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RESUMO

A pesquisa sistematica para a obtencdo de novos sistemas transportadores de farmacos é de
fundamental importancia frente as modificac6es bioldgicas que as enfermidades trazem com
cada evolucdo. Esses novos sistemas podem ser executados por meio de varios processos. A
5CNO05-LSVM é uma molécula bioativa com comprovada atividade antifingica in vitro, baixa
solubilidade e, possivelmente, baixa permeabilidade. O presente trabalho teve por objetivo
incorporar a 5CNO05-LSVM em um novo sistema transportador de farmaco, chamado beads.
O processo de obtencdo das beads foi seguido pelo método de gelificagdo ionotrépica, com
formacgdo de granulos com formato esférico, advindas de reacdo com solucdo de polimero
alginato de sodio (3,5%) e solucdo de cloreto de calcio (10%). As particulas contendo o
farmaco foram obtidas utilizando uma emulsdo com o mesmo previamente disperso. A
metodologia seguiu-se em desenvolver 4 diferentes proporcdes (A, B, C e D), através de um
planejamento fatorial. A morfologia, o rendimento dos granulos, a taxa de carregamento e o
intumescimento dos granulos, foram avaliados. Os gréanulos resultantes foram ovais, ndo
aglomerados com superficie apresentando fissuras. O rendimento variou entre 71,83% a
93,11% e a taxa de carregamento obteve um valor méximo de 79,39% de encapsulagéo. Os
granulos mostraram baixo grau de intumescimento na solucdo de simulacdo do fluido
gastrico, mas em tampao de fosfato intumesceram de maneira rapida, com erosdo completa da
rede polimérica em 75 minutos para amostra A e B e 90 minutos para amostra C e D.
Concluiu-se com este estudo que foi possivel obter um sistema multiparticulado
gastrorresistente utilizando um método simples, facil e reprodutivel; possivel de ser colocado
em uma forma farmacéutica para administracdo oral de farmacos hidrofébicos.

Palavras-chaves: Planejamento fatorial, gelificacdo ionotropica, gastrorresistente.



ABSTRACT

This systematic research in order to obtain new drug delivery systems is extremely important
as we face biological changes that illness brings with each evolution. These new systems can
be run through various processes. The 5CN05-LSVM is a bioactive molecule with proven
antifungal activity in vitro, low solubility and possibly low permeability. The present study
aimed to incorporate 5CNO5-LSVM on a new drug carrier system, called beads. The process
of carrying out the beads was followed by the method of ionotropic gelation, forming
hydrogel particles with spherical shape, resulting from reaction with the polymer solution
sodium alginate (3.5%) and solution of calcium chloride (10%). The particles containing the
drug were obtained using an emulsion with the same previously dispersed. The methodology
followed to develop four different ratios (A, B, C and D) using a factorial design. The
morphology, the yield of beads, the loading rate and swelling of the granules were evaluated.
The resulting granules were oval, not agglomerated with surface fissures. Yields ranged from
71.83% to 93.11% and the obtained maximum load value of 79.39% encapsulation. The
granules showed a low degree of swelling in the solution simulating the gastric fluid, but
swelled in phosphate buffer quickly, with complete erosion of the polymer network in 75
minutes for sample A and B and 90 minutes for sample C and D. It was concluded with this
study it was possible to get a gastro multiparticulate system using a simple, easy and
reproducible method, can be placed in a dosage form for oral administration of hydrophobic
drugs.

Keywords: Factorial design, ionotropic gelation, gastro.
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1 INTRODUCAO

A pesquisa e o desenvolvimento de farmacos representam o primérdio para obtencéo de
medicamentos. Os farmacos obtidos dificilmente sdo administrados como substancias
quimicas isoladas, mas sim, inclusos em uma forma farmacéutica (CECHINEL; BRESOLIN,
2003).

A tecnologia farmacéutica tem inovado em sofisticados sistemas transportadores de
farmacos. Abordando a investigacdo de melhorias na liberacdo, biodisponibilidade e/ou
dissolucdo dos farmacos (STREISAND; STANLEY, 1995; ASTIER, 2006). Como afirma
Damasceno (2010), inimeros destes avancgos tecnoldgicos tém como principais fatores a
reducdo da toxicidade dos farmacos, facilitando a adesdo do paciente ao tratamento e a
finalidade de melhorar o tratamento das doencas no que diz respeito ao aumento da eficacia.

A grande maioria dos farmacos utilizados na terapéutica atual derivou da utilizacdo da
estratégia de modificacdo molecular, técnica que permite fazer o melhoramento da estrutura
do protétipo através de modificagfes planejadas que podem identificar os diferentes niveis de
contribuicdo farmacoforica, fornecer informacdes sobre a conformacéo bioativa e antecipar o
indice de reconhecimento molecular pelo alvo selecionado — visando o aumento da poténcia,
seletividade, diminuicdo da toxicidade, adequacdo do perfil farmacocinético e
estabelecimento da Relacdo Estrutura Atividade (REA) (LIMA, 2007).

Em se tratando de melhora no combate as enfermidades, as infec¢bes fingicas tém
sido estudadas com frequéncia, tendo em vista que sdo de dificil tratamento, fato
intrinsecamente relacionado a aquisicdo por parte de seus agentes etioldgicos de resisténcia
frente & acdo de antifingicos (ARAUJO et al., 2004). Uma grande preocupagio no tratamento
dessas infeccBes é o numero restrito de drogas antifungicas eficazes, visto que muitas das
atualmente disponiveis sdo tdxicas, sdo fungistaticas e ndo fungicidas ou levam ao
desenvolvimento da resisténcia, além de apresentarem um limitado espectro de atividade,
baixa distribuicdo tecidual, fraca penetracdo no sistema nervoso central (SNC), ou custo
elevado (NETO et al., 1997; RYBAK; AKINS, 2001; KATRITZKY et al., 2008).

Vaérias pesquisas vém sendo desenvolvidas e direcionadas na descoberta de novos
agentes antimicrobianos e se fazem necessarias, visto que pacientes imunocomprometidos,
portadores de leucemia, linfoma, diabetes mellitus e AIDS possuem uma maior probabilidade

de serem acometidos por microrganismos resistentes (LIMA et al., 2006). Estudos recentes
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relatam que diversos benzo[b]tiofenos e compostos com grupo 4,5 cicloalquil ligado a porcéo
tiofeno possuem importantes heterociclos bioativos com atividades antimicrobianas e potentes
atividade antifingicas (FERREIRA et al, 2004; RYU et al., 2005; MENDONCA-JR et al.,
2011).

Um veiculo advindo de avancos na area farmacéutica sao as esferas (beads), formadas
por sistemas matriciais nos quais os agentes ativos (AA) encontram-se uniformemente
dispersos e/ou dissolvidos numa rede polimérica (GIUNCHEDI; CONTE, 1995; KAS;
ONER, 2000). As beads podem ser homogéneas ou heterogéneas dependendo se a substancia
ativa se encontre no estado molecular (dissolvido), ou na forma de particulas (suspenso)
(AFTABROUCHAD; DOELKER, 1992).

