

4.1.1.1 Caracterizacao Morfoldgica: microscopia éptica (M.O) e microscopia
eletrénica de varredura (MEV)

Apobs o estudo da EE%, foi realizada a caracterizacao das microparticulas.
A Figura 13 permite analisar o efeito do processo de liofilizagdo nas
caracteristicas das microparticulas de Alg/CMC. Apés a filtracdo, as particulas

apresentaram-se esféricas e depois de liofilizadas esse formato foi perdido.

g

Figura 13 - Microscopia Optica das microparticulas de Alg/CMC com ampliagao de 40X (A) e (B) A3
(2%CMC; 5% CaCl,. 10% Piroxicam) apds filtracéo e liofilizagdo, respectivamente.

Na Figura 14, encontram-se as micrografias do Piroxicam (PP), das
microparticulas obtidas como controle (AB) e para as formulagdes A1, A2, A3, A6, em
Alg/CMC, respectivamente.
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Figura 14 - Micrografias de microscopia eletrénica de varredura das microparticulas de Alg /CMC para
PP (padrao de Piroxicam), AB controle (sem farmaco), A1, A2, A3 e A6, respectivamente.

Confirma-se por meio das micrografias, o efeito do processo de secagem por

liofilizacdo, na morfologia das microparticulas. A rugosidade na superficie €

observada para as amostras, AB, A1, A2 e A3. Essa caracteristica também foi

registrada por Tavakol et al. (2009) ao encapsularem sulfasalazina em matriz de
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alginato e quitosana. Comparando as imagens das amostras AB (n&o carregada) e
A1, verifica-se que a presenga do Piroxicam n&o alterou a textura, a forma e o
tamanho das particulas que ficou na ordem de 110 um. Entretanto, duplicando-se a
quantidade inicial de farmaco no meio, comparacao entre as amostras A1 e A2,
verifica-se uma alteracdo no tamanho e na rugosidade da superficie das amostras,
sugerindo que a quantidade de Piroxicam adicionada inicialmente pode influenciar a
morfologia das microparticulas geradas. E possivel observar que A amostra A2 se
mostrou mais eficaz para este sistema, o que condiz com o grafico de pareto gerado,
que apresentou uma melhor EE%, quando presente na matriz, CMC em seu nivel
inferior. Ja a variagdo da concentragdo de reticulante, amostras A1 e A3 néo
mostraram efeito significativo sobre a morfologia das microparticulas em matriz de
alginato, essa auséncia de efeito também foi observada na EE%. Entretanto, a
mudanca percentual da CMC na composicdo da matriz mostrou alteragdes
morfologicas: como aparente redugédo do tamanho e suavizando a superficie das
microparticulas que pode ser observado nas amostras A1 e A6.

A forma irregular de microparticulas com Piroxicam também foi registrada por
Rinaldi et al. (2009) para a matriz de acetobutirato de celulose e poli(3-
hidroxibutirato).

4.1.1.2 Analises de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e difracdo de raio-X
(DR-X)

As andlises de calorimetria exploratéria diferencial e difracao de raios-x foram
realizadas com o objetivo de avaliar a ocorréncia de alteragcbes no grau de
cristalinidade, bem como a presenga ou ndo de mais de uma forma polimérfica do
farmaco escolhido.

A técnica de DSC quantifica a perda ou ganho de calor resultante das
mudancas fisicas e quimicas ocorridas na amostra em funcao da temperatura
programada.

As curvas de DSC das microparticulas de Alg/CMC sao mostradas na Figura

15, para as composicoes fatoriais escolhidas e para o controle (AB).
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Figura 15 — Curvas de DSC para as microparticulas de Alg/CMC.

A tabela 4 mostra as temperaturas e as entalpias de transicdo para as

microparticulas de Alg/CMC apresentadas na Figura 14.

