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RESUMO

A utilizacéo de alginato de sodio como biopolimero formador de microparticulas vém sen-
do largamente estudada e investigada para obtencdo de formas farmacéuticas de libe-
racdo controlada. Neste trabalho avaliou-se o perfil de liberagdo do azul de metileno de
microparticulas deste polimero, preparadas por reticulagdo idnica com quitosana, com a
presenca ou ndo de sbédio, em tampao acido cloridrico pH 1,5, considerando o azul de
metileno como modelo de principio ativo de baixo peso molecular.
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ABSTRACT

Alginate microparticles have been extensively studied to obtain sustained release pharma-
ceutical forms. The release profile of methylene blue, as low molecular weight drug stan-
dard in alginate microparticles, was evaluated in pH 1.5 buffer. The presence of sodium
was analysed in the formulations.

Keywords: Alginate microparticles. Sodium alginate. Chitosan. Release profile.

1. INTRODUCAO

O controle de liberacdo de algumas substancias, como farmacos, corantes,
pesticidas e aromatizantes, possui relagao estreita com a tecnologia dos sistemas ma-
triciais e reservatorio poliméricos, amplamente empregados na forma de microparticu-
las em industrias farmacéutica, cosmética e alimenticia (SUAVE et. al., 2006; TAN;
CHANG e HENG, 2009).

Microparticulas de alginato sao usualmente feitas por gelificagao iénica, de pro-
cesso simples, no qual uma solugao de alginato contendo a substancia a ser encap-
sulada é gotejada sobre uma solugéo iénica em concentragdes variaveis. A microen-
capsulacéo consiste no empacotamento de pequenas quantidades de substancias
sélidas, liquidas ou gasosas por uma fina membrana polimérica, visando reduzir sua
reatividade a fatores ndo favoraveis, como luz, oxigénio, umidade, temperatura e con-
tato com outras substancias incompativeis, podendo ainda controlar a liberagédo ou
perda da substancia por evaporagao, podendo também facilitar a manipulacdo da
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mesma (SANTOS; FERREIRA e GROSSO, 2000; ALLEN JUNIOR; POPOVICH e AN-
SEL, 2007; CORREA, 2008).

A liberacao controlada de farmacos através das microparticulas é um processo
relacionado as formas farmacéuticas com liberacao modificada, a qual pode ser retar-
dada, quando a liberagdo do farmaco nao se inicia logo ap6s sua administracéo, ou
prolongada, quando existe liberagao gradual do farmaco, o que reduz sua frequéncia
de tomada (SUAVE et al., 2006; STORPIRTIS et al., 2009).

O controle da liberagdo do material encapsulado esta diretamente relacionado
ao material encapsulante, estrutura quimica, espessura, porosidade e solubilidade.
O tamanho e a distribuicdo dos poros nas microparticulas influenciam a difuséo de
moléculas através da rede de gel, sendo que particulas mais porosas permitem libera-
¢ao mais rapida do material encapsulado (CORREA, 2008).

O uso do alginato de s6dio como material encapsulante € amplamente explora-
do, por ser um polimero natural de relativo baixo custo, de facil obtencao, biocompa-
tivel, atoxico e biodegradavel, que nao necessita utilizacédo de solventes organicos e
nem condi¢des rigorosas de temperatura para a formacao das particulas (FUNDUEA-
NU et al., 1998; SCHOUBBEN et al., 2010).

O alginato € um polimero linear obtido de algas marinhas marrons, constituidos
de duas unidades monoméricas, acido gulurénico e o manurénico. Em solugao aquo-
sa, o alginato de sddio € soluvel, porém, quando em contato com solugbes contendo
ions divalentes, como o Ca*?e o Mg*, torna-se insoluvel devido a reticulagéo idnica
dos grupamentos carboxila com os ions, formando uma rede de gel estavel, em con-
figuracdo de caixa de ovo (TU et al., 2005; DARRABIE; KENDALL e OPARA, 2006;
HAN et al., 2007; DOHNAL; STEPANEK, 2010) .

