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Resumo

Com os rapidos avangos na area da biotecnologia, as proteinas e farmacos peptidicos
tém vindo a afirmar-se como uma classe de agentes terapéuticos cada vez mais importante.
Contudo, apesar de serem extremamente activos e especificos nas suas func¢des, a maior
parte deles ndo sao activos quando administrados por via oral. De facto, a via oral cons-
titui um sério obstéculo devido as barreiras fisicas e enzimaticas do tracto gastrointestinal
superior.

Como a administrac&o convencional ndo providencia uma libertacéo controlada ou di-
reccionada, a biodisponibilidade oral pode ser melhorada recorrendo-se a outras formas de
administracdo. As microesferas de polimeros degradaveis tém sido alvo de muitos estudos
e constituem um sistema vantajoso uma vez que podem ser injectadas ou ingeridas, formu-
ladas para produzirem um determinado perfil de libertacéo ou atingirem um alvo especifico.

Em combinacdo com os métodos de microencapsulacao, a libertacdo especifica no co-
lon tem sido extensivamente investigada. Embora a mucosa do célon ndo seja o local mais
apropriado para a absorcéo, esta regido apresenta vantagens para a absorcéo de peptideos
devido ao transito intestinal lento e ao baixo nivel de peptidases. Esta abordagem permitiria
uma reducéo da quantidade de farmaco administrada, de efeitos adversos e um aumento da
biodisponibilidade oral. A maioria dos sistemas utilizados baseiam-se nas variacdes de pH,
do transito intestinal relativamente constante ou na degradacdo enzimatica pelas bactérias
do célon, mas os ultimos parecem ser 0Ss mais promissores.

A pectina, um polissacarideo natural, € resistente as proteases mas degradada pela flora
bacteriana do célon. Sob a forma de pectinato de célcio, tem sido utilizada em peliculas,
comprimidos e microesferas. Neste trabalho, propomos a preparacdo de microesferas de
pectinato de calcio por um método de emulsificagdo/gelificacdo interna como estratégia

para aumentar a biodisponibilidade oral de proteinas ou farmacos peptidicos.



Abstract

With the rapid advances in the field of biotechnology, proteins and peptide drugs are
increasingly becoming a very important class of therapeutic agents. However, even though
these drugs are highly potent and specific in their physiological functions, most of them are
generally not therapeutically active by oral administration. In fact, the oral route presents a
severe obstacle for peptide drugs due to the physical and enzymatic barriers of the superior
gastrointestinal tract.

As conventional oral drug administration does not usually provide rate-controlled rele-
ase or target specificity, an important strategy to improve oral bioavailability is the resort
to other dosage forms or formulations. Microspheres prepared from degradable polymers
have been thoroughly studied and constitute an advantageous system because they can be
injected or ingested, tailored for desired release profiles and provide organ-targeted release.

In combination with the microencapsulation methods, the colon specific delivery has
been extensively studied. Although the surface area of the colon is not ideal for absorption,
it appears to have some advantages for peptide absorption owing to slow transit and a lower
level of peptidases than ileum. Therefore, the specific colonic delivery of drugs would allow
either the reduction of the total administered dose to the patient, decreasing the possible side
effects or the improvement of the oral bioavailability of the drug. Most systems used rely
on the variation of the pH value through the gastrointestinal tract, the relatively constant
small intestine transit time and enzymatic degradation by colonic bacteria, although the
latter approach appears to be more promising.

Pectin, a natural polysaccharide, is resistant to proteases whereas it is digested by the
bacterial flora of the colon. In the form of calcium pectinate, it has been formulated into
films, compressed tablets and microspheres. In this work, we propose calcium pectinate mi-
crospheres prepared by an emulsification/internal gelation method as a strategy to increase

the oral bioavailability of protein or peptide drugs.
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Capitulo 1

INTRODUCAO

Os progressos na area da biotecnologia, nomeadamente o desenvolvimento de protei-
nas recombinantes, proporcionaram um aumento da utilizacdo de proteinas purificadas para
propositos farmacéuticos. Os peptideos e proteinas sdo moléculas de elevado peso mole-
cular relativamente aos farmacos convencionais, geralmente instaveis, dificeis de analisar
nos fluidos corporais e a sua passagem através das membranas bioldgicas é relativamente
complexa. Assim sendo, os farmacos deste tipo que estdo comercialmente disponiveis sao
normalmente administrados parenteralmente ou sob a forma de implantes poliméricos.

A via oral €, sem davida, a mais popular forma de administracdo de farmacos, pelo
gue tém vindo a ser desenvolvidas estratégias que permitam promover e optimizar a sua
utilizacdo. Esta via de administracdo apresenta diversos e complexos obstaculos a absor¢éo
de proteinas e farmacos peptidicos devido a existéncia de barreiras fisiologicas e enzima-
ticas no tracto gastrointestinal, pelo que a biodisponibilidade oral destes agentes é muito
reduzida.

