7
Instituto Alberto Luiz Coimbra de | l F RJ
Pés-Graduacgao e Pesquisa de Engenharia

ESTUDO DA REACAO DE PRODUGCAO DE PARTICULAS DE GELANA PARA
APLICACAO NA LIBERACAO CONTROLADA DE DOXICICLINA

Débora Vieira Way

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Pds-graduacdo em Engenharia
Quimica, COPPE, da Universidade Federal do
Rio de Janeiro, como parte dos requisitos
necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em

Engenharia Quimica.

Orientador(es): José Carlos Costa da Silva Pinto

Marcio Nele de Souza

Rio de Janeiro
Marco de 2013



ESTUDO DA REACAO DE PRODUCAO DE PARTICULAS DE GELAYA PARA
APLICAGAO NA LIBERACAO CONTROLADA DE DOXICICLINA

Débora Vieira Way

DISSERTACAO SUBMETIDA AO CORPO DOCENTE DO INSTITUTALBERTO
LUIZ COIMBRA DE POS-GRADUAGCAO E PESQUISA DE ENGENHRA
(COPPE) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIROMMO PARTE
DOS REQUISITOS NECESSARIOS PARA A OBTENCAO DO GRAE MESTRE
EM CIENCIAS EM ENGENHARIA QUIMICA.

Examinada por:

Prof. José Carlos Costa da Silva Pinto, D.Sc.

Prof. Marcio Nele de Souza, D.Sc.

Profa. Wilma de Araujo Gonzalez, D.Sc.

Dra. Juliana Rocha Rodrigues Barcellos, D.Sc.

RIO DE JANEIRO, RJ - BRASIL

MARCO DE 2013



Way, Débora Vieira

Estudo da Reacdo de Producdo de Particulas ¢
Gelatina para Aplicagdo na Liberacdo Controlada d¢
Doxiciclina/ Débora Vieira Way. — Rio de Janeiro:
UFRJ/COPPE, 2013.

XIll, 107 p.:il.; 29,7 cm.
Orientadores: José Carlos Costa da Silva Pinto
Marcio Nele de Souza

Dissertacao (mestrado) — UFRJ/ COPPE/ Programa @
Engenharia Quimica, 2013.

Referéncias Bibliograficas: p. 86-96.

1. Gelatina. 2. Doxiciclina. 3. Liberacdo Contraad
Pinto, José Carlos Costa da Silva. Il. Universideel@eral
do Rio de Janeiro, COPPE, Programa de Engenhar
Quimica. lll. Titulo.

e

D

e

a




Agradecimentos

A meus pais pelo apoio, amor e dedicacdo em todosnamentos e por

acreditarem em mim quando nem eu mesma acredito.

A meu irmao por ser meu grande companheiro e pmpie me encher de

orgulho e alegria.

Ao Zé, meu “tio” tdo querido, pela orientacdo, neapecialmente por todo o

carinho e preocupacao.
Ao Marcio pela forca sempre que precisei e pelaaigsacao.

A meus grandes amigos Fred e Tina por estarem &sedlb anos a meu lado

comemorando, consolando, brigando e incentivando.

A meus colegas da turma de mestrado pelas muittsrias, duavidas e

conhecimento compartilhados ao longo desses dos an

Aos novos grandes amigos conquistados ao longa dessada e que moram
agora no meu coracdo: minha querida Anitcha, pati@sesolicita e amorosa; Anderson,
por todas as visitas ao lab e principalmente pda @ disposicdo que me passou por
osmose; e Joaozinho, que me forneceu litros esldmagua Milli-Q intercaladas com

muito bate-papo.

A todo o pessoal do laboratorio pela colaborac&onspanhia. Em especial ao
Caio, pela paciéncia com que respondeu minhas redlde perguntas; Dirrrrceu, pelas
implicancias mutuas, conversas e muita diversémeJajue além de grande amigo,
nunca deixa de ajudar quando mais preciso; LuRawinha pelo carinho e eficiéncia;

e Meninas Superpoderosas (Thamy, Lari e Rhanamrerem o ambiente de alegria.
Ao Marcio da CEVET pela parceria e confianca.
A Juliana pelas dicas sobre gelatina e imensa botde.
A CAPES pelo auxilio financeiro.

E a todos aqueles que de alguma forma contribuprama essa dissertacao de

mestrado.



Resumo da Dissertacdo apresentada a COPPE/UFRJ pan® dos requisitos

necessarios para a obtencdo do grau de Mestre@mi& (M.Sc.)

ESTUDO DA REACAO DE PRODUCAO DE PARTICULAS DE GELAYA PARA
APLICAGAO NA LIBERACAO CONTROLADA DE DOXICICLINA

Débora Vieira Way

Marco/2013

Orientadores: José Carlos Costa da Silva Pinto

Marcio Nele de Souza

Programa: Engenharia Quimica

A doxiciclina é um antibiético de amplo espectroitmiempregado para o
tratamento da erliquiose e da babesiose caninaso@otratamento dessas doencas €
feito durante um periodo extenso, o desenvolvimelgtaum produto que permita a
liberacdo controlada do farmaco traria indmerosfielns para a medicina veterinaria.
Por isso, foram estudadas as influéncias da lzale diferentes tipos de gelatinas e
agentes reticulantes nas caracteristicas de umutprggarticulado produzido em
suspensao inversa e na cinética de liberacdo deicima incorporadain situ no
produto. Os resultados indicam que as diferencagreddas parecem ser fruto da
interacdo da gelatina com a doxiciclina. Além digsbdetectada também uma possivel
alteracdo na estrutura da proteina desencadeadaypprocesso de dissolugao.



Abstract of Dissertation presented to COPPE/UFRA gzartial fulfillment of the

requirements for the degree of Master of Scienc&a\

STUDY OF THE REACTION OF GELATIN PARTICLES PRODUCON FOR
APPLICATION IN DOXYCYCLINE CONTROLLED RELEASE

Débora Vieira Way

March/2013

Advisors: José Carlos Costa da Silva Pinto

Marcio Nele de Souza

Department: Chemical Engineering

Doxycycline is a broad-spectrum antibiotic widelsed for treatment of canine
ehrlichiosis and babesiosis. As treatment of thdiseases is done over an extended
period, the development of a product that wouldvalcontrolled release of the drug
would bring numerous benefits to veterinary mediciitherefore, the influence of
different types of gelatins and crosslinkers on fihal characteristics of a particulate
product prepared through inverse suspension reaatid on the kinetics of the release
of doxycycline incorporated in situ in the finalogiuct is studied. The obtained results
indicate that the observed differences appear tihvdeesult of the interaction between
gelatin and doxycycline. Furthermore, a possiblange in the protein structure
triggered by the dissolution process was also tiadec

Vi



Indice

(@1 o 11 111 10 PSR 1
O A [ 01 0o [ T o RS S 1
2 Y o 1V Vo= Lo J RO 3
1.3, OBJELIVOS. ..ottt sttt sttt e 3
1.3.1. ODbjetivoS €SPECITICOS......c.cviiriiirieiriete et 4
1.4. Estrutura da diSSErtagaiO........cccecureririerieieieiieieresiee ettt 4
2.1, POIMEIOS. ...ttt et 6

2.1.1. Classificacio de POIIMELQS.........ccceoiiieiiieceeee et 7
2.2, GBS bbbttt 8
2.3, GeIALING ...t 9

2.3.1.  Micro e nanoparticulas de gelatina..........c.ccooeverereceeinenesese e 14
2.4,  Suspensao Inversa € GelifiCaGAD........ccccoveerirererereeeer e 16

2.4.1. Reticulac@o da gelating.........cccoceeveiiiiecireceeeseee e 17
2.5.  ErliquIoSe € BabeSIOSE.......ccccviiiieeeiiseeese et 23
2.6, DOXICICIING....cuiuiriieirieiinieiirietere et e 25
2.7.  COMENLANOS FINAUS.....c.eoiiuiiriiieieirterte ettt 28

(@2= T 11 (1] (o 1 1 | RS STRSTS 30
3Ll MALETIAUS. ...ttt ettt b e s e bt be e nn e 30
3.2, MEBLOUOS. ...ttt et 33

N B = L= T ol 1= SO 33

3.2.1.1. Reacdes sem formaldeido..........cccecveieirirenenieieeeese e 33

3.2.1.2. Reacdes com formaldeido..........ccceeveiririreneneieeeeseseeeee e 34

3.2.2.  CaArACEIIZAGAD........eoveueeuereieterteeeeet ettt ettt se e neeenes 35

3.2.2.1. Cromatografia de Permeacéo em Gel (GRC).......ccccovvvrvecereeeereceeen, 35

3.2.2.2.  Analises TermogravimetriCas (TGA)......ccceverireereereseeresre e 36

3.2.2.3. Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)....c.ccceovevvevvereennene. 36

3.2.2.4. Distribuicdo de Tamanhos de Particula (Malvern)..........c.ccccoevevreninenne 36

3.2.2.5.  EItrOfOr@SE. ..ot 37

3.2.2.6. Teste de Escoamento €m PIpeLa.......ccceoevireeienieierereee e 37

3.2.2.7. Testes de Liberacdo Controlada............cccccevvreevieninierieninie e 37

3.2.2.8. Determinacédo do Percentual de Doxiciclina Encaplsula......................... 39

Vii



3.2.2.9.  Espectrofotometria no Ultravioleta (UM)......ccccoecererenceenenenceereeeeene 40

(0T o 11 1010 T8 1Y TSRS 42
4.1. Compilacédo dos Resultados de MELO & PINTO (2011)......ccccceevvvevevrereeennennn. 42
4.1.1. Andlise Preliminar dos dados de MELO & PINTO (2011).......ccccceeveueeneee. 44

4.2. Caracterizacdo das Gelatinas COMErCIAIS.........ccovvreererierierere e 47
4.2.1.  ANAlISE MOIOIOQICA.....ccueeeieeieieiesesee et enas 48
4.2.2. Distribuicdo de Tamanhos de Particula...........cccccooveveeivineecenecee e, 49
4.2.3. Analise de Massa MOIAL...........ccccceviiiinniiic s 50
4.2.4.  ElErOfOrESE.......ciiieiieiicetee e 51
4.2.5. Anédlise de Composic8o de AMINOACIHOS.........cccueveireeirieririerireereee e 52
4.2.6. Andlise TermogravimetriCa (TGA)......cuverueeeeeirerereeeeeee e saeeens 54
4.2.7. Determinagao do pH das Gelatinas em Solugaa...........cccccevevenereenenenne. 55

4.3.  Primeiro Grupo de REAGHES........ccivvveeiertieeeiiseeeete ettt n et nas 56
4.3.1. Resultados de GRC........ccoioiiiiincieeee e 57
4.3.2. Resultados de FTIR ..ottt 64
4.3.3. Resultados de Espalhamento de LUz..........cccoeveveriiiiininincnccneeee 69

4.4,  CONCIUSOES PArCIAIS.....cc.coeeeuieiieiiriisieeete sttt st 70
4.5. Segundo Grupo de REAGHES........ccevertirieieieieetestesesteee ettt 71
45.1. Teste de Escoamento €m PIPELa.......cccccevveeviiieiene s 73
4.5.2. Resultados de GRC........cccoiriiiiinicineerct et 74
4.5.3. Andlises de Espalnamento de LUZ...........cccovviieceeviniieiene et 76
4.5.4. Determinacdo da Eficiéncia de Encapsulamento...........ccocccverineenccnnne. 77
455. Testes de Liberagcdo Controlada............cecevvrieienerieierenee e 78

o T Y/ oo =1 (o N0 [N ] (=] = Tot= o SO 82
(0T o 11 (U] [0 T/ RS RPSOTRRN 84
5.1, CONCIUSED....c.ccviiiiictitetet ettt bbb 84
5.2. Sugestdes para Trabaln0s FULULOS..........coceiieiericeeeceee e 85
(@22 T 11 (1] [ T SRS 86
Y 0 1= o o = VSRRSO 97
F Y 01T Lo Lo = = T TSR 103

viii



Lista de Figuras

Figura 1 —NUmero de publicacbes com as palavras chave ‘@kligery” e “gelatin”

na PubMed no periodo de 1965 até 2012. . .13
Figura 2 —Resultados dos testes de Ilberagao controladal:‘dﬂ]\& PINTO (2011) 23
Figura 3 —Estrutura quimica da doXiCICING............ccccerruriiiiiiiiiiiiiieee e 26
Figura 4 —llustragcéo do sistema de liberagao controladeatib para testes............. 38
Figura 5 — Curva de calibracéo do UV de solucéo de doxiaclisando agua como
K501 V= 0 = USSP PPPPPPRPPP 40
Figura 6 — Curva de calibracdo do UV de solucéo de doxiaclisando tampéao PBS
(o010 0 (o IS0 V=T o1 L= PR TTPPRPPPP 41

Figura 7 —Perfis de liberacédo da doxiciclina obtidos por ME& PINTO (2011). ... 44
Figura 8 —Grafico da relacéo entre média de tamanhos dieplare volume de formol

dos experimentos de MELO & PINTO (2011). ...oooeeeeiriiiiineeeee e 46
Figura 9 —(a) Morfologia das particulas de gelatina PhE(lr) elas particulas de

(o[ F= LT =0 [ oo ] o o J T TRSPRP 48
Figura 10 —Fotografias das gelatinas na mesma escala sex)deaiticulas de gelatina
PhEur e (b) Particulas de gelatina de porcQ....cccc.cccoeevviviiviiieiiiiicciiee e, 49
Figura 11 —Distribuicdo de tamanhos de particula das geltoanerciais. .............. 49
Figura 12 —Gel de eletroforese das gelatinas COMErCIalS. wu..vvvvrrrrrreiiiiiiieeeeeeenn. 52
Figura 13 —Termograma de TGA da gelatina PhEUL.........comiiieieeiiiiiiiiiiiinnnn.. D4
Figura 14 —Termograma de TGA da gelatina de pOrco....cccccuueeeiiiiiineeeeeeeeeeeeeee. 55
Figura 15 —Gréfico da evolugdo da massa molar ponderal ctampo para a reacao
1, contendo 1% de glICOSE. ....uuuuuuiiiii et e e e e e eeeeaeeees 58
Figura 16 - Gréafico da evolugcédo da massa molar ponderal ctempo para a reacao 2,
contendo 2% de GHICOSE. ....uuuiiiii e a e 59
Figura 17 - Grafico da evolucdo da massa molar ponderal ctempo para a reacéo 3,
contendo 3% de GIICOSE. .....uiiiiie e e e 60
Figura 18 - Grafico da evolucdo da massa molar ponderal ctempo para a reacéao 4,
contendo 4% de glICOSE. ... 60
Figura 19 - Gréfico da evolugdo da massa molar ponderal ctempo para a reacao 5,
contendo 10% de glCEIOL. ........iiii s 61
Figura 20 - Gréfico da evolugédo da massa molar ponderal ctempo para a reacao 6,
sem agente reticulante algum e na temperatura 88.50.................ccceevieiieiiiiinnnnd 61
Figura 21 - Grafico da evolucdo da massa molar ponderal ctempo para a reacéo 7,
sem agente reticulante algum e na temperatura 88.60.................ccceevriireeiiinnnnnd 62
Figura 22 - Grafico das massas molares ponderais finais psg¢aeicom diferentes
CONCENLraGOES UE GlICOSE. ....ooiiiiiiiiii s ettt e e e ee e 62
Figura 23 —Espectros de FTIR das reagGes sem agentes ratesila....................... 64
Figura 24 —Ampliagdo da escala dos espectros de FTIR daSesa&gn que nao foram
adicionados agentes retiCUlANteS. .......... e 66
Figura 25 —Espectros de FTIR da reacdo com 10% de glicerapasados com o da
gelatina PhEur e com o da reacado sem reticulante..............ccoeevvvvvvevvviiinnnnniene. 66



Figura 26 —Espectros de FTIR da reacdo com 4% de glicose a@ups com o da
gelatina PhEur e com a mistura fisica entre aigal&a glicose. .................ceceneee 7.6
Figura 27 —Espectros de FTIR das reag6es com diferentesrgedat 4% de glicose. 68
Figura 28 —Fotografias em sequéncia da alteracao na cologs &ustura contendo
agua, gelatina e doxiciclina. (a) Solugcédo aquosdodeiclina; (b) e (c) mistura de

agua, gelatina PhEur e doxiciclina respectivamantes e apés a alteracao de cor..... 73

Figura 29 —Resultados de GPC da reagao 12. .........ccceeeeererreriiiviiiiiiineneeeeeeeeeeeeen 75
Figura 30 —Perfil de liberacdo das diferentes gelatinas pesfas a partir da melhor
receita de MELO & PINTO (2011). ....uuuuiiiiiecmmeiiiieee e esiiieee e e e e e smnenee s 78
Figura 31 —Perfil de liberagdo do farmaco quando diferentesentracdes de gelatina
Y= O JN 01 1] 1722 Vo £ L S USSR 79
Figura 32 —Perfil de liberagdo do farmaco das reac¢des coddszia presenca e na
auséncia de formaldeito. ...........uuuuiiiiiiiiiieiee e 80
Figura 33 —Grafico com todos os dados de liberacao contradaddoxiciclina do
segundo grupo de reactes realizadas. .....cccccccceevveeeeeeiiiiiiiiiiii e 81
Figura 34 — Estrutura quimica da gliCOSE. ..ccceeveiiiiiiie i 82
Figura 35 —Cromatograma da gelatina comercial PhEUr. ..........ccooovviiiiicieinennn. 97
Figura 36 —Cromatograma da gelatina comercial de porco.............cccceeevvvvvennnnnns 97
Figura 37 —Cromatograma da doXiCICIiNa. .............oeeeeeeeiiiiee e 98
Figura 38 —Cromatogramas das diferentes aliquotas referameacéo 1. ................ 98
Figura 39 - Cromatogramas das diferentes aliquotas referamescao 2. ................. 99
Figura 40 - Cromatogramas das diferentes aliquotas referamescao 3. ................. 99
Figura 41 - Cromatogramas das diferentes aliquotas referemess;ao 4. ............... 100
Figura 42 - Cromatogramas das diferentes aliquotas referanmescéo 5. ............... 100
Figura 43 - Cromatogramas das diferentes aliquotas referanescéo 6. ............... 101
Figura 44 - Cromatogramas das diferentes aliquotas referanescédo 7. ............... 101
Figura 45 - Cromatogramas das diferentes aliquotas referanmescao 12. ............. 102
Figura 46 —Distribuicdo de tamanhos de particula e fotognafimada com auxilio de
microscoépio Optico da gelatina produzida na redgaq..........cccvvvvveeeeeriiiiiereeeeennn. 103
Figura 47 - Distribuicdo de tamanhos de particula e fotognafimada com auxilio de
microscopio Optico da gelatina produzida na re@Caa.........ccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennnnns 103
Figura 48 - Distribuicdo de tamanhos de particula e fotognaimada com auxilio de
microscopio Optico da gelatina produzida Na re@Caa.........ccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeninnns 104
Figura 49 - Distribuicdo de tamanhos de particula e fotognaismada com auxilio de
microscépio Optico da gelatina produzida na re@gaq...........ccvvvvveeeeeiiiiiiieeeeeennn. 104
Figura 50 - Distribuicdo de tamanhos de particula e fotognafimada com auxilio de
microscoépio Optico da gelatina produzida na re&CaQ...........ccvvvvvveeeeeiiiieeeeeeeenn. 104
Figura 51 - Distribuicdo de tamanhos de particula e fotognafimada com auxilio de
microscépio Optico da gelatina produzida na re&Caq...........ccvvvvveveeeeieeeeeeeeeeenn. 105
Figura 52 - Distribuicdo de tamanhos de particula e fotognaimada com auxilio de
microscopio Optico da gelatina produzida Na re@Caa..........ccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeneennnns 105
Figura 53 - Distribuicdo de tamanhos de particula e fotognaimada com auxilio de
microscopio Optico da gelatina produzida na re@Caa.........cccceeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeninnns 105



Figura 54 - Distribuicdo de tamanhos de particula e fotognaimada com auxilio de
microscépio Optico da gelatina produzida na re@aQ..........cc.vvvvveveieeieiiieieeeeenn. 106
Figura 55 - Distribuicdo de tamanhos de particula e fotognafimada com auxilio de
microscoépio Optico da gelatina produzida na redgBQ...........cc.evvveeeeeiiiiiiieeeeeenn. 106
Figura 56 - Distribuicdo de Tamanhos de particula e fotognafimada com auxilio de
microscopio optico da gelatina produzida na reddaq...........cccoeeeeeeeeeeeeeveeeeeninnns 106
Figura 57 - Distribuicdo de Tamanhos de particula e fotognafimada com auxilio de
microscopio Optico da gelatina produzida na red@aa...........ccceeeveeeeeeeeeeeeeneennnnns 107
Figura 58 - Distribuicdo de Tamanhos de particula e fotognafimada com auxilio de
microscoépio Optico da gelatina produzida na red@8Q..........ccvvvvveeeeeiiiiiieeeeeeennn. 107
Figura 59 - Distribuicdo de Tamanhos de particula e fotognafimada com auxilio de
microscépio Optico da gelatina produzida na redgBaQ............ccceevveeeevieiiiieeeneennn. 107

Xi



Lista de Tabelas

Tabela 1 —Composicéo tipica da gelatina comercial apésrtratdo para retirada de

umidade e cinzas (Adaptado de EASTOE, 1955).....cccciiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeiiieinnnns 12
Tabela 2 —Resultados de trabalho anterior do grupo (AdaptedlELO & PINTO,
72210 I ) P UPRUR PSRRI 43
Tabela 3 —Calculo da eficiéncia de encapsulamento dos tdst®d$ELO & PINTO
10 TR TSRO 45
Tabela 4 —Massas molares das gelatinas comerciais obtidagtatde analise de GPC.
.............................................................................................................................. 50
Tabela 5 —Resultados da analise de composicdo de aminoatédogelatinas

(o0 .0 [T od =T LS 53
Tabela 6 —Medidas de pH das gelatinas comerciais em solugao......................... 56
Tabela 7 —Condicfes reacionais do primeiro grupo de reagmizadas. ................. 57
Tabela 8 -Tamanho médio das particulas do primeiro grupededes realizadas.... 70
Tabela 9 —Condi¢Ges reacionais do segundo grupo de reagaksadas. .................. 72
Tabela 10 —Resultados dos testes de escoamento em pipeta.............cccceevvvevnnene 74

Tabela 11 -Tamanho médio das particulas do segundo grupeadées realizadas... 76
Tabela 12 —Eficiéncia de encapsulamento do segundo grupeal®es realizadas. .. 77

xii



indice de Siglas

Sigla Significado
ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
SDS Dodecil sulfato de sédio
PBS Tampao fosfato salino
PhEur Farmacopéia Européia
GPC Cromatografia de permeacéao em gel
FTIR Infravermelho com transformada de Fourier
PVC Poli(cloreto de vinila)
PET Poli(tereftalato de etileno)
PMMA Poli(metacrilato de metila)
GTA Glutaraldeido
EDC 1-etil-3-(3-dimetil aminopropil) carbodiimida
BSA Albumina de soro bovino
SPAN 80 Monooleato de sorbitan
TGA Termogravimetria
uv Ultravioleta

xiii



Capitulo | — Introducao

Capitulo |

Introducéo

1.1. Introducao

O desenvolvimento de materiais para a industrradaéutica sempre foi alvo de
muita pesquisa e de muitos investimentos. Ao lodgadhistoria, muitas descobertas

importantes foram feitas na rea e muitas aindeo gxir vir.