As microparticulas de alginato-Ca sao muito utilizadas para encapsulacao de
macromoléculas instaveis em agua, como as proteinas, pois criam um ambiente hi-
drofilico que dificulta sua desnaturacao (SCHOUBBEN et al., 2010). Estas particulas
séo utilizadas para encapsular materiais bioativos, devido a grande porosidade da
membrana, que permite a passagem de pequenas moléculas, mas ndo as de agua,
sendo também inapropriada para moléculas de baixo peso molecular (FUNDUEANU
etal.,, 1998; LOPEZ e ALONSO, 2001). A porosidade dessas microparticulas determi-
nara a quantidade de material retido e o tempo de liberagao do mesmo, sendo que em
geral, a liberagdo do material encapsulado em alginato & normalmente rapida. Uma
das maneiras de aumentar o controle desta liberagao é utilizar um polimero carregado
positivamente para formacdo de uma camada protetora, como a quitosana, que ira
diminuir a porosidade das particulas através da interacao i6nica (TU et al., 2005; LIRA
et al., 2009; DOHNAL e STEPANEK, 2010).

A quitosana € um polimero que ocorre naturalmente em alguns microrganismos,
mas que também pode ser resultante da desacetilagcao da quitina. E um também um
biopolimero biodegradavel, muito utilizado na industria farmacéutica como adjuvante
em formulagdes solidas de uso oral, atuando na liberagcédo controlada de farmacos e
melhorando a dissolug¢ao e biodisponibilidade de farmacos insoluveis em agua (LOU-
RENCO, 2006).

A associagao de alginato-quitosana mostrou-se interessante quando apresen-
tou melhora na mucoadesividade do alginato, sendo promissor seu uso em sistemas
de liberagdo mucoadesivo, principalmente a gastrica (TU et al., 2005).
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Gaserod, Smidsrod e Skjask-Braek (1998) e Tu et al. (2005), sugeriram a intro-
ducéo de sddio no processo de obtengao das microparticulas para melhorar a reten-
céo e liberagédo de principio ativo.

A liberagcado do material encapsulado pode ocorrer por difusdo do material en-
capsulado pela rede polimérica, por rompimento mecanico das particulas, ou ainda,
por meios pH-dependentes.

O pH, dentro do contexto farmacéutico, esta diretamente relacionado com a so-
lubilidade de substéancias, a estabilidade quimica e compatibilidade fisiolégica com os
tecidos orgéanicos onde o farmaco ira agir, conforme TABELA 1, e a liberagé@o controlada
de farmacos (FERREIRA, 2002).

TABELA 1 - pH em algumas regides e fluidos corporais.

Regido do corpo pH Fluidos ou secrecdes pH
Pele ~5,5 Liquido retal 7,2-7,4
Rosto 4,7—=5,5 |Lagrima ~7.4
Axilas 6,1 - 6,8 secrecdo nasal (adultos sadios) 5,5 — 6,5
Cabelos ~5,0 Secrecgao nasal (criangcas) 5,0-6,7
Saco conjuntival 7,3—-8,0 yrina 6,0
Conduto auditivo 6.0 —7.8 saliva 6,9
Sangue 7,4
Vaginal 4,0-4,5 Perspiracao (suor) ~5,0
Suco gastrico 1,0—-3,0

Dependendo do local de liberagao do farmaco, o comportamento das micropar-
ticulas em diferentes pH’s é um fator de extrema importancia a ser investigado (THU,
et al. 1996;GASEROD; SMIDSROD; SKJASK-BRAEK, 1998).

O azul de metileno tem peso molecular de 319,85 gmol™* e coeficiente de difu-
séo livre em agua a 20 °C de 8,3 . 10°cm?s™ e A=655 nm e com baixo peso molecular
permeia facilmente pelos poros de microparticulas de alginato sendo, portanto, um
bom modelo para o estudo de liberagdo de substancias com a mesma particularidade
(KAMINSKI et al., 2009; DOHNAL; STEPANEK2010).

Este trabalho tem por objetivo avaliar o perfil de liberagdao do azul de metileno
das microparticulas de alginato e reticuladas com quitosana, com ou sem a presencga
de sodio, em tampao pH 1,5, considerando o azul de metileno como modelo de prin-
cipio ativo de baixo peso molecular encapsulado.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

Alginato de sodio (Protonal LF 20/40 FMC Biopolymer), Quitosana de alta
densidade, viscosidade de 20 a 500 cps (Galena), Tween 80 (Henrifarma), Azul de
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metileno (Merck), Cloreto de calcio (Merck), Reagentes Cloreto de sédio, Acido clo-
ridrico, Acido acético glacial e Cloreto de potassio (Synth) de grau analitico, Agua
deionizada(PERMUTION). Agitador de hélice IKA RW 20, Espectrofotémetro (Shi-
madzu UV-1800), Seringa (INJEX 5 ml), Agulha (BD 1,20 x 40 mm) e Microscépio
optico (STUDAR).