Portanto, o objetivo deste estudo foi desenvolver novos sistemas transportadores de
farmacos, beads de alginato de célcio, contendo o farmaco antifungico derivado do tiofeno
5CNO05-LSVM, tendo em vista a urgente necessidade de melhoras na farmacoterapia destas

afeccoes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Sistemas Poliméricos

A juncdo da ciéncia de polimeros com as ciéncias farmacéuticas contribuiram de forma
grandiosa em termos de “inovagdo” (forma, tamanho, superficie e flexibilidade no estado
fisico) no design e desenvolvimento de novos sistemas de liberagdo de farmacos (SLFs)
(PILLAI; PANCHAGNULA, 2001).

Segundo Oliveira e Lima (2006), para se chegar ao mecanismo desejado de liberagdo do
farmaco, os polimeros sintéticos podem ter suas propriedades moldadas ou pode-se trabalhar
com uma mistura de polimeros que apresentem propriedades diversas e, com a modificacdo
da proporcdo destes na formulagdo, pode-se chegar ao sistema de liberacdo que satisfaca as
necessidades do formulador.

O Alginato € um biopolimero extraido de diferentes espécies de macroalgas,
principalmente algas marrons, tais como, Laminaria hyperborea, Ascophyllum nodosum e
Macrocystid pyrifer (GOMBOTZ; WEE, 1998). Quimicamente é um polissacarideo anidnico
com uma estrutura (Figura 1) linear compreendida por ligagdes glicosidicas (1—4) de
unidades de B-D-&cido manurdnico e a-L-gulurdnico, as quais podem variar em composicao e
sequéncia, arranjadas em blocos ao longo da cadeia (ZHANG; CHENG; YING, 2006).

Alguns autores como Rowe, Sheskey e Weller (2003), enfatizam que o alginato de
sodio é usado em muitas formulagGes farmacéuticas tanto para uso oral quanto tdpico,
acrescentando ainda sua utilizacdo na preparacdo de formulagdes orais de liberacéo controlada
por retardar a dissolucdo de farmacos presentes em comprimidos, capsulas e suspensdes
aquosas. Também funciona como agente estabilizador para emulsfes do tipo 6leo em agua
(O/A). Esses autores citam ainda a respeito da adesividade dos hidrogéis de alginato de sédio,
como também a liberacdo do farmaco a partir de comprimidos adesivos para a mucosa oral.

Caracteristicas como a acdo gelificante e espessante, biodegradabilidade,
biocompatibilidade e auséncia de toxidez tornam o alginato de s6dio um material interessante
para inimeras aplica¢des (LIMA; ANDREANI; SOLDI, 2007).

2.1.1 Gelificacdo lonotropica
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Gelificacdo ionotropica é uma técnica de obtencdo de grénulos de hidrogel, que sédo
estruturas poliméricas tridimensionais contendo elevada quantidade de 4gua. A técnica baseia-
se na capacidade dos polieletrolitos em fazer ligacdo cruzada na presenca de contra-ions. As
particulas formadas sdo entidades polimérica hidrofilas, reticuladas. Os granulos séo
produzidos pela queda de uma solugdo de polimero-farmaco em uma solu¢do aquosa de
cations polivalentes. Os cétions difundem-se para as gotas poliméricas carregadas com 0
farmaco, formando uma rede ionicamente reticulada tridimensional (PATIL; CHAVANKE;
WAGH, 2012).

Os polimeros naturais ou semi-sintéticos, tais como, alginatos, goma de gelano,
quitosana, pectina e carboximetilcelulose sdo amplamente utilizados para o encapsulamento
de drogas utilizando esta técnica. Esses polieletrdlitos naturais contém certos anions / cations
em sua estrutura quimica, que formam a estrutura de malha pela combinacdo com os contra-
ions, induzindo a gelificacdo por ligacdes cruzadas (AL-KASSAS, AL-GOHARY; AL-
FAADHEL, 2007).

O método baseia-se na gelificacdo ionotrépica do alginato e consiste em incorporar 0
material a encapsular em uma solucdo de alginato de sodio, para depois a mistura sofrer
extrusdo gota a gota, através de uma pipeta de calibre reduzido ou de uma seringa, para uma
solucdo de cloreto de calcio (BURGESS; HICKEY, 1994). O alginato gelifica apds ligacao
dos ions bivalentes de calcio aos blocos de acido gulurénico das cadeias de alginato
constituindo o modelo da “caixa de ovos” (GOMBOTZ; WEE, 1998). Sendo as particulas

assim obtidas relativamente grandes, foram desenvolvidas variantes do método.

2.1.2 Esferas - Beads de alginato de célcio (Sistema matricial)

Os sistemas matriciais sao0 mecanismos para se obter multiplas unidades e sustentar a
liberacdo de farmacos que utilizam substancias capazes de modular essa liberacdo, geralmente
polimeros de natureza hidrofilica ou inerte tem se destacado, sendo uma das estratégias mais
empregadas, devido as vantagens inerentes: eficacia, baixo custo, producdo que recorre a
equipamentos e técnicas convencionais, aceitagdo da Food and Drug Administration (FDA) e
aplicabilidade para farmacos com extenso limite de solubilidade (LOPES; LOBO; COSTA,
2005; MIRANDA; MILLAN; CARABALLO, 2006).

As formas farmacéuticas multiparticuladas apresentam diferentes tamanhos e formas e
podem ser produzidas por uma variedade de processos, dentre os quais podem ser destacados

a granulacéo e o revestimento em leito fluidizado, a extrusdo/esferonizacéo, a compressédo e a
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gelificacdo ionotropica (PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007; PATIL; CHAVANKE; WAGH,
2012).

A formacgdo do sistema matricial, através da técnica de gelificacdo ionotropica,
acontece apoOs a reacdo quimica do polimero alginato de sddio, com a solugdo de CaCl,,

obtendo como produto alginato de célcio (Esquema 1).

Esquema 1- Reacdo de obtencédo do alginato de célcio.
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Figura 1- Relacéo entre o alginato de sddio e o cloreto de célcio, formando ligagdes cruzadas, originando
grandes teias tridimensionais que se tornam viscosas / gel.

Fonte: Figura adaptada de http://www.fooducation.org/2009/02/my-first-spherification.html> Acesso: 18 de
Margo, 2013.