Um dos principais avancos recentes foi o desenwenio de técnicas e
materiais capazes de permitir o encapsulamentéardetos. O encapsulamento possui,
por exemplo, a habilidade de mascarar sabor ou dos ou de proteger contra a
fotodegradacdo. Contudo, a caracteristica que swidestaca nesses materiais € a
capacidade de permitir a liberacdo controlada elioecionada dos compostos que
encapsulaniDESAIl et al, 1996; ESPOSIT@®@t al 1996)

Recentemente, com o0 advento da nanotecnologia, ofiBervado que
nanoparticulas poliméricas possuem futuro bastpraenissor para a resolucdo de
problemas na liberagdo controlada de farmacos.didade, particulas poliméricas em
geral, desde que tenham as caracteristicas adegu@da a capacidade de liberar
medicamentos de forma controlada e até mesmo dir@da (quando iniciam a
liberacdo do farmaco apenas respondendo a estimedoso alteragdo no pH ou
temperatura) (VAUTHIER et al., 2009).

Dentre os principais materiais utilizados para psglmento, os hidrogéis,
descobertos na década de 60 em trabalho pioneMdiatgerle e Lim (WICHTERLE et
al., 1960), vém sendo utilizados com bastante socesm essa finalidade. Destaca-se,
entretanto, a gelatina, que além de apresentar eira@mnvantagens, como o0 baixo
potencial alergénico, baixo preco e biodegradaduiliéd ja € empregada com éxito ha
muitos anos pela indastria farmacéutica (SCHRIEBERAREIS, 2007).

A gelatina € um material hidrofilico que possui nmeros grupamentos

funcionais que podem ser reticulados, formandonassn hidrogel. Dessa forma,

1



Capitulo | — Introducao

gelatinas possuem enorme potencial para uso np&ramento de medicamentos que

apresentam afinidade com a 4gua, como por exengnaieiclina.

A doxicilina € um dos antibidticos mais empregadogratamento da erliquiose,
doenca que acomete cées (VIGNARD-ROSEAZI, 2013). Esse medicamento deve ser
administrado por via oral geralmente por um periado 21 dias (BARTSCH &
GREENE, 2013), o que dificulta o tratamento, ppatinente nos casos em que 0s
animais apresentam comportamento imprevisivel eesago. Dessa forma, o
desenvolvimento de um produto que permita a lideragrolongada do farmaco,
reduzindo o nimero de doses a serem administradas, enormes beneficios para a

medicina veterinaria.

A doxiciclina € um medicamento hidrossoluvel, o,qaléado a hidrofilicidade
da gelatina, faz dos dois materiais uma combinggifeita para a criacdo de um
produto que permita o encapsulamento, visando mpastkberacdo controlada do
antibiético. Entretanto, para que a gelatina pessautilizada para encapsulamento da
doxiciclina e sua liberacéo seja prolongada, éss® realizar um procedimento para
reticular as cadeias protéicas em um meio aquosperdio num meio organico
(suspensao inversa). Esse tratamento é indispéngaveue, como a gelatina é
altamente hidrofilica, uma vez que as particulam&olas entrem em contato com a
agua elas sao prontamente solubilizadas e o farenanediatamente liberado. Para que
a liberacéo seja lenta, portanto, a reticulacae dev feita, dando origem aos chamados

hidrogéis.

A literatura indica que a reticulacdo da gelatiralg se dar por meio da
utilizacédo de diversos materiais, como glutaraldeformaldeido, aglcares e compostos
epoxi (SCHRIEBER & GAREIS, 2007; CORTESI, 1998).ttetanto, os estudos
analisados séo contraditorios e ndo procuram exptiomo e se realmente ocorrem as
reacdes de reticulacdo da gelatina. Dessa forrteatrabalho visa compreender como e
se as reacg0Oes de reticulagdo acontecem e comiofél@nciam as taxas de liberacao da

doxiciclina.
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1.2. Motivacao

Como a gelatina é um polimero natural ndo toxice, lmhixo custo,
biocompativel e muito empregado nas industrias eadtinia e farmacéutica, ela se
apresenta como um material com um potencial muivado para emprego na
liberacdo controlada de medicamentos. Por contsodidiversos estudos com essa
finalidade ja vém sendo conduzidos com a gelatiomo serd discutido com detalhes
adiante. Entretanto, a grande maioria dos trabatapsuso de agentes reticulantes
altamente toxicos, o que dificulta muito a aplieag&consequentemente a aprovacao do
produto. Além disso, os estudos que empregam ragteraturais ou atdéxicos como
reticulantes para a gelatina ndo conseguem pravanaheira inequivoca que houve

reticulagdo das cadeias ou apresentam resultadtadiborios e/ou inconsistentes.

Dessa forma, surge a necessidade de explicar corse as reacdes de
reticulacdo da gelatina realmente ocorrem e seséiya utilizar materiais naturais,
como 0s acUcares, por exemplo, para reticula-lamipedo dessa forma o
encapsulamento e a liberacdo controlada de farnmadoxfilicos empregando materiais

néo toéxicos.

Além disso, em trabalho anterior do grupo (MELO &TPO, 2011), foram
relatadas diferencas nos perfis de liberacdo daidbma em gelatinas tratadas com
glicose e frutose. Essas diferencas motivaram uodesnais aprofundado, visando a

melhor compreensao dos fendmenos observados.

1.3. Objetivos

O obijetivo principal deste trabalho é estudar kémfcia de diferentes materiais
usados como agentes reticulantes para a gelatim@ o cinética de liberacdo da

doxiciclina incorporada em particulas de gelatir@ipzidas em suspensdes inversas.
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1.3.1. Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste estudo séo:
- Possibilitar o encapsulamento doxiciclina utiida gelatina;

- Produzir particulas estaveis de gelatina, cadagacom doxiciclina e com
tamanho e forma controlados, por processos de issé&penversa;

- Estudar a reticulacdo da gelatina com diferentateriais e sua influéncia na

cinética de liberacdo do farmaco;

- Estudar a influéncia de diferentes tipos de gedatna liberacdo controlada do

antibiotico;

- Explicar as diferencas nos perfis de liberacaalabaciclina observados em
trabalho anterior do grupo (MELO & PINTO, 2011).

1.4. Estrutura da dissertacéo

A dissertacdo esté estruturada em seis capituszsitds brevemente a seguir.

O Capitulo | apresentou uma pequena introducéo dtEs principais objetivos
e da motivacao para o desenvolvimento deste estudo.

No Capitulo Il € apresentada a revisdo bibliogeafalestacando os principais
trabalhos acerca do uso de hidrogéis de gelatirmagmicacdes biomeédicas.

No Capitulo Ill sdo descritos os materiais e mé&oelmpregados ao longo de
toda a pesquisa. Nele sdo apresentados com detallpgecedimentos empregados em
todo o processo.

No Capitulo IV, todos os resultados s&do apresestado discutidos
detalhadamente.

O Capitulo V apresenta as conclusdes e sugestdes tiaalhos futuros.

Finalmente, no Capitulo VI sdo apresentadas arefias bibliograficas.
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A dissertacdo se encerra apos a apresentacdo dosliégs A e B, onde sdo
dispostas as figuras referentes as analises deatografia de permeacdo em gel e de
distribuicdo de tamanhos de particula respectivéanen
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Capitulo Il

Revisdo Bibliografica

2.1. Polimeros

Polimeros sdo macromoléculas formadas pela ligagéalente resultante de
reacdes entre moléculas menores, chamadas mondnads unidade repetitiva
resultante dessas ligagbes recebe o0 nome de mal@\V1985; ODIAN, 2004).

Os polimeros podem ser encontrados em praticantedt®ss os lugares e
muitas vezes constituem a estrutura basica desvéraieriais naturais. S8o exemplos
de materiais poliméricos a borracha de pneus,lasstde poli(cloreto de vinila) (PVC),
garrafas de poli(tereftalato de etileno) (PET), ralbes dentarios moveis, copinhos

descartaveis, fios de nylon, entre inGmeros outrateriais utilizados no dia-a-dia.

Por serem materiais muito complexos, a simplesaali® de propriedades
moleculares como a massa molar, ou de propriedade®ldgicas (particula, filme,
etc) faz com que um mesmo polimero, como por exemmoli(metacrilato de metila)
(PMMA), possa ser utilizado tanto como substituaicapo vidro como para a confecgao
de lentes de contato e resinas dentarias que exafjengrau de biocompatibilidade e,
portanto, baixa toxicidade (SANTOS, 2007).

Os polimeros recebem muitas classificacdes. Vasahar, no entanto, que
essas classificagbes sdo complementares, o quedeerque um mesmo polimero
pode e deve ser enquadrado em mais de uma clasae gpa seja descrito
adequadamente. A seguir sdo descritas as clagdgi€amais pertinentes para esse

trabalho.
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2.1.1. Classificacdo de Polimeros

Os polimeros comumente utilizados para aplicag@esdcéuticas podem ser de
origem natural ou sintética. Polimeros naturaisasfieeles obtidos na natureza. Alguns
exemplos sdo a quitosana, o alginato, a albuminagreacha natural, o amido e a
celulose (e polissacarideos em geral), e as pesteilé os polimeros sintéticos, sao
produzidos artificialmente em laboratério ou emdaxlies industriais (mesmo que sejam
oriundos de materiais naturais). Exemplos de pebmsintéticos, por sua vez, sdo 0s
poliacrilatos, os polimetacrilatos e os poliesticés (VAUTHIER et al., 2009).

Os polimeros naturais tendem a ser menos nociveser@s vivos do que 0s
polimeros sintéticos, por serem produzidos porrosgaos vivos. Dessa forma, sempre
que possivel, ha uma tendéncia em preferir a atdia dos materiais naturais para
aplicacbes médicas e farmacéuticas. Isso ndo deer, @ntretanto, que os materiais
sintéticos ndo possam ser utilizados nem que todamateriais naturais sdo seguros

para usos médicos e farmacéuticos.

Além da classificagdo de polimeros naturais e ®0o& os polimeros também
podem ser classificados como lineares, ramificamlogeticulados, de acordo com a
morfologia da estrutura molecular. Os polimerosdnes, como o préprio nome ja diz,
sdo aqueles cujas moléculas de mondémero se ligaforehe sequencial e continua
(CANEVAROLO, 2006). Ja os polimeros ramificados agaeles que apresentam mais
de dois segmentos terminais por molécula. E imptetperceber que os grupos laterais
dos mondmeros ndo sao considerados ramificacbem @&ae o0 polimero seja
considerado ramificado, a ramificacdo deve ser cmtappor a0 menos uma molécula
de mondmero completa. Quando duas ou mais molédalaslimero sao ligadas umas
as outras sem gque essa unido se dé nos segmamowi® a molécula resultante é
chamada de polimero reticulado. Essas ligacbex@@omente chamada&sosslinks
reticulacdes ou ainda ligagdes cruzadas (ODIAN4200

Uma ultima classificacdo, porém ndo menos impastguoe as outras, € aquela
que divide os polimeros de acordo com o tipo ded@ague lhes da origem: poliadicdo
ou policondensacédo. Polimeros de condensacao sateadormados por reacdes entre
monémeros multifuncionais (como diacidos, diamirmasdialcoois). A principal

caracterisitca desse tipo de reacdo € de que geaspere eliminam uma molécula
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pequena, como #, CHOH, HCI ou NH (MANO, 1985; WAY, 2011). J4 na
poliadicdo, os monémeros sdo insaturados e nadirhéacdo de nenhuma molécula
durante a reacdo (CANEVAROLO, 2006), sendo as deislanéricas adicionadas uma
a uma a cadeia polimérica. Na policondensacéao scionento de cadeia pode ocorrer
aos saltos, ja que a incorporacao € devida a reamiiee os grupos funcionais das
estruturas formadas (ODIAN, 2004).

2.2. Géis

Um gel é um polimero reticulado capaz de absorvande quantidade de um
determinado liquido (RODRIGUEZ2t al, 2003). Devido a elevada afinidade do
polimero com o liquido em questdo, o material inébianando um gel. Essa absorcéao,
também conhecida como intumescimento, pode seema de 10% até varias vezes 0
valor da massa do polimero seco (LORESL, 2005; HOFFMAN, 2009). Quando o
gel € formado por um polimero hidrofilico, ele éamctado de hidrogel. Isso porque,
como o proéprio nome sugere, hidrogéis séo capazabsbrver agua (CANEVAROLO,
2003).

Os hidrogéis podem ser encontrados na forma sdmao no caso de lentes de
contato), em pé (como no caso de drageas de meslitas), recobrimentos (como
cateteres ou implantes) e também na forma de bgqugle formam géis quando
aquecidos ou resfriados (HOFFMAN, 2002). Os priaigpusos de hidrogéis como
biomateriais sdo na producédo de dispositivos pheaacao controlada de farmacos,
producdo de lentes de contato, substratos paragenlearia de tecidos, implantes e
oftalmologia (BUENO, 2010).

Como ja comentado anteriormente, nos ultimos arws sendo estudados os
hidrogéis que possuem a capacidade de reagir muds$i como a variacdo de
temperatura e pH, ou ainda variagcdes no campaceléu forca idnica do meio. Esses
materiais sdo chamados “inteligentes” e sdo emgosgaa fabricacdo de musculos
artificiais, agentes embdlicos ou na liberacdo rodeala e direcionada de farmacos
(BUENO, 2010).
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Os géis podem ser classificados como géis fisiaapudmicos, de acordo com o
tipo de ligacdo que apresentam entre suas cadefdATH & PARK, 1993). Géis
fisicos sdo aqueles que podem se desintegrar)wdis®u degradar. ISso ocorre porque
as ligacdes entre as cadeias sdo secundarias tantpprmais fracas (ligacbes de
hidrogénio, i6nicas ou interacdes hidrofobicas)r Ponta disso, eles sdo também
chamados de géis reversiveis. Um exemplo de gelofi@ o alginato de sdédio
(HOFFMAN, 2002).

Os géis quimicos também sdo chamados de permampemtpse as reticulagbes
sdo formadas por ligacdes covalentes, muito matesfaque as ligacbes secundarias
presentes nos géis fisicos. Dessa forma, quandoamis em presenca do liquido com
que tém afinidade, eles incham, porém nao disso(\WEENNINK et al, 2002). Assim
como no caso dos géis reversiveis, 0s géis quimiéms sdo homogéneos. Eles
apresentam regifes de maior inchamento, onde o(grtadensidade) de reticulacdo é
maior, e regides de menor inchamento, onde o cdarpento contrario € observado
(HOFFMAN, 2002).

Para que possam ser utilizados na liberacdo cadaale farmacos, os hidrogéis
devem ser biocompativeis. Além disso, devem tambgen biodegradaveis,
bioabsorviveis ou ao menos eliminados do organseno prejuizo a saude do paciente
(KAMATH & PARK, 1993). A biodegradacdo desses miagisrpode se dar de quatro
diferentes maneiras: solubilizacdo, hidrolise qaaémihidrélise enzimatica ou troca
ibnica (KAMATH & PARK, 1993). E importante ressaltajue os produtos de
degradacdo também devem ser biocompativeis paraogjugolimeros possam ser

empregados na industria farmacéutica.

2.3. Gelatina

Quando se fala em gelatina, é instintivo associpalavra a sobremesa que é
muito encontrada em todo o mundo com os mais digesabores. Entretanto, a gelatina

possui inumeras outras possibilidades de aplicacao.

Durante os primeiros séculos d.C., o homem descaojue a fervura de 0ssos e

peles de animais levava a producdo de uma espedasela, apesar de ndo se ter ideia
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naquele tempo de que se tratava de gelatina. Fibdo rmais tarde, apenas durante as
Guerras Napolebnicas, que comegou a se tornar comumo da gelatina como
alimento. Isso ocorreu devido ao fato de que o usaydos franceses pela marinha
britdnica ocasionou uma falta de proteina (advatdaentdo da carne) para a populagéo.
A gelatina surgiu naquele momento como uma altangiara suprir essa caréncia
(SCHRIEBER & GAREIS, 2007).

Com o passar do tempo, descobriu-se que a gefadoheria ser utilizada ndo so
como alimento, mas também para outras aplicacdes. vBlta de 1833, um
farmacéutico chamado Mothes patenteou o0 uso dérgelzara fabricacdo de capsulas
de medicamentos (SCHRIEBER & GAREIS, 2007). De déapca essa proteina tem

sido largamente empregada para diversas aplichg@egdicas.

A gelatina é um polimero natural produzido a paktithidrolisados de colageno
ou da fragdo polissacaridica de algas marinhas (YVAS| 1972; BUENO, 2010). O
coldgeno possui uma estrutura tripla-hélice refisc@® estabilizada por ligacdes
cruzadas covalentes entre as cadeias (YANNAS, 1@&I@n disso, ligados aos grupos
hidroxila dos residuos da hidroxilisina, normalneeh& carboidratos cuja funcéo ainda
€ desconhecida, mas que exercem influéncia dicetanpacotamento das moléculas de
colageno (SCHRIEBER & GAREIS, 2007).

O processo que converte coldgeno em gelatina é ecmth como
condicionamento e pode ser de dois tipos: acidoasich. Dependendo do tipo
empregado, a gelatina produzida apresenta propesdhgeiramente diferentes e é
classificada como tipo A (tratamento acido) e tip@tratamento basico) (DIGENI&
al., 1994) .

O conhecimento do tipo de gelatina permite deteaminpH de trabalho mais
adequado. Gelatinas tipo A apresentam ponto ismeléP|) na faixa de 7 a 9, enquanto
gelatinas tipo B apresentam Pl na faixa de 4,74a(GMIA, 2012). Como no ponto
isoelétrico, as proteinas apresentam carga nuegardvém trabalhar na faixa de pH em
que o Pl possa ser atingido, uma vez que a s@ab#b da gelatina serd comprometida
devido a auséncia de carga das moléculas. Dessa,fordesconhecimento do tipo de
processo de condicionamento a que foi submetiddadirga com que se deseja trabalhar
pode afetar diretamente seu processo de soluldEibz&@ARCELLOS, 2012).