Tabela 4: Temperaturas e entalpias de transicdo para as microparticulas de Alg/CMC

Amostra Tr1 (OC) AH 1 (J/g) AH 1, (J/g) TTz(OC)
Fatorial

AB 126 247

Al 123 63

A2 150 78

A3 115 278

A6 157 3,5 182 125

Com o auxilio da Figura 15 e da Tabela 4, pode-se observar que o perfil das
curvas do padrao da matriz (AB) e para as amostras A1, A2 e A3 apresentam-se
semelhantes, sem picos de fusdo evidentes o que sugere uma caracteristica amorfa
as composicdes que o farmaco apresenta-se molecularmente disperso na matriz, ou
ainda que a quantidade de farmaco presente seja insuficiente para modificar



46

claramente o comportamento do material. Ja a amostra A6 apresentou um pico em
torno de 180 °C, que pode indicar a presenca de substancia cristalina. Inicialmente,
descarta-se ao Piroxicam cristalino, pois a EE% nessa amostra, ndo é superior
aquela registrada para a amostra A2 e o ponto de fusdo do Piroxicam, descrito pela
literatura, varia de 198-200 °C (FARMACOPEIA PORTUGUESA, 2003).

Microparticulas contendo Piroxicam em matriz de blendas de PHB e
quitosana estudadas por Bazzo et al. (2009°) e as curvas de DSC, neste caso,
apresentaram somente um pico de fusdo em 168 °C. Segundo os autores, iSso
sugere que PHB e Piroxicam estejam fundindo na mesma temperatura. Em estudo
mais detalhado; Bazzo (2008°) atribui a auséncia do pico de fusdo do farmaco na
temperatura de 204 °C a presenca do Piroxicam molecularmente disperso na matriz
polimérica, na forma amorfa.

O perfil de difracdo de raios-X para as microparticulas de Alg/CMC é
mostrado na Figura 16.
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20 (graus)

Figura 16 — Difratogramas das microparticulas de Alg /CMC obtidas a partir da formulagao A1, A2, A3,
A6, AB controle (sem farmaco) e PP (padrao Piroxicam).
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Como se pode observar, o Piroxicam padrao (PP) apresenta picos de difracao
em 260 igual a 8 °; 14 °; 17,5 °, sendo similar ao Piroxicam descrito por VreCer et al.
(2003). O polimorfismo do Piroxicam foi muito estudado nesses ultimos anos, ele
pode se apresentar segundo Vrecer et al. (2003) de formas distintas: a cubica, a
agulha e monohidratada, obtidas pela cristalizagdo por solventes. A cinética de
cristalizacdo e a polaridade dos solventes utilizados determinam a cristalizagdo do
Piroxicam em cada uma destas formas (BAZZO et al. 2008 ?).

A amostra controle (AB) apresenta um halo amorfo em 26 igual a 18°. Ja as
amostras A1, A2, A3 e A6 sao similares entre si, apresentando apenas o halo
amorfo referente a matriz, sem registrar qualquer pico relativo ao farmaco cristalino,
0 que permite manter as hipoteses levantadas na discussao das curvas de DSC.

No que se refere a intensidade, as amostras A1, A2, A3 e A6 também se
apresentam semelhantes, embora a amostra A6 seja mais discreta.

De acordo com os resultados obtidos no ensaio de EE% para as
microparticulas de Alg/CMC, é possivel confirmar pelas analises de DSC e DR-X o
baixo rendimento de encapsulagcao nessa matriz.

Como parte do estudo, registrou-se os espectros no FTIR para as 4 amostras,
confirmando que o farmaco nao se apresentou na superficie das microparticulas.

A Tabela 5 apresenta as principais bandas observadas para o Piroxicam.

Tabela 5: Principais bandas de absorgao no infravermelho (FTIR) observadas para o Piroxicam.

Numero de onda (cm ™) Caracteristica
1734 Deformagao axial C=O (carbonila)
1625 Deformagé&o angular N-H (amida Il)
1571 e 1525 Amida | (C=0), amida secundaria
1434 Deformacéo axial C-N e C-C do anel
1351 Deformacdo axial assimétrica S(=0), e
deformagao angular C-H
1300 e 1215 Deformagao angular C-H
1183 Deformagao axial simétrica S(=0).
1146 e 1118 Deformacéo axial assimétrica e simétrica
de C-O, deformacao axial de C-C e C-H
1035 Deformacéao angular de C-H do anel
942 Deformacdo angular de CH, fora do
plano
881 e 830 Deformagao axial assimétrica fora do
plano de N-H
767 e 733 Deformagéo axial C-H fora do plano do

anel piridinico




48

A Tabela 6 apresenta as principais bandas no FTIR observadas para a matriz
de Alg/CMC.