2.2 METODOS

As microparticulas de alginato-quitosana (MP1) foram preparadas a partir do
gotejamento da fase 1, composta por 0,5 % de alginato de sddio e 2g de solucao
aquosa de azul de metileno 1% sobre a fase 2, composta por solugédo 1,0 % de CaCl,,
e 0,3% de quitosana previamente solubilizada em acido acético 1% . O gotejamento
é feito em angulo de 90°, a 6¢cm de altura sob agitacéo a 200 rpm, utilizando uma se-
ringa. A relacdo da fase 1 e fase 2 é de 1:1 (v/v). O sistema permanece sob leve agi-
tacdo de 70 rpm por 30 minutos. As microparticulas sao recuperadas por tamizacéao,
eliminando-se todo excesso de agua e pesadas para verificar o rendimento.

Adicionou-se aproximadamente 5g de microparticulas em 500 mL de tampao
acido cloridrico de pH 1,5. A solugao tampao foi doseada periodicamente por espec-
trofotometria no UV a 655 nm por 24h.

As microparticulas de alginato-quitosana-sodio (MP2) foram preparadas de
forma idéntica as microparticulas (MP1) descritas anteriormente, com adicdo de clo-
reto de sodio a fase 2 na proporgéo de 1:4 (p/p) de CaCl, e NaCl respectivamente. O
doseamento também foi realizado de forma idéntica as da (MP1).

Foi feita uma curva de calibragcado de azul de metileno de 7 pontos no espectro-
fotdmetro e feita as medidas de absorbéancia das amostras em A=655 nm.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os métodos descritos neste trabalho produziram particulas entre 1 e 2mm, es-
féricas e com distribuicdo de tamanho homogénea. Dependendo da velocidade do
agitador, posicionamento da seringa e altura da agulha sobre a fase 2, podem ocorrer
deformacgdes na morfologia das microparticulas, desde alongada até achatada. O ta-
manho das particulas depende principalmente da viscosidade do alginato e do calibre
da agulha.

Diferentes métodos de formagcdo de microparticulas resultam em variacdes
na quantidade de fixacdo de quitosana, que influenciam nas propriedades fisicas,
permeabilidade e propriedades superficiais das mesmas. As microparticulas (MP1)
de alginato de calcio-quitosana foram feitas pelo processo de um estagio, no qual a
solugdo de alginato de sodio é gotejada em solugéo de calcio contendo quitosana.
Este método apresenta maior capacidade de fixagcdo da quitosana nas microparticu-
las, quando comparadas as de alginato-Ca mergulhadas, posteriormente, na solugao
de quitosana (GASEROD; SMIDSROD; SKJASK-BRAEK, 1998).

A presenga de Na* na solugdo de CaCl, no processo de obteng&o das micro-
particulas (MP2), resultou num rendimento de producéao cerca de 20% maior que o
processo sem sodio (MP1).
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Segundo Gaserod, Smidsrod e Skjak-Braek (1998), a presenca de ions Na*
na solugéo de CaCl,, favorece a formagao de microparticulas mais homogéneas, que
possuem maior capacidade de ligagdo com a quitosana durante a reticulacdo em 24

horas.

A quantidade de fixagao de quitosana na reticulacdo tem se mostrado fortemen-
te dependente do processo de formacgao das particulas. As microparticulas homogé-
neas exibem menor concentragcao de polimero na superficie, que as nao-homogéne-
as, mostrando maior fixacdo de quitosana, em funcédo do didmetro maior dos poros
obtidos na forma homogénea (GASEROD; SMIDSROD; SKJASK-BRAEK, 1998).

O tampao acido cloridrico de pH 1,5, simula o ambiente géastrico, permitindo
analisar a liberagcédo de principios ativos, bem como o comportamento da micropar-
ticula em si nesta condicdo. O perfil de liberagdo de azul de metileno é influenciado
também com a presenca do ion Na*na formagao das microparticulas.

TU et al.(2005) realizaram o estudo das caracteristicas de encapsulamento e
liberacdo de microparticulas de alginato-Ca em meio acido pH 1,5, simulando fluido
gastrico e em agua destilada, utilizando como modelo de substancia hidrossoluvel, o
azul de metileno, e a 4-fenilazoanilina como modelo de substancia hidrofébica.