10
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Quando o colageno passa pela etapa de condiciot@nasnligacdes cruzadas
que reforcam e estabilizam as cadeias sdo parcimpiebradas, o que leva a uma
gueda na massa molar do material (YANNAS, 1972).i$5m, como esse processo de
hidrolise depende fortemente do tipo de tratamemtodla quantidade de energia
empregada, a gelatina apresenta multiplos fragregqtee dao origem a uma mistura de

diferentes massas molares.

Uma vez que a gelatina pode ser classificada camiipd A ou B e que suas
distribuicbes de massas molares podem variar méiteastante comum classifica-la
também de acordo com a for¢ca do gel que é capdara@r. Por isso, foi criada a
medida de Bloom da gelatina, que nada mais € (uEsO0 em gramas necessario para
um pistao deformar até uma profundidade determinadayel sob condi¢cdes padrdes.
Esse valor pode variar entre 50 e 300. Uma gel&@faBloom, portanto, forma gel
mais forte que uma gelatina 50 Bloom e, por issquer uma concentracdo mais baixa
de material proteico para atingir a um gel com nsedorca que a 50 Bloom
(SCHRIEBER & GAREIS, 2007).

Para encapsulamento de substancias hidrofilicaspatimente € indicado que
sejam utilizadas gelatinas com ao menos 200 Bloamue, por conta da sua
viscosidade, podem ser utilizadas formula¢gdes adotenenos agua (SCHRIEBER &
GAREIS, 2007).

As proporc¢des dos aminoacidos que compde a gekdimduncdo do processo
de fabricacdo e do material que |he deu origem ¢cpeie de boi, peixe ou porco). A
Tabela 1 indica a composicao tipica da gelatinalalat partir de ossos bovinos, que é a
mais encontrada comercialmente. Cerca de 85 a ®R%ethtina € constituida por
proteina (um polimero natural). O restante € cotopds sais minerais, umidade e
cinzas (EASTOE, 1955).

O processo de dissolucdo da gelatina é bastantadiz| Tradicionalmente a
dissolucéo é feita em duas etapas: primeiro aigalétinchada em agua fria, para so
entdo ser solubilizada em agua a 50- 60 °C. Essedmé& normalmente chamado de
método indireto. Mas outra metodologia também ¢é wuoente empregada e é
conhecida como método direto, em que a gelatimdubiizada em agua a 80 °C sem a
etapa prévia de inchamento (BARCELLOS, 2012).

11
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Tabela 1 —Composicéo tipica da gelatina comercial apésrtratdo para retirada de
umidade e cinzas (Adaptado de EASTOE, 1955).

Aminoacido Composicao (%)
Acido aspartico 5.70
Acido glutamico 9.86

Alanina 9.61
Arginina 7.65
Fenilalanina 2.13
Glicina 23.13
Hidroxilisina 0.68
Hidroxiprolina 11.31
Histidina 0.60
Isoleucina 1.28
Leucina 2.98
Lisina 3.66
Metionina 0.51
Prolina 13.18
Serina 3.15
Tirosina 0.17
Treonina 2.04
Valina 2.38

Em qualquer um dos métodos utilizados, no entaéwe-se tomar muito
cuidado para ndo haver aglomeracdo, pois uma vezsgam formados blocos de
gelatina, a solubilizacdo completa do material &omdificultada. Além disso, deve-se
observar que a gelatina apresenta uma cinética tentdissolucdo; portanto, solucdes

preparadas a temperaturas abaixo de 50 °C apneseydmportamento reoldgico

12
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diferente das solucdes preparadas a temperaturgs efevadas, o que sugere a
formacao de uma espécie de pré-estrutura a tempesanhais baixas.

Dessa forma, o método indireto € usado principalen@oes casos em que as
particulas de gelatina sdo muito pequenas, pos mbgssuem maior tendéncia de
aglomerar. Isso ocorre porque as particulas inchadadem a se incorporar as
particulas secas para evitar o0 molhamento. Quasslm acontece, a dissolugcdo do
material é bastante dificultada. Quando, entretaat@elatina passa pela etapa de
inchamento em agua fria antes da solubilizacaoparficie n&o fica tdo grudenta, o que
evita a agregacédo (SCHRIEBER & GAREIS, 2007).

Quando resfriada, a solucdo de gelatina retoma tautws tripla-hélice
caracteristica do colageno, formando um hidrogsb bcorre porque, as moléculas de
agua se posicionam nos intersticios e ocorre adgdmde ligacdes de hidrogénio com
os grupamentos CO e NH (KAMATH & PARK, 1993).

O interesse na utilizacéo de particulas de gelatnao carreadores de farmacos
para liberacdo controlada cresce a cada dia, cade per comprovado pelo grande
aumento no numero de publicagcbes na area, comaadoshaFigura 1 Isso ocorre
porque o encapsulamento de farmacos apresenta r@ovantagens de proteger contra
fotodegradacdo e oxidacdo e de mascarar odor &, sabs também de reduzir os
efeitos adversos causados pelos medicamentos auilimi nUmero de doses a serem
administradas (DESAdt al, 1996; ESPOSIT@t al 1996).

NuUmero de Publicacdes
N
o
o

Figura 1 —NuUmero de publicacdes com as palavras chave ‘tkligery” e “gelatin”
na PubMed no periodo de 1965 até 2012.

13
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Ademais, a gelatina, além de boa formadora de cpdad, ndo contém
pirogénios, que sdo produtos do metabolismo denmg@s como bactérias e fungos
gue podem causar febre (ESPOSEt@L, 1996).

O uso da gelatina vem sendo adotado nas mais adéveéiseas por conta
principalmente de sua biodegradabilidade, baixggre baixa toxicidade. Dependendo
do tipo de funcdo que devera exercer, a gelatirde mer produzida na forma de

capsulas, filmes, membranas ou ainda micro e naticylas.

2.3.1. Micro e nanoparticulas de gelatina

A partir dos anos de 1980-1990 comecaram a sedadds solucbes para a
liberacdo controlada de farmacos empregando sistpolaméricos nas escalas micro e
nano (GRUNDet al, 2011).

As micro e nanoparticulas poliméricas podem sessidlaadas como capsulas,
guando o nucleo da particula é composto por um dledgua e apenas a casca é de
polimero, ou como esferas, quando toda a massartiayta é solida (VAUTHIERet
al., 2009). As capsulas podem ainda receber outessifitacdes, no caso do nucleo
estar ou ndo subdividido dentro da particula. Nease elas sdo denominadas capsulas
poli ou mononucleares. As capsulas podem aindackessificadas conforme a
substancia ativa esteja suspensa ou dissolvidalolea Nesse caso, sdo chamadas
heterogéneas ou homogéneas, respectivamente (SBL"lA 2003). Tanto nas capsulas
quanto nas esferas, o farmaco pode ficar adsonadsuperficie ou ainda aprisionado
dentro das particulas (KUMAR al, 2010).

Dependendo da forma de administragdo do medicamenttamanho das
particulas deve ser alteradoo Naso de aplicagc6es intramusculares ou subcutgramas
exemplo, os diametros de particula o6timos deveniavantre 20 e 100 micra.
Nanoparticulas administradas via intravenosa desemsignificativamente menores
que 5um, para ndo causarem embolias. Isso ocorre porqumemores capilares
presentes no organismo possuem diametro em torbesgen (HANS & LOWMAN,

2002). Particulas menores que 20- 30 nm sao figraelos rins e eliminadas pela urina

14
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(GAUMET et al, 2008). Particulas maiores séo eliminadas nasfeam se acumulam
no organismo. Quando ha acumulo, pode ser necgseahizar cirurgia para remover o

material.

Diversas técnicas sdo empregadas para a produc@artleulas poliméricas,
visando ao encapsulamento. A escolha da técnicaegamba depende do tipo de
particula que se deseja produzir (capsulas ou as3fedo tamanho de particula
pretendido, da solubilidade dos materiais escoffjida interacéo do farmaco com esses
materiais e, sobretudo, depende da sensibilidasi@aémeros e farmacos as condi¢bes
de reacdo (SUAVEEL al, 2006).

O método mais empregado para a producdo de nainopest € o de
emulsificacdo, seguido por evaporacdo do solvelypesar de muito empregada, a
técnica apresenta uma grande desvantagem, que eeegsidade usual de utilizar
solventes toxicos, como o cloroférmio e o diclorteme (SOUTOet al, 2012), que
devem ser evitados para aplicagcbes médicas e fautieas (HANS & LOWMAN,
2002; SOPPIMATHet al, 2001).

As particulas também podem ser produzidas por s@petambém conhecida
como técnica dspray drying Nesse caso, o0 polimero € solubilizado em um stdve
volatil e essa solucdo € entdo borrifada em artquenque ocasiona a secagem e,

consequentemente formacgéo das particulas (KIM,)2011

A coacervagdo, ou separacdo de fases, é induzidaltpeacdes que causam a
dessolvatacdo de uma determinada molécula. E€sagdlb pode ser uma mudanca de
temperatura, a adicdo de um nao solvente ou acadigdmicro-ions (SILVAet al,
2003). A técnica apresenta como principal vantagepossibilidade de obtencédo de

altas eficiéncias de encapsulamento de farmacosdsioliveis.

Em alguns casos é comum aliar duas ou mais téatécascroencapsulacéo, de
forma a adequar o sistema as necessidades de eaeldaimNo caso da gelatina, por
exemplo, ao menos dois métodos costumam ser coddsn&do eles a suspensao
inversa e a gelificacdo. Eles possibilitam ndo $grmacéo de particulas, mas também
0 encapsulamenia situdo farmaco, o que dispensa a realizacédo de urpa pteterior

para carregar as particulas com a doxiciclina.
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2.4. Suspenséo Inversa e Gelificacédo

As reacOes de polimerizacdo em suspensao sao seagbgue um iniciador é
dissolvido na fase organica e essa mistura € altjersa em uma solucdo aquosa
contendo um agente estabilizante. O agente egkaitiéi € responsavel por diminuir a
tensao interfacial entre as duas fases, estaldlizassim a gota de mondémero (fase
organica). Dessa forma, cada gota funciona comioss® um mini-reator em massa,

onde apenas iniciador e monémeros estao pres&idall, 2004).

Esse tipo de reacdo, em que a fase dispersa éaa@géa fase continua é aquosa
€ chamada somente de suspensdo. Quando o costrdbservado (a fase continua é
organica e a fase dispersa € aquosa), a técnieaerecnome de suspenséo inversa. A
diferenca € que dessa vez o agente estabilizamesde solUvel na fase organica e o
iniciador deve ser soluvel na fase aquosa. A ssmeimversa €, portanto, responsavel

pela producgéo de particulas de polimeros hidroglic

Nas reacfes conduzidas por intermédio dessa téosiglimeros formados séo
obtidos na forma de pérolas esféricas e a disgdloufinal de tamanhos de particula é
resultado dos fendbmenos de quebra e coalescérxigotias. Por isso, o tamanho das
particulas de polimero pode ser controlado comliaudé variacdo da velocidade de
agitacdo, da concentracdo de agente estabilizdatéemperatura da reacdo ou até
mesmo pela alteracdo do tipo de fase continua gagoe Tipicamente, as particulas
formadas possuem tamanhos na faixa de 1-§@OQJAHANZAD et al, 2004).0 tipo
de 6leo, a velocidade de agitacdo, a temperaturaad@o, a concentracédo de polimero
e o tipo e concentracdo do agente estabilizantecexeinfluéncia muito grande no
tamanho e na distribuicdo de tamanhos de partiboapolimeros (ODIAN, 2004;
ESPOSITCet al,, 1996).

Por serem obtidos na forma de particulas esfédeatamanho controlado, os
polimeros obtidos pela técnica de polimerizacdo ®umspensdo sdo ideais para
aplicacdes meédicas e farmacéuticas, em que o tameafdtrma dos materiais exercem

influéncia muito grande nas propriedades do protinéh (SANTOS, 2007).

Para que sejam obtidas microparticulas apés azaedbh da reacdo em

suspensao inversa no caso da gelatina, é necegsiificar as goticulas formadas na
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suspensao por meio da reducdo da temperatura (VAER'E BOUCHEMAL, 2009).
Uma vez gelificadas, as particulas tém maior difiade de aglomerar. No entanto, caso
a agitacdo cesse, as particulas ndo se manténeisgtdv muito tempo, pois a presenca
de agua no sistema faz com que elas figuem bagpagigosas. Para contornar esse
problema e permitir a formacao definitiva das esfecostuma ser adicionada acetona a
mistura para desidratar as particulas. Quandoésfaito, toda a agua é retirada das
particulas de polimero e, portanto, elas se torséhdas e ndo mais suscetiveis a

aglomeracao.

2.4.1. Reticulacéo da gelatina

Como ja foi explicado anteriormente, a gelatina @ material bastante
hidrofilico e, portanto, muito solivel em agua. €eforma, ao entrar em contato com
os fluidos corporais, a gelatina funcionaria apertaso uma barreira fisica, sendo, por
isso, prontamente dissolvida e o farmaco liberadisg que instantaneamente. I1sso nao
seria de forma alguma vantajoso, uma vez que aagfldo desejada exige a liberacao
controlada da droga. Assim sendo, a reticulacdo aimieias de gelatina faz-se
necessaria para aplicacdo na liberagcdo controladmeticamentos ja que uma vez
reticulada, a gelatina carregada com o farmacoinichar, porém né&o dissolver,

permitindo a liberagdo gradual de sua carga.

S&o inumeras as informacdes na literatura a resgaiteticulacdo da gelatina.
Além das muitas possibilidades de aplicacdo doobwlrformado, foram muitos os

agentes reticulantes e técnicas ja empregadasnabénento.

YANNAS et al (1967) sugerem que a gelatina pode ser reticijadado seu
teor de umidade é drasticamente reduzido (0,1- @e3ggua/ 100g de proteina). Essa
desidratacdo, entretanto, exige o tratamento dcerrabta temperaturas bastante
elevadas, 0 que pode ser prejudicial nos casoplimgdes médicas e farmacéuticas.
Essa preocupacado é importante porque, quando expastnperaturas acima de 50 °C,
a gelatina comeca a ser degradada, o que poderigamoa compostos nocivos aos
seres vivos em geral. Dessa forma, a reticulac@eldina por desidratacdo ndo parece
ser adequada para aplicacao na liberacdo contrdéageedicamentos.
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Inspirados pelo trabalho de YANNA& al (1967) e por publicagcbes mais
recentes sobre a reticulacdo de colageno e alburMAAIDELLI et al (2004)
estudaram a reticulacdo da gelatina por meio dams@nto com microondas. Nesse
trabalho, os autores carregaram particulas prevignreticuladas com diclofenaco de
sodio e observaram as taxas de liberacdo do meeitare o percentual de reticulacéo
da proteina. Os resultados parecem promissoresjgalmente se consideramos que 0s
testes de biocompatibilidade vitro e in vivo indicam que as particulas sdo bem
toleradas. Entretanto, os préprios autores ressajtee, por meio dos testes realizados,
ndo € possivel afirmar que estd mesmo ocorrendoulegtdo da gelatina. A
possibilidade de estarem ocorrendo reacOes latemis 0s grupamentos amino e

carboxilico livres ou mesmo degradacéo da gelatwaforam descartados.

Apesar de alguns estudos, como os citados antenmenvisarem a inducéo de
reticulacdo sem a adicdo de nenhum outro compastmeao, a grande maioria dos
trabalhos da literatura emprega aldeidos paraufatia gelatina. Esse tratamento,
apesar de eficiente, ndo considera em geral odatque os aldeidos sdo altamente
toxicos e que, portanto, seu uso carece de avaBaginuciosas e da definicdo de
protocolos especificos para as diversas classérmacos. A seguir sdo apresentadas
algumas pesquisas que utilizaram glutaraldeidondtiteido e glioxal como agentes

reticulantes.

FAN & DASH (2001) estudaram o efeito da reticulagd@ gelatina com
diferentes concentracdes de glutaraldeido (GTA)iberacdo controlada do farmaco
doxorrubicina, empregado para tratamento de céss®o. Foi utilizado glutaraldeido
nas suas duas formas comerciais: glutaraldeidoifiesde sodio e glutaraldeido em
solucdo. Os autores reportam que ndo ha evidéndesreticulagdo quando
glutaraldeido-bissulfito de sédio € empregado, ouas quando € utilizado GTA em
solugdo ha reducdo significativa na velocidadeillerdcdo do medicamento, o que
configura indicio de reticulagdo. FAN & DASH (200d)servaram, no entanto, que a
doxorrubicina interage com o GTA, uma vez que quaaconcentracdo da droga é
aumentada, o perfil de liberacéo se torna mai® ldfdsa € uma indicacéo forte de que
o farmaco pode estar sendo reticulado quando esemga de GTA, o que pode
comprometer a atividade do medicamento ou mesma-ortoxico. Dessa forma, para

que o glutaraldeido possa ser empregado juntanoemtea doxorrubicina, maiores
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estudos devem ser conduzidos de forma a melhor reemger a interacdo do

reticulante com o medicamento.

FARRIS et al (2010) propuseram um novo mecanismo para a lat@&o da
gelatina empregando glutaraldeido. Os autores soggue 0 mecanismo mais aceito
pela literatura, que é o de que os grupamentoscadariisina e as carbonilas do GTA
reagem e formam uma base de Schiff, somente ogoaredo o pH do meio é superior
ao ponto isoelétrico da gelatina. Os resultadoFARRIS et al (2010) sugerem,
portanto, que quando o pH do meio é &cido (infeamponto isoelétrico), as ligacdes
covalentes se formam entre os grupos hidroxilaidi@xilisina e/ou hidroxiprolina e o
glutaraldeido, o que da origem a um hemiacetal.s®dsrma, fica evidente a
importancia do pH na reticulacdo da gelatina quamdtteidos, em especial o

glutaraldeido, sao utilizados.

ZAMPIERI et al (2005) estudaram o efeito da extensdo da ligagdpada
induzida por formaldeido em cépsulas de gelatima dontendo naproxeno, um agente
anti-inflamatorio. Os autores afirmam que a ligagd@zada aumenta com o aumento da
concentracdo de formaldeido, o que confirma dadaslitératura. No entanto,
ZAMPIERI et al (2005) relatam que o aumento da concentracadas®lediminui a
eficiéncia de reticulagéo, o que ndo se mostrotect® com os resultados de analise de
formol residual. Ainda segundo os autores, ao atamenconcentracado de etanol no
meio, observou-se menor incidéncia de reticulag@®ssa forma, deveria ter sido
observada maior quantidade de formaldeido residuaue nao ocorreu. Por conta
disso, ndo pode ser descartada a possibilidadestdecen ocorrendo reacgdes laterais

entre a gelatina ou o naproxeno e o etanol.

DAVIS & TABOR (1963) utilizaram formaldeido e gliak como agentes
reticulantes para diferentes tipos de gelatinat@dasam a cinética de reticulacao por
meio de medidas viscosimétricas. Os autores progusenecanismos reacionais de
acordo com os resultados obtidos e expuseram dz@déscos muito interessantes.
Segundo eles, sdo inumeros os fatores que exerdkr@nicia no grau de reticulagéo.
Além de provarem que o tipo de gelatina € impoetarfibi proposta a seguinte

expressao:
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[Gelatina]? = [Agente reticulante]®
[H*]

Taxa de reticulacao =

[1]

Dessa forma, € interessante ressaltar, que a domg@&m de gelatina possui

aparentemente um papel muito importante na retiéola

Inspirados pelo sucesso do trabalho de DAVIS & TABQ963), CARVALHO
et al (2005) empregaram glioxal e formaldeido na fodwade filmes de gelatina
biodegradaveis. Eles observaram que ambos os esdéddam capazes de reduzir a
solubilidade dos filmes. Além disso, verificaramecas propriedades finais dos filmes
parecem ser fungéo do arranjo espacial apos alestéo.

ULUBAYRAM et al (2002) encapsularam albumina de soro bovino (BSA)
utilizando gelatina e estudaram o efeito da ugizade diferentes concentracdes de
glutaraldeido, empregado como agente reticulaatejmética de liberacdo da BSA. Os
autores garantem que a liberacdo pode ser estetelidaras até semanas por meio do

ajuste de alguns parametros do sistema.

LAl (2010) utilizou glutaraldeido e 1-etil-3-(3-detii aminopropil)
carbodiimida, também conhecido como EDC, paraulgticgelatina a ser usada para
aplicacdes oftalmoldgicas. Assim como na grandemnaados trabalhos listados nessa
revisao bibliografica, primeiramente foram prepasads filmes de gelatina e somente
depois de prontos € que as reacfes de reticulacam finiciadas. LAl preocupou-se
com a questao da toxicidade de seus agentes agtiesle realizou, por isso, estudos
vitro ein vivo com gelatinas reticuladas. Seus resultados indgresma EDC parece ser
menos toxica que o GTA, mesmo apos tratamento dimnay que reduz a toxidez de

aldeidos em geral.