Os alginatos, polimeros polianidnicos, ao entrarem em contato com cations bivalentes
(por exemplo, Ca*?) causam gelificacdo ionotrépica, formando juncées intercadeias entre os
ions bivalentes do célcio e os blocos gulurénico das cadeias de alginato, possibilitando a
incorporacdo de farmacos ou outras moléculas bioativas em sua matriz polimérica através,
principalmente, de interacdes eletrostaticas e forcas de Van der Waals (BOYLAN et al., 1994;
GOMBOTZ; WEE, 1998; CHAVANPATIL et al., 2007; SHI et al., 2011)

2.2 Infecgbes Fungicas
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Os fungos sdo de forma geral, organismos do meio externo excetuando-se algumas
espécies de Candida. Desta forma, os fungos que entram em contato com o ser humano e
animais podem causar alguns danos, que podem variar de micoses superficiais benignas (e.g.
piedra nigra) até infeccBes mais severas (e.g. murcomicoses) (HAZEN, 1995). Candida e
Aspergillus permanecem como a causa da maioria das infecgbes fangicas, mas outros
patégenos fungicos menos comuns e emergentes estdo sendo cada vez mais diagnosticados
(KLEPSER, 2011).

A incidéncia de infeccBes fungicas invasivas causadas por patdgenos oportunistas,
frequentemente caracterizada por altas taxas de mortalidade tem aumentado progressivamente
ao longo das dltimas trés décadas (KONTOYIANNIS; MANTADAKIS; SAMONIS, 2003).

O surgimento de resisténcia fangica aos antimicoéticos clinicamente disponiveis como
poliénos (anfotericina B), fluocitosina, azoéis (fluconazol, miconazol e voriconazol) e
equinocandinas (caspofungina), se tornou um problema de saude publica no mundo (HE et al,
2003; HERNANDEZ et al, 2004; MOUDGAL et al., 2005; KROGH-MADSEN et al., 2006).

H& uma clara necessidade para a descoberta de novas estruturas com propriedades
antifngicas que possam levar ao desenvolvimento de novos medicamentos para o tratamento
das infeccBes fungicas sistémicas e tratamento de micoses. Uma caracteristica estrutural
presente em varios compostos biologicamente ativos com acdo antifingica é a presencga do
anel tiofeno (MEOTT!I et al., 2003).

2.3 Derivado Tiofénico

Os derivados do tiofeno sdo compostos heterociclicos e estes sdo alvo de estratégia de
modificacdo molecular, visto que correspondem a cerca de 65% dos farmacos empregados
atualmente na cura de infeccdes, de onde 95% desses apresentam-se nitrogenados, e outros
25% apresentam atomos de enxofre em sua composi¢do quimica (BARREIRO; FRAGA,
2001).

Varios heterociclicos contendo o atomo de enxofre tém sido usados como agente
antibacteriano, agente antiviral e no combate ao cancer como, por exemplo, o oltipraz, um
representante da classe das 1,2-ditiol-3-tionas, que tem se mostrado eficiente no tratamento do
cancer de figado; o tioconazol, composto contendo um tiofeno em sua estrutura, possuindo

atividade antifungica; a emtricitabina (Emtriva®) que é um antirretroviral que atua na inibicao
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da enzima transcriptase reversa do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), impedindo a
replicacéo viral (SIQUEIRA et al., 2010).

Na avaliacdo da atividade de compostos diarilaminicos contendo o nucleo
benzo[b]tiofeno em sua estrutura, foi evidenciado que a natureza do esqueleto diarilaminico e
os diferentes substituintes empregados ocasionaram variagOes tanto na seletividade quanto no
tipo de atividade biologica. Sendo possivel adquirir compostos com atividade frente a
bactérias e outros com atividade antifungica, com diferentes graus de poténcia (FERREIRA
etal., 2004)

O derivado do benzo[b]tiofeno apresenta moderada atividade antifingica contra
espécies do género Candida (C. albicans, C. glabrata, C. krusei, e C. tropicalis) e espécies do
género Aspergillus (A. fumigatus, A. niger, e A. flavus) (PINTO et al., 2008).

O estudo de Mendoncga-Junior et al. (2011), em que a atividade antifungica de
compostos derivados do tiofeno foi testada contra 44 cepas de fungos, incluido espécies
Candida: C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis e Cryptococcus neoformans,
mostrou que os derivados 2-amino-3-ciano-cicloalquil[b]tiofenos apresentaram moderada
atividade antifungica, porém com efeitos fungicida, e o grupo 4,5 cicloalquil ligado a porcao

tiofeno era essencial para atividade antifangica.

2.3.1 5CNO05-LSVM

A molécula utilizada neste trabalho trata-se de um derivado 2-amino tiofeno com
comprovada atividade antifangica in vitro (MENDONCA JUNIOR et al., 2011; SOUZA et
al.,, 2012). A molécula estudada, a 2-[(3,4-dicloro-benzilideno)-amino]-5,6-diidro-4H-
ciclopen-ta[b]tiofeno-3-carbonitrila, referida como 5CNO05 (Figura 2), apresenta-se
caracterizada macroscopicamente como um p6 amorfo de coloracdo amarela. Apresenta como
formula molecular C;5H;0N,SCl,. massa molecular 320 g/mol e ponto de fusdo entre 190-194
°C. Suas caracteristicas biofarmacéuticas ndo estdo elucidadas, principalmente no que se
refere a permeabilidade. Contudo, o valor de seu coeficiente de particdo (logP = 5,98) serve
como indicio de que a molécula possa apresentar baixa solubilidade e permeabilidade
(GUIMARAES, 2013).
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Figura 2- Estrutura quimica da molécula do 5CNO5-LSVM.
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3 OBJETIVOS

3.1  Objetivo geral

Produzir e caracterizar particulas poliméricas contendo um derivado tiofénico, 5CNO5-
LSVM, visando a obtencdo de um sistema multiparticulado para liberacdo de farmaco de

baixa solubilidade.

3.2  Objetivos especificos

e Produzir particulas de alginato de calcio contendo 5CN05-LSVM através da técnica de
gelificacdo ionotropica;

¢ Desenvolver e validar a quantificacdo do farmaco no método utilizado;

e Avaliar e caracterizar as particulas obtidas quanto a seus aspectos macroscopicos, sua

morfologia, taxa de encapsulacédo, rendimento e capacidade de intumescimento.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1  Materiais para producéo e estudo das beads

4.1.1 Equipamentos

¢ Agitador mecanico (FISATON 713 D); S&o Paulo - SP, Brasil

¢ Agitador magnético com aquecimento (IKA® RH BASIC 1); Campinas - SP, Brasil
e Balanca analitica (OHAUS, AR 2140); Barueri - SP, Brasil

« Balanca semi-analitica BEL Mark 500 (Bel®); De Pere, EUA

e Banho Maria (Solab SL 155/10); Piracicaba- SP, Brasil

¢ Sonda de ultrassom (Sonicador Unique Modelo Desruptor); Indaiatuba - SP, Brasil