Tabela 6: Principais bandas de absor¢do no infravermelho observadas para a matriz alginato/CMC.

NUmero de onda (cm ™) Caracteristica
1742 Deformacéao axial C=0
1600 Deformacgédo axial assimétrica do anion
carboxilato

1424 Deformagéo axial de C-H

1361, 908 e 834 Deformagéo angular de C-H
1217 Deformagéo axial de C-H, C-O, C-C
1100 Deformagéo axial assimétrica C-O-C
1037 Deformacgéo angular de C-H

Os espectros de FTIR mostrados na Figura 17 (regido de 1800-700 cm™) para
as amostras de Alg/CMC e para o Piroxicam padrao confirmam a similaridade das

estruturas quimicas dos dois polimeros.
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Figura 17 - Espectro no infravermelho com transformada de Fourier FTIR para as microparticulas, PP
(padrao de Piroxicam), AB (controle), A1, A2, A3 e A6 respectivamente de Alg/CMC.
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Devido a baixa EE% obtida para a matriz de alginato ndo se prosseguiu com

as andlises de velocidade de intumescimento e ensaio de liberagéo in vitro.

4.2 Microparticulas de Gel/CMC

A Tabela 7 mostra a EE% média e desvio padrao (DP%) para as formulacdes

de Gel/CMC para as amostras considerando-se o planejamento fatorial.

Tabela 7: Eficiéncia de encapsulagao (EE%) e desvio padrao para as formulagées de Gel/CMC.

Amostra Fatorial EE % DP% Composicao da matriz
CMC glutal Piroxicam
G1 1,203 0,03 10% 5% 10%
G2 2,211 0,78 10% 5% 20%
G3 4,79 0,48 10% 10% 10%
G4 1,588 0,87 10% 10% 20%
G5 4,663 0,05 20% 5% 10%
G6 2,125 0,25 20% 5% 20%
G7 7,803 2,02 20% 10% 10%
G8 10,64 1,96 20% 10% 20%

Nas matrizes de Gel/CMC obteve-se uma EE% de aproximadamente 10,64%

quando houve a aplicagdo dos percentuais mais elevados de CMC e de

glutaraldeido, caso registrado para as amostras G7 e G8. Verifica-se que a EE%

registrada para as amostras G1 a G6 variou entre 1,2% e 4,8%. Considerando-se 0s

valores de EE% dos dois sistemas estudados (matriz base alginato e base gelatina),

a segunda mostrou-se mais eficiente.

A Figura 18 mostra o cubo gerado a partir dos resultados obtidos pela ANOVA
sendo possivel observar que a CMC e o glutaraldeido, ambos no nivel mais alto

influenciaram na EE% (p < 0,05) e que essa ¢ estatisticamente diferente das demais.
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Figura 18 - Teste Q de Dixon aplicado para as microparticulas de Gel/CMC.

A Figura 19 ilustra o grafico de pareto apresentando as 3 variaveis e as 4
interagdes. Observa-se que além dos efeitos de CMC e glutaraldeido, pode ser
identificada a influéncia significativa para a combinagdo dos fatores
CMC/glutaraldeido ((1)*(2)) e CMC/glutaraldeido/Piroxicam ((1)*(2)*(3)).

ire) %///////////% 2,2;13

p=0,05

Figura 19 — Gréfico de pareto para as microparticulas de Gel/CMC.



52

O grafico de superficie de resposta (Figura 20) demonstra a influéncia do
glutaraldeido e da CMC sobre a EE%. Observa-se que a EE% chega préximo a 10%

quando os teores de CMC e de glutaraldeido passam do nivel inferior (10 € 5%,

respectivamente) para o nivel superior (20 e 10% respectivamente), que

correspondem as amostras G7 e G8.

@
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e

Figura 20 - Gréfico de superficie de resposta para as microparticulas de Gel/CMC.

A dificuldade em encapsular esse farmaco ja foi registrada por Rinaldi et at.,
(2009), que utilizou acetobutirato de celulose e PHB, onde todas as formulagdes
estudadas, em torno de 50% da quantidade total de farmaco adicionada néo foram

encapsuladas e o teor de farmaco nas microparticulas foi praticamente o mesmo em
torno de 15 mg.