LAI (2011) deu continuidade a seu trabalho e estudais aprofundadamente o
uso do EDC como reticulante por conta de sua memxidez. Seus novos resultados
indicam que quando o grau de reticulacdo é baisopaticulas rapidamente séo
degradadas. Quando o grau de reticulacdo é aumensamigem problemas de
biocompatibilidade, o que indica que essa carbadéanpode ndo ser adequada para

aplicacdes oftalmologicas. Um aspecto interessamteabalho de LAI (2011) merece
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ser ressaltado, no entanto, que € a utilizaca@aach de GPC utilizando colunas de

agua para acompanhamento da degradacdo da gekltinaroteinase MMP-2.

Preocupados com a questdo da toxicidade dos agestieslantes, alguns
trabalhos buscaram alternativas com outros mataratirais, visando a reticulacédo das
cadeias de gelatina.

SCHACHTet al (1997) reportaram sucesso no preparo de hidrogéggelatina
empregando dextrana como reticulante. Os autocesntanto, ressaltam que no caso
da dextrana em sua forma nativa, a reticulacdo @mente fisica, uma vez que
solugdes aquosas de dextrana e gelatina sdo teramaidamente instaveis e, portanto, a
solubilidade do aclcar € bastante reduzida. Quamxdtiada, entretanto, a dextrana
passa a conter diferentes tipos de dialdeidos erresuutura e, por isso, passa a ser
capaz de interagir com a gelatina e formar ligagd®salentes. A reticulacdo quimica se
da ente os grupamentesamino da lisina e/ou hidroxilisina e os aldeidasdéxtrana.
Os autores ressaltam muito pertinentemente tambéracessidade de compreender
mais claramente a complexidade da formacdo dosodedr para a producdo de
materiais para aplicacdes biomédicas.

CORTESIet al. (1998) foram pioneiros na tentativa de empregacags de
baixa massa molar, como frutose e glicose, pareulat a gelatina. Eles utilizaram
acucares tanto em sua forma nativa, como em soefoxidada e indicam que ha uma
reducdo bastante significativa na solubilidade dltma em ambos os casos, mas
especialmente quando esta é tratada com acUcaadoxi®s autores, entretanto, ndo
apresentam provas incontestaveis de que a retfmil@almente ocorre. As alteracdes
observadas na solubilidade e nas outras andlisesesmpadas podem ser fruto de outro

tipo de reacéo que nao a reticulagao.

Em uma revisdo da literatura sobre mecanismos tieulegcdo da gelatina,
DIGENIS et al (1994) reafirmam, no entanto, a possibilidadeoderrerem ligacdes

covalentes da gelatina com acucares do tipo aldosgy por exemplo a glicose.

Dando continuidade a trabalho anterior, CORTIESIlal. (1999) utilizaram
dextrana nas formas nativa e oxidada para retigdkatina e testaram a liberacdo da
droga antineoplastica TAPP-Br. Os resultados imdicque ambos os tipos de

tratamento da gelatina foram capazes de reduzir sslizbilidade. Vale destacar,
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entretanto, que o polissacarideo em sua forma dxidaresentou melhor desempenho
(reduziu em cerca de 40% a solubilidade da gelatqmeando comparado ao tratamento
com dextrana nativa. Os testes de liberac&o refoogadados de solubilidade, uma vez
que retardam a liberacdo do farmaco. CORTESI €1989) destacam, entretanto, que
nao é possivel excluir a possibilidade de interagiétce a dextrana oxidada e a TAPP-
Br, mas afirmam que enzimas preseimegivo Sdo capazes de desfazer a ligacao entre
eles. E importante ressaltar, entretanto, que apiesas formas oxidadas dos acuicares
utilizados pelos autores em ambos os trabalhoscgr@®m ser mais eficientes, a
preocupacdo com possiveis barreiras de biocomiidditie deve ser constante. Para
evitar o aumento da toxicidade do produto, 0 marsveniente seria a utilizacdo dos

agentes reticulantes em sua forma nativa.

WU et al (2006) compararam os efeitos da reticulacdo datige com
glutaraldeido e com dextrana oxidada na liberagidralada de pingiangmicina. As
particulas produzidas visam a criacdo de um progata quimioembolizacdo. Seus
resultados indicam que ambos o0s agentes reticaldotam capazes de retardar a
liberacdo do medicamento, mas que a dextrana apoesamelhor desempenho, quando
comparada ao glutaraldeido. Os autores, no entaétoconsideraram a possibilidade
de haver interacdo do farmaco com a gelatina. dqgar forma, os dados sao de
extrema importancia uma vez que mostram que n&e&seario utilizar o glutaraldeido

(um composto altamente tdxico) para reticular atged.

Com base principalmente no trabalho de CORTESI.e(1898), MELO &
PINTO (2011) comecaram a estudar a liberacdo dadtiade doxiciclina encapsulada
com gelatina apos tratamento com diferentes acsicane sua forma nativa e/ou
formaldeido. Seus resultados, apresentados naaFRjumdicam claramente que 0s
acucares escolhidos exercem influéncia bastantéisagiva no perfil de liberacdo do
farmaco. Além disso, foi verificado que 0 encapsw@nto com gelatina permite atrasar

a liberacdo da doxiciclina.

Os resultados de MELO & PINTO (2011) serdo mais hbeplorados no
Capitulo 1V, uma vez que foram a principal motivagira o desenvolvimento desta

dissertacéo e, portanto, estdo altamente intertahes com os resultados obtidos.
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Figura 2 —Resultados dos testes de liberacdo controladaEdeOM& PINTO (2011).

2.5. Erliquiose e Babesiose

A babesiose em cédes é tipicamente causada pottiposs de protozoarios: a
babesia cani® ababesia gibsoniA transmissdo da doenca se da durante o pamasitis
dos carrapatoBoophilus microplusu Rhipicephalus sanguinewsatravés de agulhas
ou outros materiais contaminados (PACHEE@Oal, 2009). Caes com babesiose
apresentam fraqueza, vOmito, anorexia, anemia, edsfo, linfadenopatia,
esplenomegalia e indisposicao (VIA&L al, 2006). Por conta desses sintomas, a doencga
também é conhecida como “tristeza parasitariaimate febre do carrapato, peste de
sangrar ou piroplasmose (PINTO, 2009). A babegm®®ém € observada em humanos
e outros animais, como gatos, cavalos e bovineglosanclusive a doenga que causa

mais prejuizos a pecuéaria leiteira (PACHE&Q., 2009).
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O primeiro registro que faz referéncia a babesesté na Biblia, que descreve
uma praga que afetou o gado do Fara6 Ramsés IL(¥tAal, 2006). O protozoario, no
entanto sO foi descrito pela primeira vez em 1888 pm patologista hungaro
(KRAUSE, 2002).

O tratamento é feito com babesicidas como o sutfatquinurénio, o aceturato
de diminazeno, a amicarbalida, o isetionato de nféeth@aa e o dipropionato de
imidocarb. Dentre eles, os mais comumente utiligagin o0 aceturato de diminazeno e
o dipropionato de imidocarb (PINTO, 2009).

O uso de imidocarb elimina completamente o agemterganismo do animal, o
que impede a perpetuacdo do estimulo antigénicocdba disso, medicamentos como
a doxiciclina, que apenas eliminam a infeccdo, poder benéficos, pois promovem
protecdo prolongada, uma vez que nao extinguem letanpente o agente do
organismo (PINTO, 2009).

A babesiose pode se assemelhar & erliquiose aQUHMARAES, 2011), cujo
tratamento preferencial costuma ser, como ser&sapedo a seguir, com doxiciclina.
Por isso, uma vez que o diagndstico pode ser ingarec uso da doxiciclina permite o
tratamento de ambas as doencas simultaneamentea Bema, o uso da doxiciclina
para o tratamento da babesiose apresenta outi@geamtalém do estimulo antigénico.

A Ehrlichia canisé uma bactéria responsavel por causar a erliquasma.
Assim como a babesiose, a erliqguiose é transmipdi picada do carrapato
Rhipicephalus sanguineus, por isso, tem maior ocorréncia em areas trigpiea
subtropicais. Ela ja foi conhecida também comodénino, febre hemorragica canina e
moléstia do cdo rastreador, mas hoje é denominddpii@se monolitica canina
(PEDROSO, 2006).

A doenca apresenta 3 fases: a aguda, a subclinecarénica (WANER &
HARRUS, 2000). Na fase aguda, os principais sintog@® febre, depresséo, anorexia,
perda de peso, mucosas palidas, secrecdo oculondsdhdenopatia e
hepatoesplenomegalia (VIEIRAt al, 2011). Ja na fase subclinica, mesmo que o
tratamento nado tenha sido iniciado, em geral dsmsias desaparecem e o0 animal parece
saudavel. Entrando na fase cronica, entretantcs ditaacdes diferentes podem ser
observadas. A doenca pode continuar assintoméaboag observado na fase subclinica,
ou os sintomas podem retornar ainda mais fortesséNeaso, observam-se sinais de

apatia, caquexia, tendéncia a hemorragias, palideaucosas, sensibilidade abdominal,
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uveite anterior ou sinais de meningoencefalite atfemalta letalidade (WANER &
HARRUS, 2000; UENGet al, 2009).

A erliquiose foi descrita pela primeira vez na Aig@m 1935 (VIEIRAet al,
2011). No Brasil, a doenca foi diagnosticada pelengira vez em Belo Horizinte,
Minas Gerais, em 1973 (COST& al, 1973). Seu tratamento é consensualmente feito
com antibidticos, em sua maioria derivados daslteitnas, mas outros medicamentos
também sédo utilizados, como enrofloxacina, clonmaiotd, penicilinas e sulfonamidas.
O dipropionato de imidocarb também pode ser empegaas testes sugerem que 0S
animais tratados com doxiciclina (uma tetralicittegram suas plaquetas normalizadas
mais rapidamente que aqueles tratados com imidge&bROSO, 2006).

Dessa forma, por conta das pequenas vantagensxdachioa em relacdo aos
outros medicamentos apresentados para os tratasragmerliquiose e da babesiose, ela
foi escolhida para ser utilizada neste trabalho.

2.6. Doxiciclina

A doxiciclina é um antibiético de amplo espectricaz contra bactérias gram-
positivas e gram-negativas. Ela pertence a fanuéa tetralicinas e possui acdo
bacteriostatica (ANDRADEt al, 2009). Além disso, comparada as outras tetnali
a doxiciclina possui custo relativamente baixoue tprna sua comercializacdo bastante
atrativa (VARGAS-ESTRAD/Aet al, 2007).

Segundo SCHUSTER & DENES (2011), a dose recomendaddoxiciclina
para cées para o tratamento da erliquiose e daibabevaria entre 5 e 10 mg/kg duas
vezes ao dia. Apesar de existirem formulacdes pgi&cacdo intramuscular ou
intravenosa (SINDAN, 2013), a medicacéao é feitagraade maioria das vezes por via
oral (VO), porque a doxiciclina ocasiona a irritagis tecidos quando injetada.

As tetralicinas s@o consensualmente utilizadagatarhento da erliquiose e da
babesiose ha muitos anos. O periodo de tratamem&ntanto, ndo € consenso entre 0s
veterinarios. O tempo minimo costuma ser de 11 @$MARAES, 2011), mas ha
profissionais que sugerem que a medicacdo naansejeompida antes de ao menos 21

dias.
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Devese destacar que apesar deste trabalho enfocaippiinente a aplicagé
veterinaria da doxiciclina (cdes em especial), @ssdicamento também é empreg
em seres humanos para o tratamento de outrermidades, como por exemplc
periodontite (ANDRADE et al, 2009) e a leptospirose (McCLAI&t al., 1984). Dessa
forma, a extensdo da aplicacdo para seres hui, a principio,pode ser facilment
obtida por meiala manipulacdo das doses de farmaco ratina.

Com relacédo &estabilidade, é importante ressaltar que quandonstite &
condi¢des drésticas de umidade, pH e temperatwtexiaicline sofre degradacao p
epimerizacao (formacédo de um diasteroisémero). rodupos de degradacao formau
nao posuem atividade e podem ser tox (INJAC et al, 2007) Além disso, a
estrutura da doxiciclina é altamente complexa c@mode ser observado IFigura 3.
Por isso, é precissempreatentar para possiveis interag@» farmaco com o mater
encapsulantele forma a nao alterar a estru, ndoocasionar a perda do pripio ativo

nem mesmo geraompostos téxico

OH O OH O O

P
NH.
OH
He 0 oHT N
3
HsC~ “CHs

Figura 3 —Estrutura quimica da doxiciclina

O encapsulamentda doxiciclinapermitiria ndo s6 a redu¢cdo no numero
doses de medicamento a serem administradas, magrtaiminuiria a tendéncia
irritacdo dos tecidosas aplicades parenteraigjma vez que o principio ativo ests
protegido dentro da particula de polim Apesar deaplicacfes parenterando serem
comunspor conta da irritacdo causada pela doxiciclinandoainjetad (VARGAS-
ESTRADA et al, 2007) sdo pouquissimos os trabalhos que via desenvolver um

produto que possibilite a liracdo controlada desse farmaco.
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STOLLER et al. (1998) descreveram as propriedades farmacocisétie um
sistema de liberagdo controlada de doxiciclina peatamento da periodontite. O
polimero estudado foi uma blenda de poli(acidocddtie poli(D-L- lactideo) e o
farmaco era apenas misturado ao polimero imedia@naates da aplicacdo. Os autores
afrmam que o sistema apresenta as propriedadesiogsi e farmacocinéticas

necessarias para o tratamento da bolsa periodontal.

A técnica de mistura dos polimeros com o farmacpregada por STOLLERt
al. (1998) é bastante semelhante & usada por praduteercial conhecido como
ATRIDOX®, que € também utilizado para o tratamedto periodontite cronica. A
formulacdo € composta por poli(D-L-lactideo) disgd em N-metil-2-pirrolidona e

doxiciclina, e quando aplicada, permite a liberad@darmaco por 7 dias (FDA, 2013).

MUNDARGI et al (2007) também estudaram sistemas de liberac&ootama
de doxiciclina para tratamento da bolsa periodoridal autores escolheram a poli(
caprolactama) e o poli(D,L — lactideo — co- glideb) para a producdo de microesferas
carregadas com o farmaco e provaram a eficiénciasisiema proposto para o
tratamento. No entanto, ndo houve preocupacdo eminal a utilizacdo de
diclorometano, um composto altamente toxico e aagpeeo, no preparo das

microparticulas.

Outros autores propuseram sistemas de liberac&oolzmta para o tratamento
da periodontite. Dentre eles, KAWt al (2013) empregaram copolimeros de
poli(lactideo) e poli(glicolideo). OBAIDAT & HAMMAD (2009) utilizaram goma
xantana, acido hialurdnico, carragenina e hidrapprmetilcelulose. SAHOCet al

(2010) escolheram usar blendas de poli(caprolagtargaitosana.

VOGT et al. (2004) depositaram uma patente a respeito dodelsemento de
implantes para a liberacédo controlada de doxi@diiara uso humano e veterinario. A
invencdo consiste em prensar o farmaco com ao memosdjuvante farmacéutico

orgéanico ou inorganico, de forma a retardar a $ib&o do principio ativo.

Todos os trabalhos citados tém em comum o fato &@e enfocarem a
modificacdo dos polimeros de forma a potenciakzes propriedades. Todos realizam

apenas uma mistura dos materiais poliméricos jatpsocom o farmaco e estudam a
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farmacocinética dos sistemas. Os sistemas propagtsgs formam uma barreira fisica

para a liberagéo retardada do farmaco baseadaegiosate adsorcao e de difuséo.

CHUANG et al (2010) estudaram o efeito da manipulacdo de atifes
variaveis da copolimerizacao via radicais livrespdti(acido acrilico) com a quitosana
na liberacdo da doxiciclina. As particulas foranpazes de retardar a liberacdo do
farmaco, mas ndo conseguiram prolonga-la demasetam

A excecdo do trabalho de CHUANG et al., (2010)auo, ndo ha ainda na
literatura registros sobre tentativas de alterarpapriedades de um determinado
polimero para encapsular a doxiciclina, visandceantir a liberacdo controlada da
mesma. Ha, portanto, necessidade de desenvolveramnto que permita a liberacéo
controlada da doxiciclina por periodos de temp@dsn para que possam ser aplicados
nao sé no tratamento da erliquiose e da babesiEetambém no tratamento de muitas

outras enfermidades como, por exemplo, periodontite

2.7. Comentarios Finais

A gelatina é um polimero natural, biocompativebdeigradavel, de baixo custo,
com baixa toxicidade e com iniUmeros grupos fundéso(tadroxilas livres, carbonilas,
grupamentos amino) que podem ser reticulados, dandem uma rede altamente
interconectada, capaz de encapsular farmacos ficlvef e permitir com isso a
liberacdo controlada desses principios ativos. Baeaa liberacdo desses materiais seja
gradual, no entanto, é importante que as cadeiagld¢ina sejam reticuladas e essa

modificacdo ndo pode dar origem a materiais tOXitDBOCIVOS a0 organismo.

E inquestionavel o fato de que aldeidos sdo capdeesticular a gelatina.
Exemplos como o uso de formaldeido, glutaraldeidaliexal sdo largamente
encontrados na literatura. No entanto, € inquestieintambém que a toxicidade destes
compostos deve ser levada em consideracdo quandwoatse de uma aplicacao
farmacéutica. Todos esses aldeidos, embora peosipior lei, apresentam algum nivel
de toxicidade e devem, portanto, ser controladesrapre que possivel, evitados.
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Preocupados com esse fator, alguns grupos de pasglatados anteriormente
buscaram o desenvolvimento de materiais ou técrattasnativos para reticular a
gelatina. Em especial, aqueles que utilizaram a&e&caomo agentes reticulantes
obtiveram resultados interessantes. De forma suydimdos eles propdem que é possivel
reticular a gelatina utilizando dextrose, glicas&carose ou frutose, seja em sua forma
nativa ou em sua forma oxidada. No entanto, os resitocomo ja discutido
anteriormente, ndo conseguem provar de maneirauiv@ezp que a reticulacdo
realmente ocorre. As evidéncias, principalmengdagéo na solubilidade das gelatinas,
indicam que provavelmente lséosslink mas néo € possivel excluir a possibilidade de
que estejam ocorrendo apenas reacdes laterais entgelatina e os “agentes
reticulantes” empregados ou ainda apenas intereg@oo farmaco (quando este esta

presente).

Resultados anteriores do grupo (MELO & PINTO, 20fgfprcam dados da
literatura de que glicose e frutose de alguma fameaagem com a gelatina. Mas o que
se observa, de uma maneira geral, € que néo pairetee haver uma boa compreensao
do que ocorre quando esses materiais reagem. Daissa, esse trabalho visa a
compreender a influéncia que a reagdo de matergisais (especialmente a glicose)
com gelatina exercem na liberacdo controlada décidbra, de forma a explicar em
especial, as diferencas nos perfis de liberacatadonaco observadas por MELO &
PINTO (2011).
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Capitulo 1l

Materiais e Métodos

3.1. Materiais

Os materiais utilizados ao longo de todo o traballsuas respectivas origens e

purezas sao listados a seguir.

3.1.1. Reagentes

Gelatinas:

» Gelatina Grau Farmacéutico — PhEur Gelatin (Sigridhigh, Alemanha) —
€, segundo o fabricante, uma mistura de gelatimsstigpos A e B em
proporcdo desconhecida. Segue as especificactsndacopéia européia.
Lote: BCBC8523;

» Gelatina de Porco — Porcine Skin Gelatin (Sigmardéld Alemanha) —
Gelatina 250 Bloom, grau microbiolégico. Lote: 0262386;

Reticulantes:
* Formaldeido (VETEC, Brasil) — Teor 36,5-38%;
* D-(+)-glicose Anidra (Sigma-Aldrich, Franca) — Reatg ACS;

* Glicerol (VETEC, Brasil) — pureza minima 99,5%. Méar de 0,5% de

agua,;

Farmaco:
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Doxiciclina hiclato (Pharma Nostra) — Data de vatid: 09/2013. Origem:
Hadan Juipeng Chemical Engi / india.

Outros materiais:

Dodecil Sulfato de Sodio (VETEC, Brasil) — Teor min 90%. Usado no

preparo das solugbes para GPC;

Propileno Glicol (VETEC, Brasil) — teor minimo 995 Maximo de 0,5%

de agua. Utilizado como excipiente para os tesdibdracdo controlada;

Acetona (VETEC, Brasil) — Reagente PA ACS, dosageimima 99,5%.

Usada para desidratar as particulas apés a reacao;

Fosfato de sodio dibésico anidro (VETEC, BrasilReagente PA, teor
minimo 99%. Usado no preparo de solu¢do tampéao PBS;

Fosfato de potassio monobasico anidro (VETEC, Braskeagente PA, teor

minimo 99%. Utilizado no preparo de solucao tanipés;

Cloreto de sodio (VETEC, Brasil) — teor minimo 99%ado no preparo de

solucéo tampéao PBS;

Cloreto de potassio (VETEC, Brasil) - teor minime%@ Utilizado no

preparo de solucdo tampéao PBS;

Monooleato de sorbitan, SPAN 80 (Sigma Aldrich,alss Unidos). Usado
como agente surfactante das reacoes;

Oleo de Girassol (Liza, Brasil). Lote: 09C. Utililacomo fase continua das

reacoes.