O azul de metileno em fluido gastrico simulado (0,1 N HCI) foi quase completa
em 5 minutos, enquanto a liberagdo do 4-fenilazoanilina foi lenta em 0,1 N HCI.

Em agua, a liberagéo do azul de metileno foi incompleta em agua (65%); ob-
servou-se a completa liberagdao na presenca de NaCl. A ordem de liberagdo do azul
de metileno foi HCI > solugcdo de NaCl > agua. A liberacdo do azul de metileno é
controlada por processo de difusdo. A dissolugao incompleta do azul de metileno das
microparticulas de alginato em agua pode ser em funcéo da interacéo i6nica com
consequente manutencao da estrutura da microparticula durante o tempo de estudo
da liberagao.

Dohnal e Stepanek (2010) avaliaram a liberacao de azul de metileno e vitamina
B12 de microparticulas de alginato-Ca em funcdo da concentracao de alginato. Os
pesquisadores concluiram que o coeficiente de difusdo do soluto depende da concen-
tracao do alginato no gel e das caracteristicas deste alginato, como peso molecular e
relacdo guluronato/manuronato na estrutura polimérica.

Concluiu que a capacidade de controlar tamanho e formato da microcapsula,
combinado com o conhecimento da efetiva difusibilidade do soluto sobre uma concen-
tracao de alginato, pode ser usado para um design racional de microcapsulas, isto é,
tomar decisbes sobre formulagao e parametros de processo necessarios para adquirir
um perfil de liberacdo requerido de uma determinada substéncia a ser encapsulada.

O azul de metileno foi escolhido para representar farmacos hidrofilicos de baixo
peso molecular com 319.85 g/mol (USP, 2009), por possuir metodologia de dosea-
mento farmacopeica de aplicagcao pratica e por facilitar a vizualizacdo em bancada do
seu encapsulamento.

O doseamento de azul de metileno na solugédo de reticulacéo (fase 2) apre-
sentou valores de absorbancia de 0,614 para MP1 e 0,627 para MP2, sugerindo um
rendimento de encapsulamento semelhante, sendo o perfil de liberagdo mostrado no
grafico 1 que expressa as absorbancias em fungcéao do tempo.
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GRAFICO 01 — Perfil de liberagdo de azul de metileno a partir de
microparticulas de alginato-quitosana, com e sem adicdo de sddio.

A liberacéo do azul de metileno ocorreu de forma gradativa e sustentada, apre-
sentando perfil muito semelhante entre os dois métodos. As microparticulas liberaram
grande parte de seu conteudo, em aproximadamente 30 minutos. Este tempo é su-
perior ao obtido no trabalho de Tu et al. (2005), em que quase todo azul de metileno
em meio acido foi liberado em cerca de 5 minutos o que sugere que a reticulagdo com
quitosana auxilia no processo de controle de liberagdo. Com adicao de NaCl no meio
acido, perceberam aumento no tempo de liberagao.

Os dados obtidos de literatura como o método de um estagio, a presenca de s6-
dio na solucéo reticulante, a porosidade da microparticula, maior fixacdo de quitosana
em presenca de sodio, maior interagao idnica, menor coeficiente de difusao, suportam
o resultado obtido de MP2 e apresentado neste trabalho.

4. CONCLUSOES

As microparticulas de alginato MP2, com adicdo de sdédio e quitosana, mostr-
aram-se promissoras para a liberagao controlada de farmacos de baixo peso molecu-
lar em meio gastrico.

Para a otimizacao do processo de encapsulamento de farmacos de baixo peso
molecular, deve-se buscar técnicas, concentracbes e associagdes que prolonguem o
tempo de contengao dos mesmos, melhorado de perfil de liberacdo em ambiente de
pH acido.

Os métodos utilizados neste trabalho mostraram ser uma alternativa para o
desenvolvimento de formas farmacéuticas de liberacdo sustentada em pH extremo,
como o encontrado no estdbmago, demonstrando que seu uso nessa faixa de pH pode
ser proposto para o caso de farmacos de baixo peso molecular.

Sugere-se como préxima etapa de estudos a continuidade do aprimoramento
de métodos de obtencdo das microparticulas de alginato, utilizando a quitosana e
NaCl para otimizar o perfil de liberagcdo de substancias de baixo peso molecular a
serem encapsuladas.
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