¢ Banho de ultrassom (Unique USC 2800 A); Indaiatuba - SP, Brasil

e Espectrofotometro UV/Visivel UV mini 1240 Shimadzu; Séo Paulo - SP, Brasil

e Maquina digital (Sony Steady Shot DSC-S1900 10.1 mega pixels);

e Microscopio Eletronico de Varredura (modelo TM-1000, marca Hitachi); Krefeld,
Alemanha

e Purificador de 4gua Osmose Reversa 0S10 LX (GEHAKA®): Sdo Paulo - SP, Brasil

4.1.2 Substancias

¢ 5CNO5 (Grupo de Pesquisa LSVM-UEPB)

e Alginato de sodio P.A (Sigma-Aldrech); Sao Paulo - SP, Brasil

e Cloreto de célcio anidro P.A (Dindmica); Diadema - SP, Brasil

e Cloroférmio P.A. (Fmaia); Sao Paulo - SP, Brasil

¢ Acetonitrila grau cromatografico (J.T. Baker); EUA

¢ Acetonitrila UV/HPLC (Vetec, Brasil)

e Polissorbato 80 (Via Farma); Sdo Paulo- SP, Brasil

e Triglicerideo de Acido Céprico (Via Farma); Sdo Paulo- SP, Brasil

e Agua deionizada obtida através de osmose reversa (GEHAKA, Brasil).

e Fosfato de sodio Bibasico anidro — (VETEC) Duque de Caxias- RJ, Brasil

e Fosfato de potassio monobasico anidro — (Dinamica)- Diadema - SP, Brasil



e Acido Cloridrico (VETEC) - Duque de Caxias- RJ, Brasil

4.1.3 Diversos

e Dessecador,

e Papel filtro;

e Ponteira de micropipeta (10uL);
e Peneira de malha fina;

e Suporte universal,

e Bureta;

e Béqueres;

e Recipientes plasticos;

e Seringas de 5 ml e 10 ml;
¢ Bastdo de vidro;

e Vidros de relogio,

¢ Papel manteiga.

4.1.4 Software

Excel — Windows 7

25
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42 METODOS

4.2.1 Preparacao das beads

4.2.1.1 Planejamento fatorial

Realizado para permitir avaliar simultaneamente o efeito de um grande ndmero de
variaveis a partir de um reduzido nimero de experimentos. 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 combinacGes possiveis, € obtido um plano fatorial
completo (n). Na maioria dos casos, para os estagios iniciais de experimentagdo, S&o
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).

Na realizacdo dos testes, o volume de solu¢do do polimero Alginato de Sodio, e a
quantidade de emulsdo contendo o farmaco 5CN05-LSVM variaram de acordo com o0

planejamento fatorial 22 (Tabela 1).

Tabela 1- Quantidade de solucdo de alginato de sodio e de emulsdo contendo 5CNO5- LSVM, para formarem as
beads conforme os niveis do Planejamento fatorial.

NIVEIS
FATORES -1 (Baixo) +1 (Alto)
Alginato de Soédio 10mli 15ml
Emulsdo com 5ml 10ml
5CNO5-LSVM

Conforme o planejamento do estudo foi utilizado 22 = 4 ensaios, cujas composicdes

estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2- Proporcdo conforme o planejamento fatorial da quantidade usada de solucdo de alginato de sodio e de
emulsdo contendo 5CNO5, para o método de Gelificagdo lonotrdpica.

Solucdo de Alginato de Sédio (ml) Emulsdo com 5CNO5-LSVM (ml)
-1 10 -1 5
-1 10 +1 10
+1 15 -1 5
+1 15 +1 10
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4.2.1.2 Preparacdo da solucao de cloreto de célcio a 10%.

Foram pesados em um béquer 10g de cloreto de calcio utilizando balanca semi-
analitica. A essa massa foi acrescentada agua destilada e CaCl, dissolvido com auxilio de um
bastdo de vidro. A solugdo resultante foi transferida para um baldo de 100ml sendo

completado até a afericdo com agua destilada.

4.2.1.3 Preparacao da solucéo de alginato de sodio 3,5%.

Uma aliquota de 3,59 de alginato de sodio foi pesada em balanca semi-analitica e
dissolvida em 96,59 de agua destilada a temperatura de 70°C, sendo agitada até dissolucéo
total do polimero. A solucdo foi entdo submetida a agitacdo mecénica a 2.000rpm durante 10

minutos e posteriormente deixada em repouso por 24 horas.

4.2.1.4 Preparacao da emulséo contendo 5CNO5 a 0,1%.

Foram pesados em balanca analitica, 30% do 6leo Triglicérides de Acido Caprico, 15%
de Tween 80, 0,1% do 5CNO05-LSVM, e o restante da proporcao de agua destilada. O 6éleo e 0
tensoativo foram rapidamente homogeneizados manualmente com auxilio de um bastdo de
vidro. Em seguida, foi adicionado o farmaco a mistura, e continuou-se a homogeneizagdo. O
contetdo foi levado ao sonicador e passou por 3 ciclos de (1min.), na poténcia de 65W,
seguida de 3 banhos de ultrassom por (1min.), que foram intercalados com o sonicador,
procedimento realizado para que o farmaco fosse disperso nos outros componentes.

Posteriormente, a agua foi sendo adicionada aos poucos e homogeneizada com bastao
seguindo novamente para o sonicador. Esse processo seguiu-se até a completa solubilizagéo
de todas as substancias presentes, obtendo uma emulsdo que apds 24 horas em repouso

manteve-se estavel, ndo havendo separacédo de fases.

4.2.1.5 Preparacdo das particulas pelo método de gelificacdo ionotrépica (BOYLAN et
al, 1994)

Na preparacdo do 5CN05-LSVM encapsulado foi misturada a solugéo de alginato de
sodio a 3,5%, a emulsdo contendo o 5CNO05-LSVM a 0,1%, sendo esta mistura
homogeneizada manualmente. Em seguida gotejou-se a mistura com auxilio de uma bureta de

vidro, com uma ponteira de 10uL acoplada a sua ponta, em uma solucdo de cloreto de célcio
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(CaCly) a 10%, e manteve-se sob agitagdo magnética até cessar o gotejamento. Apds esta
etapa, as esferas formadas mantiveram-se em repouso na solucéo de CaCl, por 30 minutos.

Em seguida, as beads de alginato de calcio constituidas de 5CN05-LSVM, foram
mantidas sem agitacdo. Logo apds, elas foram separadas da solugcdo de CaCl, por filtracdo
utilizando peneira, e lavadas com agua destilada em abundancia para que todo o cloreto de
calcio que estava na superficie fosse eliminado. Posteriormente as particulas foram espalhadas
sobre um papel filtro e mantidas a temperatura ambiente até a retirada do excesso de umidade,
evidenciado pela secagem do papel. Entdo elas eram transferidas para um dessecador onde
ficavam no processo de secagem por cinco dias (120 horas), sendo apenas trocada a silica
(Figura 3).

Solucio de mlsﬁo O/A
olugao j ) de SCNO5

Alginato de
S6dio3,5% | ——

Figura 3- Fluxograma de obtencédo dos granulos de alginato de calcio contendo 5CN05-LSVM.