Padréo pré-corado para eletroforese SDS-PAGE (Bih-Estados Unidos).
Proteinas: miosina — 202440 g/gm@kgalactosidade — 116580 g/gmol;
albumina de soro bovino — 98080 g/gmol; ovalburridy 110 g/gmol;

Agua destilada. Usada nas reacoes;
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« Agua Milli-Q. Utilizada no preparo das solucdes $I8S para andlises de
GPC.

3.1.2. Equipamentos e acessorios

* Placa de agitacdo (IKA, modelo C-MAG HS7, Alemankajn controle de
termperatura por meio de termopar (IKA, modelo EIg-- Utilizada para

agitacao e controle de temperatura das reacoes;

» Banho termostético (Haake, modelo C35P, EUA) controte de temperatura e
bomba de recirculagéo - Utilizado para controlsgraperatura do reator para as
reacdes com formaldeido;

» Balanca analitica com capacidade para pesar mateléal00 mg até 210 g
(BEL Equipamentos Analiticos LTDA, modelo U210Altilizada na pesagem
de reagentes e produtos reacionais;

* Bomba de vacuo (QUIMIS, modelo Q355D2, Brasil) @éot@parato necessario
para seu funcionamento (kitassato, funil de biughn®tilizada para lavagem e
filtragem das amostras;

» Papel de filtro qualitativo (Qualy, Brasil) com 2Zm de diametro, 20Bm de
espessura e maioria dos poros conui¥de diametro - Usado na filtragcdo das
amostras com a bomba de véacuo;

» Sistema de filtracdo Millipore completo (funil copmta, frasco coletor 1000
mL, pinca em aluminio e suporte para membrana déormeh de didmetro) —
Utilizado para filtrag@o de solugfes aquosas de g8 analises de GPC;

* Membrana para filtracdo (Sartorius Stedim BioteeMembranas de acetato de
celulose com 47 mm de diametro e tamanho de pofy4ddqum utilizadas para
filtracdo de solucdo aquosa em sistema da Millipore

» Bécheres com capacidades variando entre 50-50@ititizados para preparo de

solucdes, e pesagem de reagentes;

» Estereomicroscépio binocular (NIKON SMZ 800), u@do para visualizar a

forma das particulas obtidas;
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» Cromatografo (Phenomenex modelo TS-430 com trégnasl SHODEX-OH
PAK e detector refratométrico Viscotec, modelo V&3p - Utilizado para
determinacdo das massas molares das gelatinasuifamegnto foi calibrado
com padrbes de poliestireno sulfonado com masséaresma faixa de 31 até
2260 x 16 g/gmol;

e Analisador Térmico (Perkin Elmer, modelo STA-6008) Utilizado para
conducéo das analises termogravimétricas (TGAhtisriais;

e Infravermelho com Transformada de Fourier (Thermogdelo Nicolet 6700) —
Utilizado para andlises de FTIR das amostras. Gpamento é equipado com
um acessorio Smart Orbit que possui um diamanteeemde leitura e permite a
analise de amostras solidas sem a necessidadepbearpastilhas;

e Analisador de tamanho de particulas (Malvern, Mamter 2000) — O
equipamento possui um sistema de detectores paathasento frontal, lateral
e posterior de luz. A fonte é um laser néon deohélijo comprimento de onda
caracteristico € de 632,8 nm. Seu limite de deteegdia entre 0,1 e 1000
micra. Foi empregado para determinacao dos tamanfdms e distribuicdo de

tamanhos de particula.

3.2. Métodos

3.2.1. Reacgdes

O procedimento adotado para as reacgfes é desetdivadamente a seguir.

3.2.1.1. Reacdes sem formaldeido

Foram preparadas inicialmente duas misturas. Unbas dsontinha 6leo de
girassol e SPAN 80 na temperatura de reacdo era oahtinha &gua, glicose ou
glicerol (a depender da reagao) e gelatina.
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Visto que a gelatina inicia seu processo de degéadquando submetida a altas
temperaturas por longos periodos, o procedimentsotiilizacdo adotado visava a
minimizar o tempo de exposi¢do da gelatina a essadicdes e, por iSso, ndo seguia
nenhum método particular descrito na literaturasiis o glicerol ou glicose eram
solubilizados a 60 °C e sO entdo a gelatina ereiomdida, sem a etapa prévia de
inchamento. Nos casos em que o farmaco foi empoegadeacéo, ele foi solubilizado
junto com a glicose na temperatura de 60 °C.

A solugdo aquosa contendo farmaco, glicose ourgliee gelatina era entédo
vertida no 6leo contendo SPANS8O e essa misturanardida sob agitacdo magnética a
cerca de 700 rpm, segundo manual da placa utiliztamperatura controlada durante
30 minutos. N&o foi observada formagao significatie espuma (fendmeno comum em
solugdes de gelatina) nas reacdes realizadas coandgdes reacionais descritas.

Terminada a reacdo, a mistura era resfriada a#€ I®m auxilio de um banho
de gelo, e 50 mL de acetona eram adicionados pesa@rdtar as particulas. Apos
permanecer sob agitacao por ao menos 5 minutosesanta de acetona, o produto era
entdo filtrado a vacuo e lavado com mais 100 mlacktona, para remocao do 6leo e
agua residuais.

O produto final era mantido em dessecador na teatyrarambiente.

3.2.1.2. Reacdes com formaldeido

As reacdes conduzidas na presenca de formaldeidairam uma etapa
adicional, descrita abaixo.

Apés o término da reacdo com a glicose, que no c&s0 reacdes com
formaldeido tinha duracéo de apenas 20 minutosstuma era resfriada como no caso
anterior (sem formaldeido). Antes da adicdo daobaegtno entanto, 2 mL de solucdo de
formaldeido 10% eram adicionadas e era mistura idaar#ob agitacdo magnética
intensa a 10 °C, com auxilio de um reator de 10pentamisado por mais 2 horas.

Terminado o periodo de 2 horas de reacao, o pmoeadd anterior era retomado
e, portanto, era adicionada acetona e em seguadéeita a filtracdo e a lavagem do

produto.
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3.2.2. Caracterizagao

3.2.2.1. Cromatografia de Permeacg&o em Gel (GPC)

A técnica de GPC foi empregada para determinac8onuessas molares das
gelatinas. Tanto reagentes como produtos foranttesizados, de forma a possibilitar
0 acompanhamento da evolucdo das massas molarexoddo com as reacgdes
realizadas.

O procedimento experimental envolvido no prepar® almostras, adaptado de
DUPONT (2002), consistiu na solubilizacdo de celeal mg de gelatina em 1 mL de
uma solucdo de dodecil sulfato de sodio (SDS) repéeparada. Essa mistura, apos
solubilizacéo, foi filtrada com auxilio de um fdtde teflon de 0,22m e injetada no
cromatdgrafo, seguindo as seguintes condigdes:

* Volume de injecdo: 200L;

* Vazéo de operacao: 0,5 mL/min

e Temperatura: 40 °C

* Tempo de analise: 80 min

* Solvente: Solugcdo de SDS 18 ¢g/L preparada segumdcegimento

descrito a seguir.

Preparo da Solucédo de SDS para GPC

A solucdo utilizada para a analise de GPC da gelafoi preparada
cuidadosamente, segundo especificacdbes de DUPORU2)2Primeiramente, era
preparada a solugdo na concentracdo de 18 g dep&@DEo de dgua Milli-Q. Apos a
solubilizagdo completa do dodecil sulfato de sodisolucdo era entdo filtrada com
auxilio de um sistema de filtracdo da Millipore®pecifico para filtracdo de solucdes
aquosas. Para isso, foi empregada uma membranzetdcade celulose com diametro
de poro de 0,4am.

Vale ressaltar que a agua Milli-Q n&o deve sercasi® por periodos longos.
Dessa forma, apenas pequenos volumes de soluga@erparados, de forma que fosse
totalmente consumida em cerca de 3 a 5 dias, @@aemprometer a analise ou bom

funcionamento do equipamento. Esse procedimentefigidb pela ASTM (2011) e
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deve ser adotado devido a possibilidade de hawescionento microbiano e também
porque o recipiente utilizado para armazenagemgdegue ser de plastico, sempre pode

transferir ions para a agua, comprometendo assasali

3.2.2.2. Andlises Termogravimétricas (TGA)

As analises termogravimétricas foram realizadasana de 50 a 650 °C e a
temperatura foi elevada a uma taxa de 10 °C/min.amestras foram preparadas
colocando cerca de 10 — 20 mg de material em umloadle alumina adequada para o
uso no equipamento. As analises foram conduzidaaterasfera inerte, por conta da

utilizacdo de nitrogénio na vazéo de 20 mL/min.
3.2.2.3. Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As analises de infravermelho foram realizadas geoedo infravermelho médio
(4000- 400 crif) em modo de reflexdo total e com resolucéo de 4 @ada espectro
era registrado como resultado da média de 128 scans

Uma vez que o0 equipamento possui acessorio Smdiit, Que permite a
utilizacéo direta da amostra em po, sem a neceksidia preparo de pastilhas, o Gnico
procedimento de preparo das amostras consistia ewerailas, quando eram

identificados aglomerados.

3.2.2.4. Distribuicdo de Tamanhos de Particula (Malvern)

A determinacédo da distribuicdo de tamanhos decpdatidos materiais foi feita
com auxilio da técnica de difratometria a laser. #&mostras foram preparadas

dispersando cerca de 200 mg de amostra em 5 miaxiel.e
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3.2.2.5. Eletroforese

As gelatinas comerciais foram caracterizadas petrafbrese em gel de
poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDSGH), de forma a possibilitar a
avaliacdo da pureza e a distribuicdo de massagsendlas subunidades das proteinas
(ANVISA, 2010). Para isso, foi preparado um gepdéacrilamida na concentracao de
7,5%, uma vez que a gelatina possui massas malaresdem de 100- 300 x 310
g/gmol. O preparo do gel seguiu as condi¢des predas por LAEMMLI (1970).

Um sistema da Bio-Rad foi empregado e a correnlieagla no momento da
corrida do gel foi de 35 mA.

O procedimento experimental envolvido no prepar® @aostras consistiu na
solubilizagédo de cerca de 12 mg de gelatina em Henagua Milli-Q. Essa solucao foi
empregada entdo como solucdo mée, uma vez que-sptoor realizar a eletroforese

em trés concentracdes diferentes para cada andesty@atina.

3.2.2.6. Teste de Escoamento em Pipeta

Uma das formas de determinar de maneira simplegpela o aumento ou
diminuicdo da viscosidade de uma mistura é readlczamm teste de escoamento em
pipeta. O procedimento consiste em primeiro prepamistura que se deseja analisar, e
em seguida, com auxilio de uma pipeta de 1 mL epara, sugar o liquido até o limite
indicado pela pipeta. Em seguida, a pera € retieaddempo que o material leva para

escoar completamente € medido com auxilio de unbanetro.

E importante ressaltar que, como a viscosidade éonuependente da
temperatura, os testes devem ser realizados na anesgnperatura. Nesse caso, foi

escolhido conduzir os experimentos a cerca de 30 °C

3.2.2.7. Testes de Liberacédo Controlada

Testes de liberacdo controlastavitro para aplicagbes farmacéuticas possuem
regras especificas que devem ser seguidas, de fon&a somente padronizar os testes,

permitindo assim a comparacdo entre dados de diésregrupos de pesquisa, mas
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também ddazer com que sejam o0 mais proximos de um fin vivo, minimizando a:
discrepancias entre os resulta Por conta desta especificidadessas analist
costumam ser enmendadas a empresas especializ, 0 que encarece e muitas ve
atrasa muito o andamento da pesq Dessa forma, tornose uma pratica bastar
comum desenvolver testes de liberacdo semelhantss especificados pel
farmacopeias, de formaug apenas os materiais que apresentam melhor deskea
sejam enviados para analise profissic

Apesar de serem iniUmeros 0s tipos de analise tespelas farmacopeias, r
ha ainda testes especificos para aplicacdes paaie (CHAIBVA & WALKER, 2007,
SIEWERT et al.,, 2003USP, 2009a; USP , 200¢ Dentre os testes existentes,
entantoexiste um que se aproxima mais da realidade deag@lintramuscularque é
o teste que emprega células de difusédo verticak Bparato € comumente empreg
para avaliacaon vitro de medicamentos de uso tOpico, mas sera empregesa
estudo para avaliacdo da liberacao intramus:

Vale ressaltar quepor conta da grande diferenca existente entre d®segste:
disponiveis, ndo € possivel comparar resos de testes diferentes entreHa relatos,
por exemplo, de que os testes com membrana deedidfio permitem a liberag
completa da droga e que, além disso, seus perfieatacdo costumam ser mais ler
(D’'SOUZA & DeLUCA, 2006). Dessa forma, a lizacdo do testen vitro ndo € capaz
de excluir a necessidade da realizag&o doin vivo.

A descricdo completa do teste padrdo pode serliada em USP (2009 e
HANSON (2010) Aqui sera apenas descrit sistema de liberacdo controli proposto

paa esse trabalho, como ilustrFigura 4.

Figura 4 —llustracdo do sistema de liberac&o controladazatllh para teste

O procedimento adotado para o teste é apresentejua
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(iii)
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(v)

(vi)

(Vi)

(viii)

Primeiramente, trés pedacos de cerca de 5 cm deéoraeande dialise de
acetato de celulose devem ser colocados em umrémnedgua destilada a
aproximadamente 100 °C durante ao menos 30 minutos;

Um banho de agua a 37 °C é colocado em uma plaeagliEimento com

agitacdo magnética com cinco pontos;

Visando a manter a temperatura do banho o mais dg@&mea possivel, um
agitador magnético € posicionado no centro da placa

A doxiciclina e o excipiente escolhido sdo pesaduasturados e colocados
dentro de um tubo, cuja ponta deve estar recolwerta a membrana de
didlise ja saturada;

Bécheres de 100 mL s&o entdo preenchidos com 8@enthmpéao fosfato

salino (pH 7,2-7,4) e colocados na placa, paraastr em equilibrio

térmico com o banho;

O tubo com a membrana pode entdo ser posicionadora® a apenas
tangenciar a superficie do tampao, sendo mantidsadmaneira até o final
do teste de liberacéo;

Vale ressaltar que, para evitar a evaporacao dpdano tubo deve ser
inserido em uma espécie de rolha de isopor perieitée ajustada ao
didmetro do bécher utilizado no teste;

Aliquotas de 2 mL s&o retiradas ao longo do tengsa posterior analise no
espectrofotdmetro de UV-Vis para determinacdo doguedual de liberacao.
Entretanto, para que o nivel de liquido no bécti diminua, a cada

aliquota retirada, a mesma quantidade de tampscofdeve ser adicionada.

3.2.2.8. Determinacéo do Percentual de Doxiciclina Encapsutia

Para determinar o percentual de doxiciclina libaraol longo do tempo por meio

dos testes de liberacdo descritos anteriormeni@peescindivel conhecer primeiro a

eficiéncia de encapsulamento do farmaco. Parafisiselaborado um teste que consiste

em adicionar 50 mg de amostra a 10 mL de agudatist manter a 50 °C sob agitacao

magnética lenta durante 48 horas. Ao final destioge, as misturas séo filtradas em

filtro de seringa de 0,4m e analisadas com auxilio de um espectrofotonéif.o
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E importante ressaltar que, contrariamente aosstedg liberacdo, que foram
realizados com tampdo PBS, a determinacdo do peatetotal de doxiciclina
encapsulada deve ser realizado em agua destitsdaotorre porque, quando exposta a
temperaturas mais elevadas na presenca do tampdoxi@clina passa para uma

coloracdo marrom escura, indicacéo de degradacéomaco.

3.2.2.9. Espectrofotometria no Ultravioleta (UV)

A espectrofotometria UV foi empregada para acorhparo percentual de
liberacdo da doxiciclina com relacdo ao tempo. @@ foi necessario primeiramente
construir duas curvas de calibracdo. Na primeirgure 5, preparou-se uma solucao
mae de 0,4 mg/mL de doxiciclina em agua destilAdaartir desta solucéo, foram feitas
diluicbes para obtencdo de solucdes nas conceasagd 0,1; 0,05; 0,025; 0,0125
mg/mL. A amostra mais concentrada (0,4 mg/mL) néouf compreendida na parte

linear da curva (lei de Lambert-Beer) e foi, portanlescartada.

1,8
1,6 -

y = 15,51x - 0,009
141 R?=1

1,2 -

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -
0 . T T T .
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Medida (A)

Concentragdo (mg/mL)

Figura 5 — Curva de calibracdo do UV de solucéo de doxiaclisando agua como
solvente.
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Como ja discutido anteriormente, a curva de catiido em agua € empregada
para determinacdo do percentual total de doxie@alincapsulada, enquanto a curva de
calibracdo com tampéo € usada para determinac@erdentual de doxiciclina durante

a realizacao dos testes de liberacéo.

O procedimento para constru¢cado da curva com tanfpgara 6, foi 0 mesmo
utilizado com a agua. Mais uma vez, a solucéo dlev@/mL nao ficou compreendida

dentro da regiéo linear e foi descartada.

2,5
y =22,39x - 0,019

2 - R? = 0,999
< 15 -
[1°]
S
o
s 17

0,5 -
O T T T T T

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Concentragdo (mg/mL)

Figura 6 — Curva de calibracdo do UV de solugéo de doxiaclisando tampéao PBS
como solvente.

Ambas as calibracbes apresentaram coeficienterdelacio bastante elevado, o
que garante confiabilidade ao ajuste. As equackibédas nos graficos foram entdo
utilizadas com sucesso nos calculos de percentuddxiciclina.

O comprimento de onda empregado nas analises fié 845 nm, que foi
previamente determinado por MELO & PINTO (2011) @responde ao pico de

maximo de absor¢ao da doxiciclina.
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Capitulo IV

Resultados e Discussao

4.1. Compilacéo dos Resultados de MELO & PINTO (2011)

Como mencionado anteriormente, o trabalho deselohesta dissertacéo foi
fortemente motivado pela observagédo em trabalherianido grupo (MELO & PINTO,
2011) de que a interacao da gelatina (gelatina cnat@btida a partir de 0sso bovino)
com acucares como frutose e glicose altera sigifi@mente a cinética de liberacdo da

doxiciclina.

MELO & PINTO (2011) apresenta evidéncias experirasntompativeis com
dados da literatura, que indicam que a alteracgoenid de liberacdo pode ser fruto da

reticulagdo das cadeias de gelatina pelos acgucares.

O autor apresenta resultados, no entanto, corgrariberatura, que garante que
a reticulacdo da gelatina com formaldeido € tdcomagilanto maior for o tempo de
reacdo. Para MELO & PINTO (2011) fica claro quearmjo maior o tempo de reacao,
mais rapida € a liberacdo da doxiciclina, o que é@dammpativel com a ideia de um

maior grau de reticulagéo, em que seria esperadpa@damento inverso.
Os principais resultados do autor sdo apresentaldsbela 2 e na Figura 7.

Vale ressaltar que, para MELO & PINTO (2011), omelresultado do teste de
liberacdo controlada foi obtido utilizando as cadés do Teste 39, em que glicose e

formaldeido foram empregados simultaneamente.
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Tabela 2 —Resultados de trabalho anterior do grupo (AdaptiEdslELO & PINTO, 2011).

) _ - Tamanho | Tamanho o _ Tempo
Agua | Formaldeidg Glicose| Frutose | Doxiciclina : t; reacao| t, reacdg % inicial | % final % _
Teste particula | aglomerado ; ) medicéo
(9) (mL) (9) (9) (9) (min) (h) farmaco | farmaco| liberacéo )
(Hm) (Hm) (min)
33 15 1 0 0 0,75 35 130 2 33,3 12,6 43 45
34 10 0 0,5 0 0,75 15 115 5 0 27,7 16,7 60 300
35 10 0 0,5 0 0,75 15 130 20 0 27,7 18,8 67 300
36 15 1 0 0 0,75 40 144 5 33,3 12,8 60 180
37 10 0 0 0,5 0,75 15 130 0 27,7 22,98 65 300
38 10 0 0 0,5 0,75 - 161 20 0 27,7 19,1 70 300
39 10 2 0,5 0 0,75 - 123 20 2 27,7 17,6 38 180
40 10 2 0,5 0,75 80 157 20 2 27,7 14,1 47 300
41 10 2 0,5 0,75 - 96 20 5 27,7 12,9 60 300
42 10 2 0,5 0 0,75 - 171 20 5 27,7 14,9 50 180

onde: { reacdo — tempo de reacdo com glicose ou frutdse da adicado de formaldeido;

t, reacdo — tempo de reacdo apos a adicao de forohalde

% liberacdo — € o percentual de liberac&o no tertop@spondente ao tempo de medicéo (informado lnax@osterior);

Tempo de medicdo — tempo de duracéo do teste etagdifio.
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Figura 7 —Perfis de liberacéo da doxiciclina obtidos por ME& PINTO (2011).