Analisando os resultados obtidos para as matrizes Alg/CMC e Gel/CMC
propostas neste estudo, a que melhor apresentou uma EE% foi a matriz G8.
Sugerem-se como alternativas, na busca de aumentar a EE% no sistema Gel/CMC,
usar acetona como co-solvente para o Piroxicam, na fase inicial do processo de
microencapsulagao e avaliar o efeito da reducao da quantidade de éter de petrdleo
da fase organica.

Como forma de avaliar a composicao das matrizes propostas para gelatina

em seu percentual de CMC, glutaraldeido e Piroxicam, selecionou-se 4 dos fatoriais,
que foram: G4, G5, G7 e G8 e procedeu-se a caracterizagao.
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4.2.1 Caracterizagao das microparticulas de Gel/CMC

As microparticulas de Gel/CMC foram caracterizadas conforme as analises a
sequir:

4.2.1.1 Caracterizagao Morfoldgica: microscopia éptica (M.O) e microscopia

eletrénica de varredura (MEV).

A Figura 21 mostra as imagens obtidas para as microparticulas de Gel/CMC

apos filtragdo, onde se observa a forma esférica.

"‘l

A

Figura 21 - Microscopia Optica das microesferas de Gel/CMC com ampliagéo de 40 x apos filtragao
G5 (20%CMC; 5% glutaraldeido; 10% Piroxicam).

Ao contrario do que ocorreu com as microparticulas Alg/CMC, na Figura 20
pode-se observar que as microparticulas de Gel/CMC apresentaram forma esférica
antes filtragao (Figura 21) e apos liofilizagéo (Figura 22).

Na Figura 22, encontram-se as micrografias do Piroxicam (PP), das
microparticulas obtidas para o controle (GB) e para as formulagdes G4, G5, G7, G8,
em Gel/CMC, respectivamente.
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Figura 22 - Micrografias de microscopia eletrdnica de varredura das microparticulas de Gel /CMC
obtidas a partir da formulagao P (Piroxicam), GB (controle), G4, G5, G7e G8.

As microparticulas provenientes das formulagbes a base de gelatina
apresentaram formas regulares, esféricas e superficie rugosa, porém menos porosas
do que as formulagdes obtidas para a matriz de Alg/CMC, conforme mostra a Figura
22. Rokhade et al. (2006) ao encapsular Cetorolaco de Trometamina em matriz de

Gel/CMC, observaram que as particulas apresentaram superficie ligeiramente
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aspera e o tamanho médio das particulas foi de 247 a 535 um. Confirma-se por
meio das micrografias, o efeito do processo de secagem por liofilizacdo, na
superficie das microparticulas, pois apresenta rugosidade, e essa caracteristica é
observada para todas as amostras. Embora a EE% das amostras de Gel/CMC
tenham-se mostrado superiores aquelas obtidas em Alg/CMC, observou-se a
presenca de cristais de Piroxicam na superficie das microparticulas que esta sendo
indicada pelas setas na Figura 22, principalmente das amostras G4 e G5 indicando
que o farmaco estd parcialmente adsorvido e nao encapsulado. A amostra G8
apresentou menor quantidade de cristais na superficie e para amostra G7 essa
caracteristica € menos evidente, sugerindo uma melhor encapsulagdo nessas duas
ultimas composigdes.

A presencga de Piroxicam ndo-encapsulado proximo a superficie também foi

registrada por Rinaldi et al. (2009).

4.2.1.2 Andlises de Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e Difragéo de
raio -X (DR-X)

A Figura 23 mostra as curvas de DSC para o controle (GB) e as

microparticulas de Gel/CMC obtidas.
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Figura 23 — Curvas de DSC para as microparticulas de Gel/CMC.
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A Tabela 8 mostra as temperaturas e as entalpias de transicdo para as
microparticulas de Gel/CMC.

Tabela 8: Temperaturas e entalpias de transigao para as microparticulas de Alg/CMC
Amostra Tr1(°C) AH 71 (J/g) Tr2(°C) AHq12(J/g) Tr3(°C) AH 13(J/g)

Fatorial
GB 77 20 153 218
G4 119 182 135 120
G5 - - - - 195 118
G7 - - - - 198 121
G8 148 12 194 79

As andlises das curvas de DSC juntamente com os dados da Tabela 8,
sugerem que o farmaco foi encapsulado. As amostras G5 e G7 apresentam um pico
endotérmico em torno de 198 °C, caracteristico do processo de fusdo do Piroxicam,
que de acordo com a literatura varia de 198 a 200 °C (FARMACOPEIA
PORTUGUESA, 2003). Amostra G8 apresentou uma temperatura de fusao em 194
2C que estéa sendo atribuido a presenga de Piroxicam na matriz.