4.2.2 Desenvolvimento e validacao para quantificacdo do 5CN0O5-LSVM

Devido a inexisténcia de métodos normalizados ou farmacopéicos para avaliacdo do
5CNO05-LSVM em produtos farmacéuticos, faz-se necessario desenvolver e validar
metodologias analiticas por espectrofotometria de absorcdo no ultravioleta/visivel (UV/VIS)
para quantificacio desta molécula no sistema em estudo (GUIMARAES et al., 2013).

4.2.2.1 Desenvolvimento do método analitico
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A fim de se definir o comprimento de onda de deteccdo para anélise quantitativa do
farmaco no sistema, foi realizada inicialmente uma varredura espectrofotométrica de solucdes
contendo o farmaco entre os comprimentos de onda de 300 a 600nm, como afirma Guimarées
et al., (2013), para isso foi utilizada uma solucdo de 1mg/mL do 5CNO5-LSVM em

cloroférmio, e dilui¢cbes da mesma no solvente acetonitrila.

4.2.2.2 Validagdo do método analitico

A validagdo foi realizada conforme a RE 899/2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, com o objetivo de demonstrar que o método € apropriado para a determinacéao
quantitativa do farmaco e assegurar a confiabilidade dos resultados (BRASIL, 2003). Foram
realizados 0s seguintes experimentos para validacdo do método: seletividade (especificidade),
linearidade, exatiddo, precisdo (repetibilidade e intermediaria), robustez, limite de detecgdo e
limite de quantificacéo.

A seletividade do método foi avaliada pela comparagdo das curvas espectrais obtidas da
analise de amostras dos granulos sem o farmaco (amostra branca) e dos granulos contendo o
farmaco.

O paréametro de linearidade deve ser avaliado a partir da analise de, no minimo, 5
concentracdes diferentes, sendo os resultados tratados por métodos estatisticos adequados
para a determinacdo do coeficiente de correlacdo (r), interseccdo com o eixo Y, coeficiente
angular, soma residual dos quadrados minimos da regressdo linear e desvio padrao relativo. O
coeficiente de correlagdo deve ser no minimo, 0,99 (BRASIL, 2003).

Para a construcdo das curvas analiticas foram realizadas solugBes padrdo (n=3) de
1mg/mL obtida pela dissolu¢do de 10mg do 5CN05 em 10mL de cloroférmio. . Em seguida,
diluiu-se 750uL desta solugdo em 10mL de acetonitrila, obtendo-se uma solucdo (S1) com
concentragdo de 75ug/mL. A partir desta solugdo (S1) foram feitas diluiches seriadas em
acetonitrila, sendo obtidas 16 concentracdes teoricas (4, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 18, 19, 20pg/mL). Os dados obtidos foram tratados estatisticamente para determinacdo da
equacdo da reta (método dos minimos quadrados) e dos coeficientes de correlacdo e
determinacédo. A curva de calibracdo foi construida plotando-se os valores referentes as areas
dos picos no eixo das ordenadas e as respectivas concentracfes do analito no eixo das
abscissas.

A exatiddo do método foi determinada por intermédio de analises em trés diferentes

niveis de concentracdo, sendo uma em baixa, uma em média e outra em alta concentracéo (6,
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12, 18ug/mL), em trés repeticbes e expressa pela relacdo entre a concentragdo média
determinada experimentalmente e a concentracéo tedrica correspondente.

A precisdo do método espectrofotométrico foi determinada avaliando a precisdo
intermediaria (precisdo inter-corrida), através da leitura em sextuplicata na concentracdo do
ponto médio da curva de calibragdo (12ug/mL), e a repetitividade (precisdo intra-corrida), da
respectiva concentracdo, em dois dias distintos por dois analistas diferentes; sendo expressas
como coeficiente de variacdo (CV%) segundo a formula: CvV= DP/CMD, em que DP € o
desvio padrdo e CMD é a concentracdo média determinada.

A robustez do método foi observada através de variagdes ocasionadas pela marca do
solvente acetonitrila adquirida por dois diferentes fornecedores, e por dois diferentes
aparelhos espectrofotométricos.

O limite de deteccao é a menor quantidade do analito na amostra que pode ser detectado
pelo método que esta sendo validado, porém ndo necessariamente quantificado. Ele pode ser
calculado por meio da razéo entre o desvio padréo dos coeficientes lineares das trés curvas de
calibracdo do ensaio de linearidade e média dos coeficientes angulares das curvas

multiplicados por 3,0 (Equacéo 1).

1)
Onde:
LD= Limite de detecc¢éo;
DP= Desvio Padrao;

IC= Meédia os coeficientes angulares das respectivas curvas.

O limite de quantificacdo (Equacdo 2) é a menor quantidade do analito em uma amostra
que pode ser determinado com precisdo e exatiddo aceitaveis, sendo calculado da mesma

forma que o limite de deteccdo, porém, multiplicando-se os valores por 10,0 (Brasil, 2003).

)
Onde:
LQ= Limite de Quantificacéo;
DP= Desvio Padréo;

IC= Media os coeficientes angulares das respectivas curvas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2  Preparacdo das beads contendo o farmaco 5CN05-LSVM

Os granulos de alginato de calcio foram possiveis de serem obtidos por gelificacdo
ionotropica a partir de um sistema emulsionado O/A que continha o farmaco de baixa
solubilidade disperso na fase interna. Observa-se que a concentracdo de polimero utilizada, a
concentragdo de CaCl,, e o tempo de reagdo com esta solugéo gelificante foram suficientes
para se obter particulas macroscopicamente homogéneas, amareladas devido a cor do

farmaco, aproximadamente esféricas e sem agregados (Figura 4).

Figura 4- Analise macroscopica das diferentes amostras de granulos contendo 5CN05-LSVM obtidos por
método de gelificacdo ionotropica.

Legenda: A: amostra A; B: amostra B; C: amostra C; D: amostra D; E: Granulos contendo 5CN05-LSVM
escolhidos aleatoriamente comparados em uma escala centimétrica.
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Os gréanulos obtidos por gelificacdo ionotropica podem ser utilizados como sistemas
transportadores de farmacos por apresentarem vantagens que justificam sua aplicacdo, dentre
elas a estabilidade fisica, quimica e biologica, facilidade de obtencéo, boa reprodutibilidade e

facilidade na transposicédo de escala (SILVA et al., 2010).

53 Desenvolvimento do método analitico

5.3.1 Determinacédo do comprimento de onda de deteccdo

Através da varredura espectrofotométrica na faixa de 300 a 600nm, utilizando uma
solugéo de 5CNO5-LSVM 10ug/mL, determinou-se o comprimento de onda A= 388nm, onde
o farmaco apresentou pico de absorcdo maxima. Este valor de A foi considerado adequado
para deteccdo do farmaco, utilizando um espectrofotdmetro com detector UV-VIS, no

desenvolvimento e validagdo do método analitico (Figura 5).