A seguir é feita uma analise preliminar com base Wados do autor

apresentados na Tabela 2 e na Figura 7.

4.1.1. Analise Preliminar dos dados de MELO & PINTO (2011)

Com base em analises feitas a partir dos dadoseapaelos anteriormente, foi

possivel extrair algumas informacdes importantea partear o trabalho a ser iniciado.

Observando os testes em que somente formaldeidengregado como

reticulante (Testes 33 e 36) e apenas o tempooreddpi alterado, é possivel observar

que aparentemente o aumento do tempo ocasiona mmmauiddo na velocidade de

liberacdo da doxiciclina. Esse resultado reafirrmdod da literatura que mostram que

aldeidos em geral sdo capazes de reticular armgel®@uando reticulada a gelatina, tem

sua solubilidade diminuida, o que dificulta, pottera liberacdo do farmaco, como

observado na Figura 7.
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Observando individualmente, no entanto, os pardssies 34 e 35, 37 e 38, 39
e 42, 40 e 41 (identificados por cores na Tabela ppssivel notar que, quanto maior o
tempo de reacdo, mais rapida é a liberacdo daidiixé&c Esse comportamento ndo é
compativel com uma possivel reacdo de reticulagdocddeias proteicas, em que um
periodo maior de exposicdo ao reticulante ocasmrerreducdo da velocidade de
liberacdo da droga. No entanto, deve ser obsemad@ elevacédo do tempo reacional
significa também o aumento do tempo de exposicagetidina a temperaturas altas, o
que acelera o processo de degradagéo da gela#sasaforma, a extensdo do tempo de
reacao e 0 consequente aumento da degradacaoatiasgplrece exercer nesse caso,
efeito preponderante ao de reticulacdo e, portaiewe ser evitado, de forma a garantir

um perfil de liberag&o lento do farmaco encapsulado

Além disso, de forma a permitir uma analise maeracldo percentual de
encapsulamento da doxiciclina, foi proposto um uwélc de eficiéncia de

encapsulamento, onde:

% final de farmaco

Eficiéncia de encapsulamento (%) = 100 [2]

3
% inicial de farmaco

Os resultados desse calculo sao apresentados ak Badb discutidos a seguir.

Tabela 3 —Calculo da eficiéncia de encapsulamento dos tdst®$ELO & PINTO

(2011).
Teste | Eficiéncia de Encapsulamento (%o)
33 38
34 60
35 68
36 38
37 83
38 69
39 64
40 51
41 47
42 54
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As maiores eficiéncias de encapsulamento forandabtnas reacbes em que
glicose ou frutose foram empregadas sem adicadenmste formaldeido. Além disso,
mesmo nas reagdes em que o formol foi adicionagiwesenca dos agucares exerceu
influéncia positiva no percentual de farmaco filgedo pode ser comprovado quando se
observam os testes 33 e 36, em que apenas foro@fdeutilizado, que apresentam os

piores resultados em termos de eficiéncia de entapsnto.

Dessa forma, combinando os resultados dos perfibecao da doxiciclina
com os de eficiéncia de encapsulamento, € possaiughar que a utilizacdo dos
acucares glicose e/ou frutose parece exercer mdfl@aé muito positiva no
encapsulamento do farmaco com gelatina. Além dissindicacdes de que a glicose e
a frutose sdo capazes de reticular a gelatina, wanajue permitem a liberacéo ainda
mais lenta da droga do que quando apenas formangregado com a mesma

finalidade.

Com relagdo ao tamanho de particula, que é umavehrimportante para o
estudo por conta da necessidade de obtencdo deaisatem tamanho controlado, €
possivel notar que aparentemente a utilizacao meofcocasiona aumento no tamanho
das particulas. A Figura 8 mostra uma tendénciaudeento de tamanho, a medida que
a concentracdo de formol no meio € elevada. Vasal@ar que quando o volume de
formol é zero, a média de tamanho de particuladabibi a mesma para todos o0s

experimentos (vide Tabela 2).

90
80 - .
70 -
60 -
50 -
40 -

30 - 3
20 -
10?
O 1 1 1 I

0 0,5 1 15 2 2,5

Volume de Formol (mL)

Tamanho de Particula (mm)

Figura 8 — Gréfico da relacéo entre média de tamanhos diplare volume de formol
dos experimentos de MELO & PINTO (2011).
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Os resultados de MELO & PINTO (2011), portantalicam que a gelatina
parece ser um material adequado para o encapsutadgeedoxiciclina. Além disso, 0s
resultados mostram os testes realizados sem adicBomaldeido tiveram desempenho
superior aos que empregaram aldeido. Isso mostaeqpossivel utilizar materiais
naturais ndo toxicos para o desenvolvimento de nodupo de liberacdo controlada de

farmacos utilizando gelatina como principal matgriana.

No entanto, sdo necessarios testes complemergarascompreender melhor

como a glicose e frutose influenciam as variavsigdadas.

4.2. Caracterizacao das Gelatinas Comerciais

Segundo resolucao da ANVISA RDC n° 305 (2012),é@ermitida a utilizacao
de material de partida obtido de tecidos ou fluidesanimais ruminantes. Por isso, a
utilizacdo de gelatina advinda de pele bovina patecacdes médicas e farmacéuticas

fica proibida no Brasil.

Assim, ap0Os a analise preliminar dos dados de MELBINTO (2011) e da
realizacdo de uma extensa pesquisa bibliograficaleterminado que seriam utilizadas
duas gelatinas diferentes ao longo do estudo, sangidmeira de origem suina e a
segunda compativel com as especificacbes da FapeiacBuropeia, sendo, portanto,

considerada gelatina grau farmacéutico.
A partir deste ponto, as gelatinas usadas recelasrdeguintes denominacoes:

» Gelatina de porce para a gelatina que possui origem suina;

e Gelatina PhEur para a que possui grau farmacéutico. PhEur é uma

referéncia a adequacédo a Farmacopeia Europeia,nceme abreviada

como PhEur.

Portanto, primeiramente, as gelatinas comerciaisanfo cuidadosamente
caracterizadas. Essa caracterizacdo € indispensdardl reconhecer possiveis

semelhancas e diferencas entre esses materiaisyemmque, a depender do tipo de
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tratamento a que sdo submetidas e da origem quartiyexs gelatinas apresent
caracteristicas bastante distii, que podem exercer influénaiauito significativi nos

resultados finais obtidos.

4.2.1. Andlise Morfolégica

Considerando a importancia utilizagdo de particulade gelatineno formato
esférico para aplicacdes médicas e farmacéuticANTOS, 2007), foram tirade
fotografias em microscég Opticopara observar a morfologia das particulas de gel

adquiridascomo pode ser observana Figura 9.

(b) Mﬂl’ﬂﬂIIIII‘IIIIIIW.HHIHHMIMNH!NH{\\\\_\\\\\]\\\\}J\\\J}in}\“il“

Figura 9 —(a) Morfologia das particulas de gelatina PhEuUr) das particulas
de gelatina de porco.

Ambas as gelatinas apresentam morfologia bastargguiar. Isso ocorr
porque,quando fabricadas, as gelatinas sdo extru e entdo cortadas em peque
pedacos(SCHRIEBER & GAREIS, 2007). Dessa forma, para ¢ particulas no
formato esférico, € necessario tratamento postdesses materia

Além disso,observando grupos maiores de particulas, comoara Figura 10,
€ possivel notague o tamanho das particulas elatina de porco é bastante superio

da gelatina PhEur.
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Figura 10 —Fotografias das gelatinas ha mesma escala se)deaiticulas de gelatina
PhEur e (b) Particulas de gelatina de porco.

4.2.2. Distribuicdo de Tamanhos de Particula

As diferencas observadas nos tamanhos das pastieilgelatina com auxilio do
microscopio motivaram a realizagdo de analises dilvévih, de forma a caracterizar as

distribuicdes iniciais de tamanhos. Os resultadosapresentados na Figura 11.
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E 8-
3
S 6

4 -

2

0

1 10 100 1000

Tamanho (um)

Figura 11 —Distribuicdo de tamanhos de particula das gelatioaerciais.

E importante frisar que apenas por meio de umasanédbual ja é possivel notar
diferencas bastante significativas nos tamanhospaeicula das duas gelatinas
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analisadas. No entanto, andlise de Malvern naocdpiaz de evidenciar de forma
contundente essa diferenca, pois o limite méximodeteeccdo do equipamento foi
atingido. Mesmo assim, observa-se claramente quaéstebuicdo de particulas da
gelatina PhEur é ligeiramente mais larga e maitodada para tamanhos menores,
enquanto a gelatina de porco apresenta tamanhasewa distribuicdo mais estreita.
Deve-se ainda considerar que a morfologia dascpéati € muito irregular, o que
compromete a qualidade das medidas de espalhanehin.

4.2.3. Andlise de Massa Molar

Além da distribuicdo de tamanhos de particula endefologia, é de suma
importancia também caracterizar as massas molassgdlatinas, principalmente
porque um dos objetivos do trabalho é o de estad@tuéncia da evolucdo das massas

molares (reticulagéo) na cinética de liberacaoakacttlina.

Dessa forma, € importante conhecer a distribuigdom@éssas molares das
proteinas comerciais adquiridas. Os resultados apdiesentados na Tabela 4 e os
cromatogramas podem ser observados no Apéndice A.

Tabela 4 —Massas molares das gelatinas comerciais obtidagtatde analise de GPC.

Gelatina PhEur Gelatina de Porco
Mn (g/gmol) 67275 51304
Mw (g/gmol) 196607 155895
Mz (g/gmol) 526420 394661
Mw/Mn 2,9 3,0

Os resultados indicam que a gelatina PhEur apreseassa molar ligeiramente

superior a da gelatina de porco.

O indice de polidispersdo (Mn/Mw) retrata o prooepslo qual a gelatina é

produzida, conhecido como condicionamento. Comoojaentado anteriormente, ao
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serem submetidas a esse tratamento, as moléculasla@geno sdo quebradas em
fragmentos de diversos tamanhos, o que d& origeima distribuicdo de massas
molares cujo indice de polidisperséo é igual owomagile 2 (SCHRIEBER & GAREIS,
2007).

4.2.4. Eletroforese

Outra técnica empregada para determinacdo das snassares e avaliacdo da

pureza de materiais proteicos € a eletroforese.

Como em cada gel é possivel correr até 10 amodtmsn escolhidas trés
diferentes concentracbes de cada gelatina. A orelengue foram dispostas e suas

respectivas concentracdes sdo apresentadas a seguir

N°1 — Padréo pré-corado SDS-PAGE

* N©°2 — Gelatina PhEur — Concentracdo de 0,0129Img/

* N°3 — Gelatina PhEur — Concentracdo de 0,008¢Umg/

* N°4 — Gelatina PhEur — Concentracdo de 0,004 3Umg/

* N5 — Gelatina de porco — Concentracdo de 0,012BLng
* N©° — Gelatina de porco — Concentragéo de 0,008@Lng
* N°7 — Gelatina de porco — Concentracédo de 0,004fiLmg

* N©°8 — Tampéo de SDS (para detectar possiveis coradades)

O gel de poliacrilamida de 7,5% mostrou-se acerfg@@ a visualizacdo das
bandas dos materiais analisados. Além disso, dhesdas concentra¢gfes das gelatinas
foi adequada para observar com clareza a sepadas@materiais. Aquelas de maior
concentracdo (N°2 e N°5), entretanto, apresentawfalsanais intensas e, portanto, mais

visiveis.
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Com o gel obtido (Figura 12) € possivel notar gsigg@atinas consistem em
uma mistura de fragmentos com diferentes massaar@solAlém disso, nota-se que
aparentemente a maior parte do material possui Mwado entre 116580 e 202440
g/gmol por conta da intensidade das bandas neggaoreNo entanto, observa-se
também, especialmente para a gelatina de porco, handa mais fraca na regido

proxima a albumina de soro bovino (Mw = 98080 g/mo

Dessa forma, a eletroforese confirma os resultatdtidos por meio da analise
de GPC.

W W L W
g N e
Miosina— Mw 202440 ———
p-galactosidase— Mw 116580 —
Albumina de soro bovino — Mw 98080 ———
Ovalbumina—Mw 47110 E—

L e

Figura 12 —Gel de eletroforese das gelatinas comerciais.

4.2.5. Andlise de Composicdo de Aminoéacidos
A analise de composi¢cdo de aminoacidos foi encdad a empresa Bio-
synthesis, situada no Texas, EUA. Os resultadogs@sentados na Tabela 5.

Os resultados obtidos sé@o coerentes com dadotedsdura, que indicam que a
gelatina ndo apresenta em sua composicdo 0s anagosacisteina e triptofano
(EASTOE, 1955).
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Tabela 5 —Resultados da anélise de composicédo de aminoatasogelatinas

comerciais.
Gelatina PhEur Gelatina de porco
Aminoécido
Composicgéao (%) Composicéao (%)
Hidroxiprolina 13,47 12,84
Acido aspartico e Asparagina 5,51 5,25
Serina 2,82 2,78
Acido glutamico e Glutamina 10,11 9,72
Glicina 21,18 21,51
Histidina 1,32 1,33
Arginina 8,67 8,84
Treonina 1,86 1,85
Alanina 8,60 8,54
Prolina 13,14 13,96
Cisteina 0,00 0,00
Tirosina 0,65 0,86
Valina 2,09 1,68
Metionina 0,71 0,91
Lisina 3,93 3,97
Isoleucina 1,23 1,13
Leucina 2,82 2,75
Fenilalanina 1,99 2,08
Triptofano 0,00 0,00

O conhecimento da composicdo de aminoacidos dargek& importante, uma
vez que pequenas variagcdes no percentual de ummietelo aminoacido podem

significar a presenca ou auséncia de um grupo duatiespecifico, o0 que pode ser

crucial para a reagédo que se deseja realizar.
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De acordo com a literatura, ndo ha diferenca fsogiiva entre as composicoes
de aminoacidos de gelatinas obtidas de peles dessei de pele de bovinos (GMIA,
2012). Essa informacéo € confirmada com os daddsbdela 5. Portanto, parece licito
dizer que as gelatinas estudadas sédo similarefererdi principalmente em relacédo a

distribuicdo de massas molares.

4.2.6. Analise Termogravimétrica (TGA)

A gelatina, por ser uma proteina, € muito sensivelevactes de temperatura.
Isso ocorre porque, quando submetidas a tempesaaltias, as proteinas iniciam um
processo de desnaturacdo. E importante, portamthiecer a temperatura em que esse
processo se inicia, de maneira que ele possa #ad@wara ndo comprometer as
propriedades do material. Por isso, foram feita@dises de TGA das gelatinas PhEur e

de porco, que sdo apresentadas na Figura 13 gua B4.

108.4 181

100

150

Delta ¥ = 12.388 %
a0

a0

Delta ¥ = 21.004 %

-y
=

o
3

Weiaht % (%) — —

8
+
*
L 4
3
o

Derivative Weight % (3imin)

40
Delta ¥ § 57.732 %

20

20

-100
10

02649 -162.2
50 100 150 200 250 300 350 400 450 00 550 600 650 667.7
Temperature (°C)

Figura 13 —Termograma de TGA da gelatina PhEur.
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Apesar da perda de massa sO comecar a ser ngnificsitiva a temperaturas
um pouco mais elevadas, da ordem de 100-200 °Esraatliracdo do material e perda
de massa ja pode ser notada ainda antes da teompdratial da analise, que é de 50
°C. Dessa forma, sempre que possivel, a utilizdedi@mperaturas superiores a 50 °C
deve ser evitada de forma a preservar a estrutugeldtina. Como a perda de massa na
regido de 50 a 150 °C é praticamente linear, éqpravavel que diga respeito a perda
de agua livre, que tende a aumentar nas tempesatanaedor de 100 °C.

100 9333

Delta Y = 13.549 % )
a0

Delta ¥ = 67.528 %

\isight % (%) — —
Derivative Weight % (%/min)

1335
50 100 200 300 400 500 600 700 7228
Temperature (*C)

Figura 14 —Termograma de TGA da gelatina de porco.

4.2.7. Determinacédo do pH das Gelatinas em Solucao

A determinacao do pH das gelatinas comerciaisa@ut&o foi feita dissolvendo
1 g de amostra em 10 mL de agua. A medida foi &i6® °C, temperatura em que a

gelatina € normalmente solubilizada.

Os resultados obtidos foram bastante proximospdadica a Tabela 6.
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Tabela 6 —Medidas de pH das gelatinas comerciais em solucéo.

Tipo de Gelatina pH
PhEur 5,76
Porco 5,51

O conhecimento do pH em solugdo permite a detagém do tipo de
tratamento a que a gelatina foi submetida. Nesse, gaortanto, ambas as gelatinas
foram produzidas provavelmente pelo processo delicionamento em meio acido
(GMIA, 2012).

4.3. Primeiro Grupo de Reacgdes

De forma a buscar uma melhor compreensao dos ddsELO & PINTO
(2011), foi proposto um conjunto de novas rea¢@es quais foram variadas a
concentracdo de glicose, a temperatura, o tipetleulante e o tipo de gelatina, como
indica a Tabela 7. Para essas reac¢fes, a doxiitfia foi adicionada a receita, pois o
objetivo era estudar primeiramente a naturezardasformacdes ocorridas na gelatina
durante o processo de formacdo da particula. Adlagéo base, contendo 120 g de
Oleo, 30 g de agua, 3 g de gelatina e 6 g de SFRANo8desenvolvida por MELO &
PINTO (2011), para garantir a estabilidade do ndesperso.

As medidas de pH expressas na Tabela 7 sdo impEstparque ele pode afetar
a solubilidade da gelatina. Gelatinas do tipo Anocoas empregadas nesse estudo,
possuem ponto isoelétrico na faixa de 7 a 9 (GM2Q12). Dessa forma, sua
solubilizagdo ser& dificultada caso o pH da miskmeontre-se nessa regido, pois no
ponto isoelétrico, a proteina terd carga nula. @dosl indicam, portanto, que a

solubilizac&o das gelatinas comerciais adquiridaséncomprometida pelo pH do meio.

Para todas as reacdes consideradas, o tempo de feade 30 minutos e foram
retiradas aliquotas de 5 em 5 minutos ao longode ¢ periodo. Os materiais obtidos
foram entdo caracterizados por meio de analis€sRig, FTIR e espalhamento de luz,
como apresentado a seguir.
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Tabela 7 —Condic¢fes reacionais do primeiro grupo de reagmizadas.

Reacso Agua | Oleo Gelatina | gpaN | Glicerol | Glicose Temperatura, -
@ | . 80 (9) (%) (%) (°C)
(9) | Tipo
1 30 120 3 PhEut 6 - 1 50 5,4
2 30 120 3 PhEut 6 - 2 50 4.4
3 30 120 3 PhEut 6 - 3 50 4,0
4 30 120 3 PhEut 6 - 4 50 4,0
5 30 120 3 PhEut 6 10 - 50 53
6 30 120 3 PhEut 6 - - 50 58
7 30 120 3 PhEut 6 - - 60 58
8 30 120 3 PhEut 6 - 4 80 4,0
9 30 120 3 Porco 6 - 4 50 55

* As medidas de pH foram feitas logo apds a cotapelubilizacéo da gelatina e,
portanto, imediatamente antes da solucao ser aemtdmistura contendo Oleo e
SPAN 80.

4.3.1. Resultados de GPC

O conhecimento da massa molar dos polimeros éensvel para possibilitar
correta compreensdo das propriedades finais. Al&vodo acompanhamento da
evolucédo das massas molares ao longo da reacadquodeer informagdes importantes
acerca do tipo de reacdo envolvida no processoatkipdo de particula na suspenséo

inversa.

Apesar de ser uma técnica muito simples e larganemipregada na area de

polimeros, ndo ha relatos na literatura de terastile acompanhar a cinética de
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reticulacdo da gelatina por meio de analises de.®®@anto, esse estudo é realizado

aparentemente pela primeira vez.

Uma vez reticuladas, as moléculas de gelatina téannsassa molar bastante
elevada, o que pode ser facilmente detectado coxilicawda cromatografia de
permeacdo em gel. Dessa forma, foram feitas aralis&PC de todas as aliquotas das

reacdes da Tabela 7 e seus resultados sao apdeseatseguir.

Como pode ser observado na Figura 15, contrariaantjue era esperado, ha
uma brusca reducéo na massa molar da gelatinasjinsiantes iniciais da reacédo. No
tempo zero séo apresentados dois resultados. @ipida gelatina PhEur, consiste na
andlise de GPC da gelatina comercial, sem quateagativa de modificacdo quimica.
O segundo consiste na aliquota retirada exatanmenteomento em que a solucdo de
gelatina contendo (ou nao) reticulante é vertidanistura de 6leo com SPAN80. Os
resultados apresentados na Figura 15 néo pareaticarim existéncia de qualquer

aumento apreciavel de massa molar ao longo do $sacento.