Bazzo (2008°) ao encapsular o Piroxicam em matriz de PHB/quitosana,
observou apenas um evento endotérmico correspondente ao processo de fuséo,
deslocado para uma temperatura mais baixa em relacao a temperatura de fusdo dos
componentes puros. A auséncia do pico de fusdo do fa&rmaco na temperatura de 204
°C poderia ser um indicativo de que o Piroxicam estaria molecularmente disperso na
matriz polimérica, na forma amorfa.

A Figura 24 mostra os difratogramas para as microparticulas de Gel/CMC.
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Figura 24 - Difratogramas das microparticulas de Gel /CMC obtidas a partir da formulagdo G4, G5,
G7, G8, GB controle (sem farmaco) e PP (padrao Piroxicam).

A amostra controle (GB) mostrou um halo amorfo em 26 igual a 21°.
Observou-se que as amostras G5, G7 e G8 sao similares e apresentam 0 mesmo
halo amorfo em 21°, bem como o pico de difracdo em 8°, referente ao Piroxicam. Ja
a amostra G4 apresentou somente o pico 260 igual a 8°. A intensidade deste pico se
mostrou inferior para as amostras G4 e G5, o que indica que houve encapsulamento
de menor quantidade de Piroxicam quando comparado as amostras G7 e G8.

Pela maior intensidade dos picos em 8° e 14° a amostra G7 parece ter
encapsulado maior quantidade de Piroxicam que a G5.

Ja a amostra G8 apresenta tanto halo em 212 quanto os picos em 26 igual a
8; 12; 14; 17,5 e 27,5% mostrando que esta amostra possui 0 maior teor de
Piroxicam em relagao as demais amostras.

A presenga do farmaco nas matrizes, mantendo a mesma forma cristalina
pode ser justificada considerando o método de obtencdo das microparticulas de
Gel/CMC, pois neste caso o Piroxicam é adicionado na forma sélida junto a solucao

polimérica, na primeira fase do processo.
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4.2.1.3 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A Figura 25 mostra os espectros de FTIR para as microparticulas de
Gel/CMC.

%T
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Figura 25 - Espectro no infravermelho com transformada de Fourier FTIR para as microparticulas, PP
(padrao de Piroxicam), GB (sem farmaco), G4, G5, G7 e G8 respectivamente de Gel/CMC.
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Do espectro do farmaco, destaca-se as bandas de deformacao axial simétrica
de S (=0)2 em 1179 cm™ e assimétrica em 1349 cm™ e a deformacéo axial do C-C
do anel entre 1600 e 1400 cm™. Como previsto para compostos com anéis
aromaticos, ha bandas fortes na regido de 900 — 700 cm relativo as deformacdes C
- H fora do plano do anel, especificamente entre 648 e 703 cm™ ha a presenca de
banda dessa deformacao axial em virtude do anel piridinico, que pode ser observado
na Tabela 6 (anteriormente apresentada).

A presenca do Piroxicam na superficie da matriz pode ser confirmada pela
presenca das bandas em torno de 1130 e 720 cm' principalmente para G4 e G5. A
banda com deformagao axial de C-H em 1430 cm™ é observada para a matriz (GB),
que é deslocada para 1425 cm™ nessas duas amostras. A banda em torno de 1628
cm’ refere-se ao grupo N-H, que pode ser observado no espectro de FTIR (Figura
25) para as amostras de gelatina e no Piroxicam padrdo. A Tabela 9 apresenta as

principais bandas encontradas na matriz de Gel/CMC.

Tabela 9: Principais bandas de absorg¢ao no infravermelho (FTIR) observadas para a matriz Gel/CMC.