Figura 5- Espectro de varredura do 5CN05-LSVM no UV MINI - 1240 (Shimadzu), onde pode ser observado o
A maximo de absor¢do em 388nm.

5.3.2 Especificidade (seletividade)

A metodologia desenvolvida demonstrou ser seletiva, uma vez que no comprimento de
onda encontrado para o farmaco (388nm) ndo foram evidenciados picos interferentes
relacionados aos componentes da formulacdo. Este fato € evidenciado ao comparar 0s



33

espectros das amostras dos granulos contendo o farmaco, com os espectros das amostras dos
granulos sem o farmaco (Figura 6 e 7, respectivamente).

(600,

Figura 6- Espectro de varredura das amostras de granulos contendo o farmaco 5CN05- LSVM.

0,104

300 ,0nm ( 50/div)

Figura 7- Espectro de varredura das amostras de granulos sem o farmaco (branco).

5.3.3 Linearidade

Os resultados obtidos das corridas das 16 diferentes concentracBes do farmaco, em
triplicata sdo mostrados na Tabela 3, a curva obtida, assim como o coeficiente de correlagdo

linear e a equacdo da reta sdo apresentados na Figura 8.
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Tabela 3- Dados utilizados na construgdo da curva de calibragdo do 5CN05-LSVM.

Concentracao Abs Abs Abs Média DpP* CV* (%)
(ug/mL) 1 2 3
4 0,2310 0,2290 0,2360 0,2320 0,0036 1,55411693
6 0,3060 0,3180 0,3090 0,3110 0,0062 2,00803794
7 0,3920 0,3880 0,3810 0,3870 0,0056 1,4386988
8 0,4650 0,4550 0,4490 0,4563 0,0081 1,77127183
9 0,5360 0,5210 0,5120 0,5230 0,0121 2,31823244
11 0,6050 0,5850 0,5800 0,5900 0,0132 2,24216213
12 0,6680 0,6470 0,6420 0,6523 0,0138 2,11489035
13 0,7320 0,7120 0,7000 0,7147 0,0162 2,26200665
14 0,7960 0,7730 0,7630 0,7773 0,0169 2,1768508
15 0,8540 0,8340 0,8210 0,8363 0,0166 1,98763773
16 0,9090 0,8890 0,8890 0,8957 0,0115 1,2892079
17 0,9670 0,9410 0,9450 0,9510 0,0140 1,4721346
18 1,0240 0,9930 0,9980 1,0050 0,0115 1,14351527
18 1,0750 1,0670 1,0630 1,0683 0,0115 1,07572497
19 1,1280 1,1000 1,1110 1,1130 0,0115 1,03255422
20 1,1800 1,1430 1,1720 1,1650 0,0121 1,03482143

*Abs = Absorbancia; *DP= Desvio Padréo; *CV= Coeficiente de variacdo

Para o coeficiente de variacdo o valor maximo aceitavel deve ser definido de acordo

com a metodologia empregada, a concentracdo do analito na amostra, o tipo de matriz e a

finalidade do método, ndo se admitindo valores superiores a 5%, segundo a RE n°899/2003, o

que se confirma, nos valores demonstrados na Tabela 3, a regularidade da afirmativa.

=3)
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Figura 8- Curva de calibracdo do 5CNO5-LSVM

O método apresentou-se linear em uma faixa de 4 a 20pg/mL. A curva analitica (y =

0,058x - 0,026), obtida pelo método dos minimos quadrados, apresentou um coeficiente de



35

correlacédo (r) igual a 0,999, estando em concordancia com os critérios estabelecidos pela RE
899/2003 que preconiza valor minimo de r = 0,99 (BRASIL, 2003). Os coeficientes de
determinacéo () e o coeficiente de correlagdo (r) demonstram que nos intervalos de
concentracdo estudados os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo

dos farmacos na amostra e com uma excelente correlagdo devido ao r ser maior que 0,99.

5.3.4 Exatidao

O resultado das analises em triplicata das 3 concentra¢Bes (baixa, média e alta) do
5CNO05-LSVM, conforme pode ser observado na Tabela 4, mostra que o método em anéalise
pode ser considerado exato, visto que se encontraram dentro dos limites estabelecidos pela RE
899/2003 que é de 98 a 102% (BRASIL, 2003).

Tabela 4- Resultados do ensaio para verificacdo da exatiddo do método.

Concentragdo Concentragdo Exatiddo
Parametro Nominal Obtida (%)
(ug/mL) (média £ DP*; n=3)
6,00 5,8965 +0,0020 98,2750
Exatidao 12,00 11,9258+0,0032 99,3816
18,00 18,1344+0,0115 100,7466

*DP: Desvio Padrdo

5.3.5 Precisdo

A Tabela 5 expressa os valores obtidos durante a determinacdo da precisdo do método.
Foram determinadas a repetibilidade (inter-corrida) e a precisdo intermediaria (intra-corrida).
Conforme a legislacdo vigente no Brasil (BRASIL, 2003), a repetibilidade do método foi
avaliada a partir da injecdo em sextuplicata do ponto médio da curva de calibragdo (12ug/
mL). J& para a precisdo intermedidria, as amostras foram analisadas em dias distintos e por

analistas diferentes.
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Tabela 5- Resultados do ensaio para verificacdo da precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria).

Concentracao Concentracao
Analista Dia nominal obtida Precisao Exatid&o
(ng/mL) (média = DP*; n=6) (CV* %) (%)
Analista 1 Dial 12 11,9603 +0,0053 0,7914 99,66
Dia 2 12 11,9482 +0,0183 2,7441 99,57
Analista 2 Dial 12 11,9603+0,0031 0,4568 99,67
Dia 2 12 11,9483 +0,0205 3,0653 99,57

*DP: Desvio Padrdo; *CV: Coeficiente de Variacdo

O coeficiente de variacdo seguiu-se com um valor menor que 5, e a exatidao continuou

demonstrando-se proxima a 100%, condizentes com a RE n° 899/2003 .

5.3.6 Robustez

Ao observar os resultados apresentados na Tabela 6, constatou-se que o método

apresentou robustez intrinseca, uma vez que ao analisar amostras na concentracdo de

12pug/mL em triplicata e em diferentes condicbes (diferentes fabricantes do solvente, e

diferentes espectrofotbmetros), as respostas mantiveram-se dentro das especifica¢bes exigidas

pela legislacao.

Tabela 6- Resultados do ensaio para verificacdo da robustez do método.