200 - I

_ 160 -
© )
8 120- Gelatina PhEur
N . 0
; 80 - m Glicose 1%

40 -

0 1 T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Tempo de reagao (min)

Figura 15 —Gréfico da evolugcdo da massa molar ponderal ctempo para a reacao
1, contendo 1% de glicose.

Esse resultado indica a existéncia de efeitosaateg sobre a gelatina durante o
processo de dissolucdo, que antes de ser adicianadlao deve ser solubilizada a 60°C.
Quando o colageno passa pelo processo de conditéma, sua estrutura de tripla-
hélice caracteristica € apenas parcialmente quelP8NNAS, 1972). A queda na

massa molar observada pode ser, portanto, umaagiticda continuacdo desse
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processo de quebra da estrutura, iniciado quargklagina comeca a ser solubilizada.
Além disso, vale ressaltar que a exposicdo daigelattemperatura de 60 °C pode dar
inicio ao processo de degradacdo, o que pode axpimbém, ao menos em parte, a
gueda na massa molar observada. No entanto, gggadd € pouco provavel, porque o

processo de reducédo da massa molar nédo é continnddngo do tempo.

Outro fator que merece destaque € o de que, agpdsda inicial no Mw, quando
se consideram que o erro da analise de GPC cosinte até 10%, observa-se que a
massa molar do material permanece essencialmenstaote até o término da reacao.
Dessa forma, a degradacédo do material ndo pareeefeadbmeno mais importante no
caso analisado, uma vez que o processo de degoadagéria ser continuo e a massa
molar, portanto, deveria diminuir progressivamextdongo da reacdo no caso de haver

degradacéo térmica apreciavel.

200 - I

160 -
o)
Q 120 - Gelatina PhEur
; 80 - ® Glicose 2%
P

40 -
O T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Tempo de reacao (min)

Figura 16 - Grafico da evolugédo da massa molar ponderal ctempo para a reacao 2,
contendo 2% de glicose.

Esses resultados se repetem para todas as ouli@@seem que glicose ou
glicerol foram empregados como reticulantes, cooaepser observado nas Figuras 16,
17, 18 e 19, o que pode indicar que os materidigagtos ndo séo eficazes para

reticular a gelatina, ao contrario do que se afinaditeratura.
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200 - I

160 -
cé 120 - Gelatina PhEur
— . 1 0,
= 80 Glicose 3%
=

40 -

O T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Tempo de reacao (min)

Figura 17 - Gréafico da evolugédo da massa molar ponderal ceempo para a reacao 3,
contendo 3% de glicose.

|
éi 120 - Gelatina PhEur
é 80 - m Glicose 4%
0 l . . . . .
0 5 10 15 20 25 30

Tempo de reacao (min)

Figura 18 - Grafico da evolucédo da massa molar ponderal ceempo para a reacao 4,
contendo 4% de glicose.
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200 -
150 -
5
< 100 -
=
50 -
O .

0 5 10 15 20

25

Tempo de reagéo (min)

Gelatina PhEur
E Glicerol 10%

30

Figura 19 - Grafico da evolucao da massa molar ponderal ctempo para a reacao 5,
contendo 10% de glicerol.

O mesmo comportamento foi observado também quagcloum reticulante era

empregado e apenas a temperatura era variada. gitdroe na literatura, como ja
apresentado, de que apenas 0 aumento de tempe¥atapaz de ocasionar a formacéo

de ligagbes cruzadas na gelatina; entretanto,ndsofoi observado com as condicdes

empregadas nas reacdes 6 e 7, como indicam ag§ZQe 21.

0 5 10 15

20

25

Tempo de reacao (min)

30

Gelatina PhEur
® Sem reticul. 500C

Figura 20 - Grafico da evolucao da massa molar ponderal ctempo para a reacao 6,
sem agente reticulante algum e na temperatura 8€.50
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g 120 - Gelatina PhEur
X m Sem reticul. 600C
=
=

0 5 10 15 20 25 30
Tempo de reagdo (min)

Figura 21 - Gréafico da evolugdo da massa molar ponderal ceempo para a reacao 7,
sem agente reticulante algum e na temperatura 88.60

Além disso, a Figura 2fthostra que as massas molares finais das reac6es com

diferentes tipos e concentracfes de agente ratieusdo estatisticamente similares.

160
140 -
120 - E Glicose 1%
T 100 - Glicose 2%
X 80 - = Glicose 3%
; 60 - ® Glicose 4%
40 - = Glicerol 10%
20 -
O u

30

Tempo de reacao (min)

Figura 22 - Grafico das massas molares ponderais finais ps¢aeacom diferentes
concentracdes de glicose.

Dessa forma, analisando os resultados obtidos-pedlizer que a reticulagao
da proteina pode nédo estar ocorrendo. Entretarfedp@ que MELO & PINTO (2011)
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observaram comportamentos muito distintos nos geté liberacdo de doxiciclina
quando a gelatina era tratada com glicose, o gliearque algum tipo de modificacao
guimica deve ocorrer na estrutura do material.ifsar, € necessaria uma analise mais
aprofundada dos produtos, de maneira a tentar emmger que tipo de interacdo a

gelatina possui com a glicose e/ou glicerol.

Vale ressaltar, no entanto, que apesar de os dadicarem que aparentemente
o crosslink ndo ocorre, no decorrer das analises houve unrgasigo aumento na
pressdo das colunas do GPC, o que € sinal de ewnofn das mesmas. A pressao
aumentou até atingir o limite maximo permitido pawa operacdo, mesmo tendo sido
tomados todos os cuidados necessarios para o bociorfiamento do equipamento.
Como descrito no capitulo anterior, a solucao d& 8filizada como eluente foi filtrada
em sistema Millipore® com auxilio de membrana coémebtro de poro de 0,485n e a
solucdo de gelatina a ser injetada também eraddtcom auxilio de filtro de seringa de
0,45 um. Dessa forma, é possivel que tenha havido a f@méde microgéis e que o
material tenha passado pelo filtro de seringaragiado com a coluna e ocasionando o

entupimento.

Merece destaque também o fato de a gelatina apaeseamportamento
tixotropico (MIQUELIM, 2010) o que também pode d@gpl 0 entupimento. Isso &
possivel porque, antes de serem filtradas, as esoagitadas manualmente com o
objetivo de homogeneizar a solugdo. Ao procedesadésrma, a mistura tem sua
viscosidade diminuida por conta do cisalhamentodésAp injecdo, entretanto, o
cisalhamento cessa ou ao menos é muito reduzideise@sidade torna a se elevar, o

que pode ter ocasionado o aumento de presséo atieerv

Por isso, para detectar possiveis alteracfes natugat quimica da gelatina,
visando a entender como e se ela interage contasglie o glicerol, foram realizadas
analises de FTIR, que sao apresentadas a seguigu@lquer forma, baseado nos
resultados dessa sec¢do, é possivel afirmar quecegso de dissolugcdo causa mudancas
estruturais na estrutura supra-molecular da geldtiomo destruicdo de tripla-hélice),
mas que nao parece ocorrer qualquer reticulac@eldéina na presenca de glicose ou

glicerol, como afirmado na literatura.
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4.3.2. Resultados de FTIR

De forma a complementar as informacdes obtidas @oxfiio das analises de

GPC, os resultados de FTIR s&o apresentados eidasca seguir.

Analisando a Figura 23, é possivel notar uma giéerala banda posicionada em
3274 cm', presente em baixa intensidade na gelatina fautiaaé e que tem sua
intensidade fortemente aumentada apos as readiies &0 °C. Essa regido situada em
3100-3500 cnf e sinalizada com o nimero 1 no grafico, é caratiea quando ha
presenca de agua livre. Além disso, no caso deipad, é também a regido onde se
apresentam as bandas de amida-A e amida-B (HANARII, 2011).

B  Gelatina PhEur H
B Reacio6 30min \

Bl FEFcacio7 30min

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nimero de onda (cm™)

Figura 23 —Espectros de FTIR das reacdes sem agentes ratesila

Além da amida-A, as proteinas costumam apresenidaraso bandas
caracteristicas, que sao listadas a seguir (KONG'& 2007 Apud ELLIOT &
AMBROSE, 1950; KRIMM & BANDEKAR, 1986; BANKER, 1992MIYAZAWA,
1956):
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« Amida-A — Localizada em 3300 ¢hela indica o estiramento da ligac&o

NH;

« Amida-B — Localizada em 3100 émela também indica o estiramento
da ligacédo NH;

« Amida-l — Localizada tipicamente em 1700-1600 *crala indica

aproximadamente 80% da vibracdo de estiramentigdedlo C=0 das
ligacGes peptidicas;

« Amida-Il — Localizada tipicamente em 1480-1575crela indica a
deformagéo da ligagdo NH no plano e o estirameittcacional da
ligacdo CN;

« Amida lll — Localizada tipicamente em 1229-1301 crela também
indica deformacao da ligagédo NH e o estiramentigdgdo CN;

« Amida IV — Localizada em 625-767 &mindica a deformacao da ligacdo
OCN;

« Amida-V — Localizada em 640-800 €mindica a deformacdo do NH
fora do plano;

« Amida-VI — Localizada em 537-606 ¢mindica a deformagéo do C=0
fora do plano;

« Amida-VIl — Localizada em 200 ch indica a torcdo do esqueleto

peptidico.

Com base, portanto, na lista apresentada antembeméoram identificadas
também as bandas caracteristicas da amida |,zsidalha Figura 24 como numero 2, a
amida-Il, identificada como numero 3, e a amidaitléntificada como nimero 4.

Analisando a Figura 24, é possivel observar qusmasomo no caso da banda
de amida-A, também houve aumento nas intensidaaedahdas de nimero 2, 3 e 4

apos o tratamento da gelatina a diferentes tempagat
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Figura 24 —Ampliagdo da escala dos espectros de FTIR daSesa&gn que nao
foram adicionados agentes reticulantes.
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Figura 25 —Espectros de FTIR da reacdo com 10% de gliceropavados com o da
gelatina PhEur e com o da reagao sem reticulante.
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Analisando, entretanto, a Figura 25, pode-se ngtexr ndo ha praticamente
diferenca alguma entre os espectros das reagfe$.5N&o houve surgimento ou
desaparecimento de bandas e, além disso, as dddasidas mesmas sédo praticamente
idénticas. Dessa forma, conclui-se que o glicerpkiacipio ndo parece mesmo agir
como agente reticulante da gelatina. Além disse, aglarentemente ndo apresenta

nenhum outro tipo de interagdo com a proteinaug @ aumento na intensidade das
bandas é o mesmo observado quando o glicerol adiwiénado.

Na Figura 26 sao apresentados 0s espectros da réaga conjunto com o da

gelatina comercial PhEur e da mistura fisica eatgelatina comercial em questdo e a
glicose na mesma concentracdo empregada na reacao.
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Figura 26 —Espectros de FTIR da reacdo com 4% de glicose a@ups com o da
gelatina PhEur e com a mistura fisica entre aigelata glicose.

Com relacdo a diferenca entre a mistura fisicagelatina PhEur, nota-se um

aumento significativo na regido caracteristica egmgnca de agua livre, provavelmente
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ocasionada pela presenca de glicose. Além disposgivel perceber que as bandas

caracteristicas das ligac6es peptidicas sdo ma@msintensas na mistura fisica do que

na reacéo 4, o que faz com que o espectro se paggaom o da gelatina PhEur. Isso

indica que o processo reacional ou mesmo o sinplesesso de dissolugdo induz

algum tipo de alteracdo na estrutura da proteim@ vez que, quando o material é

simplesmente misturado a glicose, as alteracbfesatwda mesma natureza.

Estudando a Figura 27, que compara os tipos dérgetaomerciais empregadas,

€ possivel notar que aparentemente ndo ha grafelendia entre ambas, como ja

discutido, uma vez que as bandas caracteristiatisgmente se sobrepdem.
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Figura 27 —Espectros de FTIR das reacdes com diferentesrgedat 4% de glicose.

Outro fator que merece destaque é o0 de que aperemie as alteracdes

observadas séo fruto de algum fenbmeno que acontscmstantes iniciais de reacao,

ja que, apos a retirada de aliqguota em 0 min, &d@Bservadas grandes diferencas nos
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espectros. Isso é coerente com os resultados dedsB@ndicam uma queda acentuada

na massa molar das gelatinas nos primeiros momeatmsacao.

Retomando, portanto, a discussao iniciada anteeiote) os dados de FTIR
parecem também indicar que os efeitos observadosfraéo de uma cinética de
dissolugédo da gelatina. O processo de “desmantatainda estrutura tripla-hélice do
material, que nao foi totalmente quebrada no pemds condicionamento do colageno,
pode estar sendo continuado durante o processoisdelwtdo. Dessa forma, os
grupamentos amino e hidroxila aprisionados dendr@strutura seriam de certa forma
libertados, o que explicaria 0 aumento na intemlsiddas bandas observado apés as

reacoes realizadas.

Além disso, a falta de alteracdo nos espectrogempos 0 e 30 min de reacéo
indicam que possivelmente ndo ha reticulacdo nesmmenteracédo da glicose ou do

glicerol com a gelatina, j& que o grau de reticia€ proporcional ao tempo reacional.

4.3.3. Resultados de Espalhamento de Luz

Uma vez que aplicacbes médicas e farmacéuticagraxigpntrole rigido da
forma e do tamanho das particulas utilizadas, fdeitas analises de espalhamento de
luz para determinacédo do tamanho médio, como iraditabela 8. Além disso, a analise
também permite a determinacdo da distribuicdo dearthos de particula. Esses
resultados podem ser visualizados no Apéndice iBafuente com as micrografias dos
materiais produzidos. Um dos objetivos perseguiel@s verificar se mudangas nas
distribuicbes de tamanho poderiam justificar osodadbtidos por MELO & PINTO
(2011).

No caso da aplicacdo intramuscular de medicamertoigixa de tamanho
exigida costuma variar entre 20 e 100 micra, camapresentado anteriormente. Dessa
forma, a grande maioria dos materiais produzide®mna-se no limite permitido para
esse tipo de administragéo.
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Tabela 8 -Tamanho médio das particulas do primeiro grupededes realizadas.

Reacéao Tamanho médioym)
1 50
2 20
3 24
4 16
5 29
6 28
7 27
8 28
9 38

Caso seja necessario aumentar o tamanho médiosdpasg#culas, algumas
medidas simples podem ser tomadas, como a redwadelocidade de agitacdo ou
mesmo diminuicdo da concentragdo de estabiliz&hbeentanto, vale ressaltar que,
guando a droga for incluida na receita, a tendémcaavelmente sera de aumento de
tamanho. Dessa forma, as médias de tamanho a@éasrd principio sdo adequadas
para a aplicacdo pretendida, mas serdo novameatsaatas quando o farmaco for

incluido na formulacéo.

E importante observar que os resultados da Tabetéid8 parecem indicar
qualquer mudanca consistente de morfologia com @anga das condi¢cdes de
operagdo, ndo sendo possivel encontrar nesses egoascdo para os resultados de
MELO & PINTO (2011).

4.4, Conclusodes Parciais

Apés andlise cuidadosa dos dados anteriormentesaapeslos, referentes ao

primeiro conjunto de reacdes realizadas, foi pesgigrceber que aparentemente nao ha
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reticulacdo das cadeias de gelatina quando glicgiiobse ou mesmo apenas aumento
de temperatura sdo empregados com essa finalidadeica alteracdo detectada por
meio das analises de GPC e FTIR ocorre ainda reianites iniciais de reacdo e
possivelmente esta ligada a cinética de dissoldgagelatina, que pode dar origem a
uma nova estrutura do material. No entanto, PINPO1{) apresenta dados que
indicam diferencas claras nos perfis de libera@idakiciclina quando séo variadas as
concentragdes de glicose e frutose. Dessa formaefmecessaria a realiza¢éo de outro
conjunto de reacdes, dessa vez utilizando a ddixigjcvisando a compreensdo das

diferencas observadas pelo autor.

4.5. Segundo Grupo de Reacgbes

No segundo grupo de reacdes foram estudadas a8rinihs dos diferentes tipos
de gelatinas comerciais escolhidas e da alteragdgoncentracdo de glicose e de
gelatina sobre a cinética de liberagdo do medicton&iém disso, foram repetidas,
empregando gelatina PhEur e de porco, as condd@experimento 39, selecionado
por MELO & PINTO (2011) como aquele que apresem@lhores resultados.

Os materiais utilizados e suas respectivas coragigs sao apresentados na
Tabela 9.

Vale ressaltar que durante a realizacdo desse degymipo de reacdes, um
fendbmeno bastante interessante foi observado. Cdesxrito no procedimento
experimental no capitulo anterior, antes de a mastontendo gelatina, doxiciclina e
glicose ser vertida em um recipiente contendo élagente estabilizante, a gelatina, o
farmaco e a glicose devem ser solubilizados. No emdmem que a solubilizacdo era
realizada, logo apés a mistura se tornar quase letampente translicida (o que
indicaria solubilizacdo completa dos materiais)awatieracao brusca na coloragéo e na
viscosidade foi observada. A mistura passou deragdo alaranjada transllcida,
caracteristica da doxiciclina em solucdo, para umatura leitosa e levemente

amarelada, extremamente viscosa, como mostra eaR2gu
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Tabela 9 —Condi¢des reacionais do segundo grupo de reagakzadas.

renc Agua| Oleo| ©elatina | spaN 80| Doxiciclina | Formol | Glicose
eacdo
@ | (@) : ), () (mL) (%)
(9) | Tipo
10 10 40 | 1,5 PhEur 1 0,75 2 0,5
11 10 40 | 1,5 Porco 1 0,75 2 0,5
12 10 40 3| PhEur 2 1,50 - -
13 10 40 | 1,5 PhEur 1 0,75 - 0,5
14 10 40 | 1,5 PhEur 1 0,75 - -

Para identificar quais materiais interagiram congdaiciclina, foram feitas

combinagfes de misturas desses materiais, comotdesseqguir.

« Agua + gelatina — A solubilizac&o a 60 °C foi coatale o aspecto final
foi de uma solucao ligeiramente amarelada, caiatiter da gelatina,;

« Agua + glicose — Como esperado, a solubilizacd® 40 também foi
completa e o aspecto final foi de uma solucdo cetapiente
transparente;

« Agua + doxiciclina — A solubilizacdo a 60 °C foingpleta e o aspecto
final foi de uma solucéo alaranjada;

« Agua + doxiciclina + glicose — A solubilizagio a ®D foi completa e o
aspecto final foi de uma solucéo alaranjada;

« Agua + doxiciclina + gelatina — A solubilizacdo & 8C foi quase
completa, mas em determinado momento a misturapgesda transicao

de coloracéo e textura indicada anteriormente.

Dessa forma, fica claro que ocorre uma forte igawado farmaco com a

gelatina.
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pH (a 60°C) — 1,39 pH (a 60°C) 33,3 pH (a 60°C) — 2,09

Figura 28 —Fotografias em sequéncia da alteracdo na colodg &ustura contendo
agua, gelatina e doxiciclina. (a) Solucdo aquosadodeiclina; (b) e (c) mistura de
agua, gelatina PhEur e doxiciclina respectivamantes e apés a alteracao de cor.

Vale ressaltar que, assim como foi constatado @ar@meiro grupo de reacoes,
o0 pH do meio apés a adicdo da doxiciclina encosgrdpastante afastado do ponto
isoelétrico da gelatina (entre 7 e 9). Dessa fonmda, € necessario ajuste de pH para
permitir a solubilizacéo da proteina.

Para caracterizar melhor o aumento de viscosidadefefto um teste de
escoamento em pipeta, como descrito a seguir.

45.1. Teste de Escoamento em Pipeta

A Tabela 10 mostra os resultados dos testes palsagdo das diferencas na
viscosidade de algumas solugbes aquosas empregadaseacbes. Em especial,
destacam-se os experimentos 3A e 3B. Neles, amnistilizada foi a mesma, mas a
medida de tempo de escoamento foi realizada emnaamsentos. A primeira (3A) foi
feita antes da mudanca de coloracdo da misturaaeima segunda (3B) foi feita apds
essa transicao.
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Tabela 10 —Resultados dos testes de escoamento em pipeta.

. . Massa de material Tempo de
Experimento Material usado
(9) escoamento (S)
Agua 10
1 25
Gelatina PhEur 15
Agua 10
2 4
Doxiciclina 0,75
Agua 10
3A Doxiciclina 0,75 29
Gelatina PhEur 15
Agua 10
3B Doxiciclina 0,75 42
Gelatina PhEur 1,5

E possivel observar que, antes da transicéo, qeotede escoamento da mistura
3A e da mistura 1 sdo muito similares. Quando lmAudanca de cor, entretanto, o
tempo aumenta 44%, o que prova claramente quedragio bastante significativa da

viscosidade ja percebida apenas visualmente.