Numero de onda (cm ™) Caracteristica
1739 - 1735 Deformacéo axial C=0 (carbonila)
1638 - 1625 Deformacgéo angular N-H (amida Il)
1571 e 1525 Amida | (C=0), amida secundaria
1436 € 1434 Deformacéao axial C-N e C-C do anel
1350 Deformacgéo axial assimétrica S(=0). e
deformacéao angular C-H
1300 e 1215 Deformacgéao angular C-H
1180 Deformacéao axial simétrica S(=0)-
1146 e 1131 Deformacdo  axial assimétrica e
simétrica de C-O, deformacgédo axial de
C-CeC-H
1035 Deformagdo angular de C-H do anel
(esta é de piroxicam somente)
980 Deformagéo angular de CH, fora do
plano (esta € de piroxicam somente)
897- 830 Deformagédo axial assimétrica fora do
plano de N-H
770 e 721 Deformacgéo axial C-H fora do plano do

anel piridinico (esta € de piroxicam
somente)
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4.2.2 Ensaio de intumescimento

O resultado encontrado para o percentual de hidratacdo (PH%) das amostras
de Gel/CMC esta apresentado na Tabela 10. O ensaio de intumescimento indicou
que o aumento da quantidade de glutaraldeido reduziu a absor¢cdo de agua, de
374,7% para 284,2%, pois quanto mais reticulado estiver o material menos agua ira
absorver. A presenga de CMC nao influenciou significativamente essa propriedade.

Segundo Rokhade et al. (2006), ao usar a mesma matriz para encapsular o
farmaco ceterolaco de trometamina o percentual de hidratagdo reduziu de 459%
para 176%, fato este, atribuido ao aumento na quantidade de agente reticulante.

Tabela 10: Valores obtidos para o percentual de hidratagdo e desvio padrdo das amostras de
Gel/CMC.

Amostra Fatorial PH% DP%
G4 319,7 192,8
G5 374,7 36,7
G7 284,2 34,8
G8 290,4 22,9

4.2.3 Perfil de liberag&o do farmaco in vitro

A Figura 26 mostra os resultados obtidos para o ensaio de perfil de liberacao

para as microparticulas de Gel/CMC.
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Figura 26 - Perfil de liberagao para as microparticulas de Gel/CMC.

O numero limitado de registros para os primeiros 60 minutos de ensaio nao
permitiu avaliar se o comportamento desse sistema pode ser descrito por algum
modelo matematico como o proposto por Reis et al. (2007%). Entretanto, foi possivel
verificar que as amostras G4 e G5 apresentaram velocidades de liberagédo
superiores (0,48 mg/Lmin e 0,34 mg/Lmin) as registradas para G7 e G8 (0,27
mg/Lmin e 0,22 mg/Lmin), o que se mostra coerente com as observag¢oes sob MEV,
ou seja, que o farmaco esta na superficie das amostras. Além disso, observa-se
também que apoés 120 min, 98 % do farmaco foi liberado pela amostra G4. Os
sistemas G5 e G7 liberaram aproximadamente 85% e a amostra G8 liberou um
maximo de 71%. Cabe destacar que apos 4 h, o perfil da curva da mostra G5 indica
que esse percentual deve evoluir a valores semelhantes ao registrado por G4.

Uma relacdo entre os ensaios de velocidade de liberagcdo, EE% e PH%
podem ser relacionados a partir dos dados da Tabela 8. As amostras G4 e G5 foram
as que apresentaram as maiores velocidade de liberacdo, maior PH% o que
favorece a difusao do solvente e conforme observado no MEV a presenca de cristais
de Piroxicam na superficie podem ter contribuido para uma rapida liberagdo. A
amostra G7 possuia um percentual de glutaraldeido de 10% e apresentou um PH%
de 284,2%, conclui-se que um aumento na quantidade de glutaraldeido influenciou

na reducdo da absor¢cdo de agua, pois quanto mais reticulado estiver o material
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menos agua absorvera através da microparticula influenciando o tempo de

liberacao.

Tabela 11: Correlagao dos valores referente aos ensaios de velocidade de liberagdo, EE% e PH%.

Amostra PH% EE% Velocidade liberacao
Fatorial mg/Lmin

G4 319,7 1,588 0,48

G5 374,7 4,663 0,34

G7 284,2 7,803 0,27

G8 290,4 10,64 0,22

Segundo estudo realizado por Rinaldi et al. (2009), todas as formulacdes
foram capazes de prolongar ligeiramente a liberagdo do Piroxicam comparadas ao
farmaco nao-encapsulado. No entanto, ap6s 2:30 h, todas as formulag¢des ja haviam
liberado cerca de 70-80% do farmaco.