Modificactes Solvente Solvente Espectro Espectro
acetonitrila (F1)*  acetonitrila (F2)* (E1)(FL)* (E2)(F2)*

Concentragéo

Nominal 12,00 12,00 12,00 12,00

(ug.mL™)
Concentragéo

Obtida 11,9086 + 0,1770 13,0568 +0,0076 11,9086+0,1770 10,5810 +0,0015
(média £ DP¥*;
n=3)

Precisdo 0,4829069 1,042917 0,4829069 0,259489

(CV*, %)
Exatidao (%) 100,76 108,80 100,76 88,175

*F1= Fabricante 1(Vetec); *F2= Fabricante 2 (J.T. Baker); *CV: Coeficiente de Variacdo; *DP: Desvio Padréo

5.3.7 Limite de Deteccédo

Para este método o limite de deteccdo encontrado, foi 0,5 ug mL™.
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5.3.8 Limite de Quantificacéo

O limite de quantificacdo obtido foi de 1,7 pg mL™.

5.4 Caracterizacdo dos granulos (beads) de alginato de calcio contendo o farmaco
5CNO05-LSVM

5.4.1 Desenho dos experimentos

Neste estudo foram preparadas 4 formulacGes diferentes para obtencdo dos granulos,
variando-se as quantidades de solucdo de alginato de sodio 3,5% (p/p) e da emulsdo contendo
5CNO05-LSVM 0,1% (p/v), de acordo com a Tabela 7. Nesta avaliagdo foi mantida constante a

concentracdo de CaCl,a 10%.

Tabela 7- Formulag6es com as diferentes proporcdes de solucdo de alginato de sédio 3,5% e emulséo de
5CNO05-LSVM 0,1% em cada amostra.

Polimero Ativo em estudo
(solugéo de alginato de sodio 3,5%) (emulséo de 5CNO05-LSVM 0,1%)
Amostras Quantidade (ml) Quantidade (ml)
A 10 5
B 10 10
C 15 5
D 15 10

5.4.2 Determinacdo da Taxa de Carregamento

Para determinacdo da taxa de carregamento, uma massa fixa 0,1g de granulos contendo
o farmaco foi triturada em cloroférmio. As amostras foram filtradas com papel de filtro e
recolhidas em um baldo volumétrico de 10mL, completando-se o volume com 0 mesmo
solvente. As amostras foram entdo diluidas para se obter uma concentracdo tedrica de
12pg/mL. Esse procedimento foi realizado com cada amostra separadamente, em triplicata.
As solugdes foram lidas em espectrofotdmetro.

A taxa de carregamento foi expressa como resultado percentual entre a concentragdo

obtida de 5CN05-LSVM em relacéo a concentragéo teorica de 12ug/mL.
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A porcentagem de farmaco presente nas amostras analisadas é apresentada na Tabela 8.

Tabela 8- Determinagdo da taxa de carregamento dos granulos contendo 0 5CNO05-LSVM.

AMOSTRAS | CONCENTRACAO | CONCENTRACAO OBTIDA TAXA DE
TEORICA (pg/ml) (Hg/ml) CARREGAMENTO
MEDIA * DP* (N=3) (%)
A 12 6,7806 -0,0049 56,5051
B 12 9,1786 +0,0049 76,4881
C 12 8,8129 +0,0028 73,44104
D 12 9,5272 +0,0084 79,39342

*DP: Desvio Padrao

Vaérios estudos, utilizando polissacarideos (alginato de sodio, quitosana e quitina) e um
método semelhante ao deste trabalho para se obter particulas de liberacdo de farmaco,
apresentaram variacOes significativas na taxa de carregamento do farmaco, sendo encontrados
taxa de 4,2% até 96% (YU et al., 2008; SIVADAS et al., 2008).

O estudo de Yu et al., (2008) obteve particulas com dois diferentes farmacos de baixo
peso molecular e baixa solubilidade, que apresentaram taxa de carregamento variando de 4,5 a
11,2%, demonstrando que o peso molecular influenciava na baixa taxa de encapsulacéo, e que
o farmaco com menor solubilidade em &gua apresentava menor capacidade de ser incorporado
ao sistema.

Segundo o exposto, a quantidade de farmaco que se conseguiu incorporar nas beads de
alginato de célcio durante o processo de gelificacio do alginato com ions Ca™ obteve
resultados superiores a 50%, a amostra D apresentou quase 80% de taxa de carregamento,
valor este considerado satisfatdrio, tendo em vista a hidrofobicidade da molécula em estudo.

Queiroz (2011), apresentou em seu estudo uma variacdo de 69,4 a 81,18% na taxa de
carregamento dos granulos obtidos com 7 diferentes farmacos. Segundo a autora, essa
diferenca estava relacionada a lipofilicidade e solubilidade em agua dos compostos, sugerindo
qgue a taxa de carregamento foi influenciada pela lipofilicidade quando o coeficiente de
particdo (log P) do farmaco era maior que 1 e influenciado pela solubilidade em agua quando
0 log P era menor que 1. Compreendeu-se ainda, em seu estudo, que a investigacdo de
grandezas como solubilidade e log P dos compostos sdo importantes, pois podem contribuir
para uma melhor compreensdo do comportamento dos farmacos em sistemas binarios

oleo/agua.
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Jay e Saltzman (2009), obtiveram particulas de alginato com diferentes ions reticulantes
(Ca™, Ba™, zZn™", Sr'") e observaram que a taxa de carregamento das particulas era
influenciada pelo tipo de ion utilizado.

Alguns estudos demonstram que a concentragdo de CaCl, influencia na taxa de
carregamento do farmaco, porém h& contradi¢des, visto que em Takka, Ocak e Acarturk
(1998), 0 aumento na concentracdo de CaCl, ocasionou um aumento na taxa, enquanto que no
estudo de Jay e Saltzman (2009), a concentracao nédo influenciou na taxa de carregamento.

Segundo Ghosal e Ray (2011), o tempo de reacdo com a solucdo de cloreto de célcio
ap6s a formacdo dos granulos é um pardmetro importante na avaliacdo da taxa de
carregamento. Ele relata em seu estudo uma eficiéncia na encapsulagéo acima de 78% quando

o tempo de reacdo foi de 30 minutos, parametro esse seguido no estudo.

5.4.3 Analise Morfologica dos granulos de Alginato de Calcio contendo 5CN05-LSVM
por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).

A andlise morfolégica dos granulos de alginato de célcio carregadas com o 5CNO5-
LSVM foi realizada em Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) com aumentos de 150x
e 500x. A analise demonstrou granulos aparentemente similares, ovais, com superficie lisa,
porém com fissuras. As amostras apresentaram pontos esbranquicados em sua superficie,
provavelmente pela presenca de resquicios de ions cloro que pode néo ter sido eliminados
totalmente com a lavagem dos granulos apés sua formacgéo (Figura 9).
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Figura 9- Analise morfoldgica por MEV dos granulos de alginato de calcio contendo o f&rmaco 5CN05-LSVM.

Legenda: Aumento de 150x (a esquerda) e de 500x (a direita).

5.4.4 Determinagdo do Rendimento

O rendimento foi calculado como sendo a razdo entre a massa seca obtida das particulas
geradas e a quantidade total de componentes ndo volateis utilizados na sua composicao

(Alginato de sodio, 5CN05-LSVM, Acido Céprico e Tween 80), sendo expresso em termos

percentuais (Tabela 9).
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Tabela 9- Determinacgdo do célculo de rendimento.