O aumento de viscosidade geralmente € indicio deeaid de massa molar.
Dessa forma, os resultados parecem sugerir quaiaicdlma pode estar reticulando a
gelatina. Por isso, as analises de GPC das amestrgsie doxiciclina foi adicionada a

receita sdo importantes para compreender melhes esslos.

4.5.2. Resultados de GPC

Ha apenas um resultado de GPC referente ao seguodo de reacgdes. Isso
ocorre porque nao foi possivel solubilizar as amsstlas rea¢des 10 e 11, ja que em
suas receitas de preparo foi incluido formaldedge, sabidamente é capaz de reticular

as cadeias de gelatina.
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Os GPCs das reacdes 13 e 14 nao foram realizaddal@@ode tempo habil (e
serdo realizados posteriormente). No entanto, sgltaelos dos testes de liberacdo

apresentados mais adiante compensam a falta desaéados.

Gelatina PhEur
® Reacéo 12

0 20

Tempo (min)

Figura 29 —Resultados de GPC da reagéo 12.

Ao contrario do que ocorre nos resultados de GPfrideeiro grupo de reagoes,
a massa molar do produto da reacéo 12 quase rdltesse A queda brusca observada
nos experimentos anteriores € muito inferior quaaddoxiciclina é adicionada a
receita, o que indica que ela pode interagir deinadg forma com a gelatina. Esse
resultado é compativel com os dados de escoamentpipeta que indicam que ha
possivelmente um aumento da massa molar da gelaumsada pela interacdo com o

farmaco.

Dessa forma parecem ocorrer dois fendbmenos comtesresimultaneamente
quando a doxiciclina é incorporada a receita. @eiro ocasiona a queda da massa
molar, devido possivelmente a alteracdo da es&rutiar gelatina, como ja discutido
anteriormente. O segundo ocasiona a elevacdo dsama®lar e tem origem

provavelmente na interacao do farmaco com a galatin
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4.5.3. Analises de Espalhamento de Luz

O tamanho médio e a distribuicdo de tamanhos dBcplar dos materiais
produzidos no segundo grupo de reacdes foram dessmtos com auxilio de analises de
espalhamento de luz, assim como foi apresentadogoprimeiro grupo de reacdes. Os

novos resultados séo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 -Tamanho médio das particulas do segundo grupead@es realizadas.

Reacéo Tamanho médioym)
10 240
11 122
12 474
13 195
14 210

O aumento da média de tamanhos em relacdo ao wigeipo de reagdes &
uma indicacdo clara de que a doxiciclina esta sesmitapsulada e promovendo
mudancas no sistema de reacdo. O aumento de dadesdo meio de reacdo pode
explicar o aumento dos tamanhos médios de partipolareducédo da frequéncia de

quebra e aumento das taxas de coalescéncia (O2G0M).

Além disso, é importante notar que, apesar demarthos de particula obtidos
serem superiores ao limite méaximo permitido paréicagbes intramusculares, a
diferenca de tamanho e de morfologia (vide apénBjcentre as gelatinas comerciais
adquiridas e os materiais produzidos é bastantdfisagiva e muito positiva, uma vez
gue mostra que a técnica de suspensado inversaag dappermitir o controle dessas

variaveis.

Ademais, para diminuir o tamanho das particuladeposer adotadas medidas
simples como o aumento da concentracdo de agetdbiligante ou aumento da

velocidade de agitacdo. Caso seja necessaria wuea ainda maior, a reacao pode
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ainda ser conduzida em mini-emulsédo, ao invés desespensao inversa (ODIAN,
2004; CANEVAROLO, 2006).

Dessa forma, o fato de os tamanhos serem supedoseslesejados ndo é de
forma alguma um problema grave. O importante éépessivel produzir particulas de
gelatina estaveis e que permitem o encapsulamenfi@richaco, além de identificar que

a presenca da doxiciclina afeta o curso de reacao.

4.5.4. Determinagao da Eficiéncia de Encapsulamento

A determinacao da eficiéncia de encapsulamentodaiuental para conhecer o
percentual de perda do medicamento e possibilit@iaulo do percentual de liberacéo
com o tempo nos testes de liberagcédo controladaesddtados para o segundo grupo de

reacdes sao apresentados na Tabela 12.

As reacfes 10 e 11 apresentaram o0s piores deseosp@oim relacdo a
eficiéncia de encapsulamento. Esses resultados@@pativeis com os obtidos por
PINTO (2011), cujos testes que empregaram formdddimbém apresentaram grande
percentual de perda do farmaco. Ja a perda quaridomaldeido ndo € incluido na
reacao é muito inferior e as eficiéncias chegaralargs superiores a 80%, que podem

ser considerados bastante satisfatorios.

Tabela 12 —Eficiéncia de encapsulamento do segundo grupeaiges realizadas.

Reacao Eficiéncia de encapsulamento (%o)
10 67
11 49
12 83
13 88
14 83
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Esse resultado é muito positivo, pois indica quermaldeido parece exercer
efeito negativo ao encapsulamento do farmaco e mpréanto, a ndo utilizacdo desse
composto traria outros efeitos benéficos, além daindicdo da toxicidade da

formulacao.

4.5.5. Testes de Liberacédo Controlada

O acompanhamento da cinética de liberacdo da @tre aliado aos resultados
previamente apresentados, visa a complementarfa@asnacdes obtidas, de forma que

seja possivel propor possiveis explicacbes patdexgncas e semelhancas observadas.

90
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 - 1
20 -
10 -
0" . . .
0 20 60 80

=—o—Teste 39
Reacao 10
—A—Reacédo 11

% liberado

40
Tempo (h)

Figura 30 —Perfil de liberacdo das diferentes gelatinas pesfas a partir da
melhor receita de MELO & PINTO (2011).

A Figura 30 analisa o efeito da utilizacdo de difeées tipos de gelatinas para
encapsulamento na cinética de liberacdo da doxiaicD grafico mistura informacdes
de MELO & PINTO (2011), cuja gelatina empregada,ntizrca Dr.Oetker, pode ser
adquirida em supermercado, com dados novos obtidos a utilizacdo de gelatinas
especiais escolhidas para essa dissertacdo. Asscimdicam que para os produtos das
reacdes 10 e 11, a liberacdo da doxiciclina seedéodna muito mais lenta e que,
portanto, eles apresentam desempenho muito supgrasdo comparadas ao do teste
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39. Esse efeito provavelmente é observado porqelagnas PhEur e de porco séao
mais puras que a gelatina de mercado.

A semelhanca observada nos perfis de liberacdoedgdes 10 e 11 é coerente
com os resultados da caracterizacdo das gelatimgsegadas em cada um dos
experimentos. Como as caracteristicas fisicas micas das proteinas sdo muito
similares, era de se esperar que a curva liberdgddarmaco ndo apresentasse
diferencas significativas. Dessa forma, a utilibagha gelatina grau farmacéutico
(PhEur) é a mais adequada para a aplicacdo, déis, de desempenhar melhor a
funcdo de encapsulante, prolongando a liberacaofadmaco, ela ja possui as

especificacdes necessarias para que possa seigantgrem aplicacdes farmacéuticas.

Além do tipo de gelatina, a influéncia da concegitcadesse material também
foi estudada. Analisando a Figura 31, é possivelgher que a concentracdo de gelatina
ndo parece exercer influéncia significativa no iped liberacdo do farmaco, uma vez
que quando sdo considerados os erros, os valotie®olpara as reacdes 12 e 14 séo
estatisticamente idénticos. Dessa forma, concdigsagqaiores de gelatina podem ser

utilizadas de forma a aumentar a produtividade, semprometer a qualidade do

produto.

50

40 - Tl
o
g % 1L
IS (1 —6—Reacdo 12
$ 20 - Reac&o 14

10 -

1‘,/
O L I I ) )
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Tempo (h)

Figura 31 —Perfil de liberacdo do farmaco quando diferentegentracdes de gelatina
séo utilizadas.
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Outra variavel estudada foi o efeito da utilizaggoformaldeido nas reacoes,
como indica a Figura 32. A liberacdo da doxiciclereapsulada durante a reacéo 13,
em que formol n&o foi utilizado, se d4 de maneiagsrtenta que a liberagdo do farmaco
da reacdo 14, em que o formol esta presente. BEesanacao, aliada ao fato de que a
eficiéncia de encapsulamento da reacdo 13 é muyerier a da reacao 10, s6 confirma
o fato de que a ndo utilizacdo do formaldeido pernai liberagdo mais lenta da
doxiciclina, uma vez que a concentracdo de farmacparticula é maior no produto da

reacdo 13, 0 que a principio ocasionaria a liberagdis rapida da farmaco.

O desempenho dos produtos em que apenas mateiarsis sao utilizados é,
portanto, superior nas condi¢des analisadas, quamdparados com os resultados em
que formaldeido é empregado. A reticulacéo daigalgelo formaldeido n&o favorece
a cinética de liberacdo da doxiciclina. Dessa forenatilizacdo do formol ndo é de
forma alguma vantajosa para a aplicacdo desejadajgalmente porque, além de nédo

apresentar desempenho positivo, 0 composto é altartiico.

60
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Figura 32 —Perfil de liberacdo do farmaco das reacfes coddszia presenca e na
auséncia de formaldeido.

A Figura 33 apresenta entédo todas as curvas eet¢iéio do segundo grupo de

reacdes para efeito de comparacéao.
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Figura 33 —Gréfico com todos os dados de liberagdo contradaddoxiciclina do
segundo grupo de reacdes realizadas.

Com excecao das reacao 10 e 11, todos os outr@sireenmtos apresentam
resultados bastante similares. Isso indica que prego de formaldeido néo tem
nenhum efeito positivo nos produtos estudados, c@iscutido anteriormente. Os
resultados em que apenas gelatina ou glicose engefaram utilizadas na formulacao
tiveram desempenho superior aos em que foi utizemol. A reticulacdo com
formol, portanto, ndo teve o efeito esperado, g@e ceda liberagdo mais lenta do

farmaco.

Dessa forma, é possivel concluir que apenas o suleapento da doxiciclina
com gelatina nédo reticulada ja € capaz de permiliberacdo controlada do farmaco.
Além disso, a adicdo de formol e/ou glicose parexercer influéncia negativa na
performance do material nos testes de liberacao.

Além disso, confrontando esses resultados com dEeO & PINTO (2011)
percebe-se que, na verdade os acucares usadosnggmesnfluéncia muito pequena na
liberacdo do farmaco. O tempo que a gelatina pezowamexposta a doxiciclina em
solugéo parece exercer maior influéncia muito mawperfil de liberacéo, o que mais
uma vez mostra que as diferencas observadas qfiamdaldeido ndo é adicionado a

reacao sao fruto principalmente da interacéo datigalcom a doxiciclina.
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4.6. Modelo de Interagéc

Os resultadodo segundo grupo de reacgideixam claro que:

e O desempenho dos materiais produzidos é prejudicadndo st
adiciona glicos ao meio reacional;

* A doxiciclina interage com a gelaa, o que ocasionalteracao de cor
aumento de viscosida da mistura;

» Aglicose ndo capaz de reticular a gelatina nas condicoes tes

Além disso, sal-se também, como ja explicado anteriormente,
normalmente ha carboidratos ligados aos gruposxildrdos reiduos da hidroxilisine
Um exemplo, portantaje carboidrato que pode esligado a gelatin& a glicose, cuja

estrutura € apresentadaRigura 34.

OH OH O
HO

I{

O
I
Qum
I

Figura 34 —Estrutura quimica da glicose.

A parir das informacdes reunidas acinfoi proposto um modelo de interag

entre gelatina, doxiciclina e glicc, que € descrito a seguir.

Alteracdes de coloracdo ocorrem quando um ou nmaggog cromoforos de u
determinado material sdo modificados. Dessma, considerando que a doxicicl
possui dois grupos cromoéfor(McMURRY, 2005), fica claro que a trsformacao
observada ocorre quando a gelatina interage quimicfisicamente com um dess

grupamentos.
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A (glicose interage com a gelatina possivelmente pwmio de ligacbes
glicosidicas, em que a hidroxila do carboidrat@eseom um alcool formando um éter.
Ha, no entanto, também a possibilidade dessa g@erantre 0s compostos ocorrer via

ligacdes de hidrogénio.

Os grupos cromoforos da doxiciclina sdo os grupamseenol e fenol, e ambos
apresentam hidroxilas em sua estrutura (McMURRY520Dessa forma, para que a
coloracdo seja alterada, deve estar ocorrendo aliponde reacdo envolvendo as
hidroxilas do farmaco e as hidroxilas da gelatassim como no caso da interagdo da
gelatina com a glicose. Combinando essa informagafato de que o desempenho na
liberacdo da doxiciclina dos materiais produzid@s presenca de glicose serem
inferiores aos materiais produzidos sem o0 acu@gce correto considerar que, pode
estar ocorrendo uma competicao pelas hidroxilasdida hidroxilisina da gelatina. Isso
sugere que a interagcdo entre a doxiciclina e digalaeja muito similar a interacdo
entre a glicose e a gelatina descrita na litergiaréSCHRIEBER & GAREIS (2007) e,
portanto, explica o fato de a liberacdo do farmacorrer mais lentamente quando o

acucar nao é adicionado ao meio reacional.

Vale ressaltar também que, além da alteracdo maagdlo, ha também uma
mudanca bastante pronunciada na viscosidade darajist que sugere uma possivel
reticulagdo da gelatina provocada pela adicdo doa@. Considerando que tanto a
gelatina como a doxiciclina sdo moléculas bastardmplexas, torna-se dificil
determinar que tipo de reacdo esta ocorrendo semealizacdo de analises
complementares, mas ha, por exemplo, a possibdidial os grupamentos amino
terminais ou livres das cadeias proteicas reagi@mum ou mais grupos funcionais da

doxiciclina gerando estruturas reticuladas.
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Capitulo V

Conclusao e Sugestbes

5.1. Conclusao

Com base nos resultados apresentados e cuidaddsandscutidos
anteriormente, é possivel concluir que, ao comtrdo que era esperado inicialmente,
glicose e glicerol ndo sao capazes de reticulalatiga nas condicbes testadas. Além
disso, o formaldeido, apesar de possibilitasrasslink das cadeias, exerce influéncia

negativa no encapsulamento e na liberacdo con&raladarmaco.

As eficiéncias de encapsulamento das reacoes empguas glicose ou nenhum
agente reticulante foi empregado, no entanto, k&siemas e a cinética de liberacdo da
doxiciclina € bem mais lenta quando comparada agsdes em que formol foi

empregado.

MELO & PINTO (2011) observaram diminuicdo da vettade de liberacdo do
farmaco quando frutose ou glicose eram utilizadeas combinando seus resultados
com os obtidos nesse trabalho fica claro que asati€as apresentadas sao fruto apenas

da interacdo da gelatina com a doxiciclina.

Por conta do aumento na viscosidade da misturaldérga com o farmaco em
questao, € possivel que esteja ocorrendo a retimulda proteina pela doxiciclina. Mas
€ importante ressaltar que, seja qual for o tipoirderacdo existente entre esses
materiais, estudos devem ser feitos de forma arditar se ha perda de atividade do
antibiotico ou mesmo se ha formacdo de substartG@sas provenientes dessa

interacao.

Ha, no entanto, a ocorréncia de um fenébmeno bastarieressante nos
momentos iniciais de reacdo, que consiste em umiagicao subita da massa molar da
gelatina e um aumento nas intensidades das bamdastaristicas dos grupamentos
amino e carbonila das ligacdes peptidicas. Es€arfeno possivelmente esta atrelado a
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uma mudanca de estrutura da gelatina, que podmssado pela quebra do que restou

da estrutura tripla-hélice caracteristica do colage

Dessa forma, apesar da grande preocupacdo comadedio da gelatina, ela é
um material bastante estavel, mas que possui @strotuito complexa e ainda pouco

compreendida.

De uma forma geral, portanto, o estudo mostra gueossivel encapsular
doxiciclina utilizando gelatina com perdas pequedasfarmaco durante 0 processo.
Além disso, os resultados indicam que ndo é preeimpregar nenhum tipo de
substéancia toxica, como por exemplo o formaldefdwa obter uma boa cinética de
liberacdo. Dessa forma, a gelatina por si so jargarum perfil de liberacdo prolongado

da doxiciclina.

5.2. Sugestdes para Trabalhos Futuros

Como sugestdes para trabalhos futuros podem ses:fei

» [Estudos para avaliar o tipo de interacdo da gelatm a doxiciclina de forma a
determinar se ha perda de atividade ou geracaomdpastos toxicos;

* Um novo agente reticulante de origem natural pedescolhido para promover
as ligacOes cruzadas da gelatina, sem afetar stueidaxle e permitindo a
liberacdo ainda mais lenta da doxiciclina. Em espg@oderia ser testado o uso
do &cido succinico, que é amplamente utilizado edicina. Ele possui acéo
anti-inflamatéria e é recomendada sua utilizacdso@ada ao uso de

antibioéticos.
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Figura 38 —Cromatogramas das diferentes aliquotas referanmescao 1.
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Figura 40 - Cromatogramas das diferentes aliquotas referanmescao 3.
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Figura 41 - Cromatogramas das diferentes aliquotas referemass;ao 4.
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Figura 42 - Cromatogramas das diferentes aliquotas referanmescéo 5.
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Figura 43 - Cromatogramas das diferentes aliquotas referanmescao 6.

Gelatina 602_0Omin

Gelatina 602_5min

Indice de refragao

Gelatina 602_10min

Gelatina 602_15min

37 40 42 45 47 50 52 55 57 60 62 65 67 70 72 75 77 80

Tempo (min)

Figura 44 - Cromatogramas das diferentes aliquotas referanmescao 7.

As analises de GPC das reacdes 8 e 9 nado foraipadkssd, uma vez que 0s

resultados das analises das rea¢cfes anterioresss@&ram repetitivos.

A analise das reacgfes 10 e 11 néo foi possivetidexo fato de as amostras néo
serem sollveis em agua. Isso ocorre por conta dgficaddle formaldeido, que

sabidamente € capaz de reticular as cadeias dagela
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Figura 45 - Cromatogramas das diferentes aliquotas referameacao 12.

Como néo houve alteracdo alguma no cromatogramalitastas O min e 20

min da reacdo 12, as analises das aliquotas d@,515] 25 e 30 min ndo foram

realizadas.
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Apéndice B

Andlises de Espalhamento de Luz e Fotografias

A seguir sdo apresentadas as distribuicdes de harda particula obtidas por

meio de andlise de espalhamento de luz junto @rafia do material retirada com
auxilio de microscopio optico.
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Figura 46 —Distribuicdo de tamanhos de particula e fotognaimada com auxilio de
microscoépio Optico da gelatina produzida na redgao

=Y
o

Volume (%)
O N M OO

0,01 1 100 10000
Tamanho |im)

Figura 47 - Distribuicdo de tamanhos de particula e fotognaimada com auxilio de
microscoépio Optico da gelatina produzida na re&;ao
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Figura 48 - Distribuicdo de tamanhos de particula e fotognafimada com auxilio d
microscoépio Optico da gelatina produzida na re&;
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Figura 49 - Distribuicdo de tamanhos de particula e fotognafimada com uxilio de
microscépio Optico da gelatina produzida na re 4.
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Figura 50 - Distribuicdo de tamanhos de particula e fotognaimada com auxilio d
microscoépio Optico da gelatina produzida na reds
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Figura 51 - Distribuicdo de tamanhos de particula e fotognaimada com auxilio de
microscoépio Optico da gelatina produzida na redcao
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Figura 52 - Distribuicdo de tamanhos de particula e fotognafimada com auxilio de
microscoépio Optico da gelatina produzida na reacao
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Figura 53 - Distribuicdo de tamanhos de particula e fotognafimada com auxilio de
microscoépio Optico da gelatina produzida na re&;ao
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Figura 54 - Distribuicdo de tamanhos de particula e fotograimada com auxilio de
microscoépio Optico da gelatina produzida na re&;ao
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Figura 55 - Distribuicdo de tamanhos de particula e fotognaimada com auxilio de
microscoépio optico da gelatina produzida na redgfo
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Figura 56 - Distribuicdo de Tamanhos de particula e fotognafimada com auxilio de
microscoépio optico da gelatina produzida na reddao
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Figura 57 - Distribuicdo de Tamanhos de particula e fotognafimada com auxilio de
microscoépio optico da gelatina produzida na redgao
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Figura 58 - Distribuicdo de Tamanhos de particula e fotognafimada com auxilio de
microscoépio Optico da gelatina produzida na redgao
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Figura 59 - Distribuicdo de Tamanhos de particula e fotognafimada com auxilio de
microscoépio optico da gelatina produzida na redgio
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