Joseph, Lakshmi e Jayakrishnan, em 2002, realizaram um estudo, no qual a
liberag&o in vitro de Piroxicam num fluido gastrico artificial a 37 °C mostrou um efeito
de liberacdo rapida ndo significativa e que a quantidade de farmaco liberada com o
tempo aumentou até as primeiras 8 horas, tempo a partir do qual ndo se liberaram
quantidades significativas de farmaco. No fluido intestinal, a liberacao foi mais rapida
e continua e, para maiores cargas de farmaco, liberagdo acumulativa, alcangou 90%
em 8 horas. O estudo demonstrou que as microesferas de Piroxicam permitem
liberacao sustentada por periodo de tempo mais longo € um aumento da sua
biodisponibilidade.

A liberagao do farmaco a partir de microesferas pode ser afetada por diversos
fatores, tais como: tamanho e porosidade das particulas, distribuicdo do farmaco,
massa molar do polimero, proporcdo do polimero presente na formulagao, entre
outros (FREIBERG e ZHU, 2004). Neste caso, a rapida liberagdo do Piroxicam a
partir das microparticulas esta relacionada principalmente a presenga do farmaco
ndo-encapsulado aderido a superficie externa e, provavelmente, a distribuicdo do
farmaco preferencialmente na superficie e ndo no interior das particulas, facilitando

a liberagao do Piroxicam.



CONCLUSOES

A analise do planejamento fatorial indicou que o sistema mais eficiente para
encapsular o Piroxicam foi o de microparticulas de Gel/CMC com niveis de CMC e
glutaraldeido mais elevados.

A caracterizacao do sistema Alg/CMC mostrou que o processo de liofilizacao
modificou a forma das microparticulas, que passaram de esféricas para disformes e
que a presenga do Piroxicam ndo alterou a textura, a forma e o tamanho das
particulas. As andlises de DSC e DR-X ndo detectaram Piroxicam cristalino nas
matrizes, justificado pela baixa eficiéncia de encapsulagéo, inferior a 2%. A analise
do planejamento fatorial mostrou que o percentual de CMC na matriz apresentou
influéncia significativa sobre a EE% quando presente em menor percentual. Ja os
demais fatores e suas combinacbes apresentaram influéncia estatisticamente
insignificante.

Em contrapartida, o sistema Gel/CMC mostrou-se mais eficiente, sendo
possivel obter uma EE% maxima de 10,64% na presenca dos percentuais mais
elevados de CMC e de glutaraldeido. Entretanto, as micrografias de algumas
composicoes revelaram parte do farmaco adsorvido, confirmado por infravermelho.
As andlises de DSC e DR-X indicaram que o Piroxicam permaneceu nas matrizes,
mantendo a mesma forma cristalina. O percentual de hidratacdo (PH%) das
amostras indicou que o0 aumento da quantidade de glutaraldeido reduziu a absorcao
de agua no sistema.

O estudo do perfil de liberagédo indicou que as amostras liberaram entre 71 e
98% do farmaco presente nas amostras. As velocidades de liberagdo permaneceram
entre 0,22 mg/L.min e 0,48 mg/L.min.
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Figura 1 - Espectrograma apresentando os picos em 8,6 € 10,99 min, de fragmento do
Piroxicam onde: padrao (preto), amostra em matriz alginato (vermelho) e (azul), amostra em
matriz gelatina (verde) e (amarelo).



APENDICE 2

Tabela 1: valores médios de absorbancia obtidos para a construgcao da curva de calibracdo do
Piroxicam, por espectrofotometria na regido UV, no comprimento de onda 353nm, utilizando

tampéo fosfato pH 7,4.

Concentracao (mg/L) Absorvancia (nm)
1 0,047
5 0,213
10 0,405
15 0,593
20 0,865

y = 0,042x - 0,0042
R® = 0,9947
1
0,9 5
0,8 —
0,7
E076 B *
=05
=<0 <
0,3 4
0,2 4
0,1
o L=
0 5 10 15 20 25
Concentragao (mg/L)

Figura 2 - Representagdo grafica da curva de calibragdo do Piroxicam obtida por
espectrofotometria UV a 353nm, em tampao fosfato pH 7,4 e sua respectiva equacao da reta.
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