AMOSTRAS RENDIMENTO %
A 80,79
B 75,82
C 93,11
D 71,83

As amostras apresentaram rendimento acima de 70%. A perda de massa que ocorre
durante o processo de producdo, acontece principalmente devido ao resto de mistura de
alginato e emulsdo que ficam retidas na bureta, ocasionando a diminui¢do no rendimento. A
amostra C foi a que obteve maior rendimento, podendo ter sido ocasionado pelo melhor
escoamento na bureta. As formulagbes C e D apesar das diferentes razoes
(polimero:emulsédo), a quantidade de polimero é a mesma, 0 que sugere que este componente
guando alterado pode exercer maior influéncia no rendimento dos sistemas. Este fato pode ter
ocorrido devido a uma retencdo de umidade pelo polimero hidrofilico utilizado, visto que
nestas amostras a quantidade de polimero era maior que nas demais. O tempo de secagem,
igual para todas as amostras pode ter sido insuficiente para as amostras C e D, provavelmente

por essa maior retencdo de umidade.

5.4.5 Estudo de Intumescimento e Erosao

A capacidade de intumescimento e a erosdo dos granulos de alginato contendo o
farmaco foram avaliadas pelo percentual de variacdo de peso (%VP) dos granulos quando
estes eram colocados em solugdo (meio 1, meio 2 e meio 3). Foram pesados cuidadosamente
0,059 de granulos secos e colocados em 3 meios diferentes. O meio 1 foi uma solucdo de
simulacdo do fluido gastrico (FG) sem pepsina, 0 meio 2 uma solucdo tampao fosfato pH 7,4
(TF), e 0 meio 3 continha agua destilada. A solucdo de simulacdo do FG foi preparada por
dissolucdo de 2g de cloreto de s6dio em 7mL de HCI concentrado em 1L de agua purificada, a
solucdo TF foi preparada a partir de solucGes de fosfato de potassio monobaésico e bibasico.

Em intervalos de 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 e 120 minutos, os granulos foram retirados,
sutilmente enxugados em papel toalha e pesados. A variagdo do peso das amostras foi

calculada conforme Equacéo 3.

@)
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Onde:
Ps = Peso Final;

P; = Peso inicial.

Segundo Wang et al., (2010), o comportamento de intumescimento é uma importante
propriedade para o sistema de liberagéo, pois tem grande influéncia no perfil de liberagdo do
farmaco.

A erosdo, a difusdo e o intumescimento das matrizes sdo 0s varios mecanismos pelos
quais os sistemas matriciais podem controlar a liberagdo das substancias ativas. A
predominancia de um destes mecanismos depende das propriedades do polimero empregado
no sistema, bem como das caracteristicas do meio onde o sistema se encontra. De um modo
geral, quando as estruturas matriciais entram em contato com o meio de dissolucéo (ou fluido
biolégico) podem manter a sua estrutura mais ou menos constante ao longo de todo o
processo de dissolugdo ou podem sofrer um fendmeno de intumescimento e, posteriormente,
de erosdo (EL-GIBALY, 2002; LOPES; LOBO; COSTA, 2005).

Em sistemas hidrogel, o grau de intumescimento é reflexo da concentracdo do agente
reticulante (CaCl,), havendo uma diminuic¢do do grau de intumescimento quando o tempo de
contato com a solucdo reticulante e a concentracdo nesta solu¢do aumentam até certa razao
(WEl et al., 2011).

Nesse teste, que foi utilizada uma concentracdo de 10% (p/v) de solucdo de CaCl; e
tempo de reticulacdo de 30 minutos, a variacdo de peso dos granulos de alginato de célcio
contendo 5CN05-LSVM avaliados em solucdo de simulagdo de fluido gastrico (FG), tampéo
fosfato (TF) e 4gua, estdo sumarizados na Tabela 10. Observa-se que as esferas quando em
meio de simulacdo de fluido gastrico sofreram pequeno intumescimento causado
provavelmente pela penetracdo da agua nos espacgos vazios da rede polimérica desidratada,
permitindo inferir que estes granulos possuem baixa capacidade de intumescimento em meio
acido, permanecendo praticamente sem alteracdo até as 2h de estudo.

O comportamento das particulas é totalmente diferente quando em TF pH 7,4, onde
observou-se que elas intumescem significativamente em 30 minutos, cerca de trés a quatro
vezes mais que o acontecido na simulacdo do fluido géastrico quando comparado 0 mesmo
espaco de tempo.Posteriormente, o intumescimento é acompanhado de desintegracdo e perda
estrutural das particulas apds 30 minutos de observagdo, confirmando o que diz Ghosal, Ray
(2011).

O uso de polimeros formadores de hidrogel representa uma alternativa promissora como

materiais para encapsulacdo. Os alginatos e poloxameros incham e gelificam na agua retendo
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uma significante fragdo de agua nas suas estruturas sem dissolver (GOMBOTZ; HOFFMANN

1986). Quando o meio utilizado foi agua, ndo houve mudanga significativa dos granulos,

apenas provavel preenchimento dos espagos vazios existentes na rede polimérica, como citado

no meio de fluido géstrico (Tabela 10).

Tabela 10- Variacdo de peso dos granulos apds 30 minutos e 2 horas em diferentes meios.

Amostras %VP %VP %VP %VP %VP %VP
FG FG TF TF Agua Agua
30° 2h 30 *907,105% e 120 30° 2h

A 56 52 212 Desintegracéo 34 46
B 38 40 124 Desintegracéo 44 82
C 70 56 274 Desintegracéo 38 44
D 56 54 164 Desintegragéo 62 54

%VP= variagdo de peso; FG = Fluido Gastrico pH 1,2; TF = Tampao Fosfato pH 7,4; * as particulas
degradaram-se em 90 minutos.
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6 CONCLUSAO

O método analitico desenvolvido se mostrou seletivo, especifico, preciso, exato e
robusto, podendo-se concluir que ele é adequado para quantificacdo do 5CNO5-LSVM
durante os estudos para verificacdo da taxa de carregamento.

Os resultados obtidos neste estudo mostraram que foi possivel obter sistemas
multiparticulados biodegradaveis a partir de uma emulsdo contendo farmaco e um
biopolimero, pelo método de gelificacdo ionotrdpica, de forma facil, simples, reprodutivel,
com custo reduzido e bons rendimentos. Todas as amostras apresentaram boa capacidade de
incorporacdo do farmaco altamente hidrofobico, com destaque para amostra D que apresentou
uma melhor taxa de encapsulacdo. Os testes de intumescimento e erosdo mostraram que 0
sistema é resistente ao fluido gastrico.

Sendo portanto um promissor sistema de liberacdo sitio-especifico para administracdo
oral dos novos compostos derivado do tiofeno com acdo antifingica, tendo em vista sua

liberacdo a nivel intestinal.
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