O acesso a circulagéo sistémica atraves da absorcéo no célon representa, portanto, uma
forma de administrar peptideos, farmacos proteicos e farmacos pouco absorvidos no tracto
gastrointestinal superior. Além disso, para o tratamento de doencas caracteristicas do tracto
gastrointestinal inferior, como a doenca de Crohn, as colites ulcerosas ou cancro do cdlon,
a vectorizagcdo do farmaco ndo so permite diminuir a dose administrada como também
pode reduzir a incidéncia de efeitos adversos associados. O fluido colénico ndo € acidico

e contém niveis baixos de enzimas proteoliticas responsaveis pela destruicdo dos farmacos
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peptidicos. Além disso, contém um elevado nimero de enzimas que degradam especifica-
mente um grande ndmero de polissacarideos.

A combinacéao de diferentes estratégias que permitam transpor simultaneamente as bar-
reiras fisica e enzimética do tracto gastrointestinal, possibilita 0 aumento da biodisponi-
bilidade de proteinas e farmacos peptidicos administrados por via oral. O trabalho que
aqui apresentamos associa a encapsulacdo em microesferas com um polissacarideo cuja
propensao de vectorizacdo para o colon tem sido extensivamente estudada.

Quando comecamos a desenvolver este projecto, pretendiamos preparar microesferas
de pectina pelo método de emulsificagdo/gelificacao interna partindo do trabalho que tem
vindo a ser realizado no nosso Laboratoério de Investigagdo com um outro polimero natural,

o alginato. No entanto, a mudanca de polimero determinou que fosse alterado um conjunto
de condi¢des fundamentais (pH das solucdes, concentracdo do polimero, quantidade do
agente reticulante, etc.) para a obtencdo de microesferas. Para o desenvolvimento deste
trabalho, optamos pela albumina sérica bovina como farmaco modelo.

Esta dissertacdo esté organizada da seguinte forma: no segundo capitulo, consideramos
guestdes relacionadas com a administracao oral de proteinas e farmacos peptidicos e a
libertacéo especifica no célon como estratégia para aumentar a biodisponibilidade daqueles
tipos de farmacos. No terceiro capitulo, introduzimos o polissacarideo em estudo e fazemos
uma revisdo do trabalho que tem sido publicado no que diz respeito as suas aplicacdes
na administragdo especificamente direccionada ao célon. No quarto capitulo, recordamos
alguns conceitos e técnicas em microencapsulacdo dando especial atencéo ao fenémeno de
gelificacdo. No quinto capitulo descrevemos 0s métodos experimentais utilizados. No sexto
capitulo apresentamos e discutimos os resultados obtidos. No sétimo capitulo referimo-nos

as conclusdes gerais deste trabalho.



Capitulo 2

ADMINISTRACAO ORAL DE PEPTIDEOS E LIBERTACAO
ESPECIFICA NO COLON

Até a década de 60 pensava-se que 0s peptideos e proteinas eram completamente di-
geridos no tracto gastrointestinal antes que pudesse ocorrer alguma absor¢cao. Entretanto,
apos estudos de deteccgdo de anticorpos, da determinacao sérica directa de proteinas admi-
nistradas oralmente ou experiéncias com tecidos isolados, sabe-se actualmente que peque-
nas quantidades intactas de peptideos ou proteinas podem entrar na circulacédo (Langguth
et al., 1997). Numerosos estudos com um conjunto de farmacos peptidicos, alguns efec-
tuados em humanos mas a maior parte em animais de laboratorio, também revelaram que
somente pequenas quantidades destes farmacos sdo absorvidos no tracto gastrointestinal
apos administracdo oral, devido ao metabolismo luminal, das microvilosidades e do citosol
e a presenca de barreiras a difuséo (Fix, 1996b; Rubinstein et al., 1997).

Entretanto, as proteinas e peptideos afirmaram-se como uma classe importante de far-
macos terapéuticos (Lai e Topp, 1999). A sua susceptibilidade a degradacéo quimica con-
tinua, todavia, a representar um desafio ao desenvolvimento de formas farmacéuticas esta-
veis.

Neste capitulo pretendemos rever algumas nocdes anatomicas e fisioldégicas sobre o
tracto gastrointestinal, expor algumas questfes relativas a administracdo oral de proteinas

e farmacos peptidicos e descrever aspectos associados a sua libertacdo especifica no cdlon.
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2.1 O tracto gastrointestinal

2.1.1 Aspectos anatémicos e fisiol6gicos
Descricao

O estdbmago esta situado na parte superior da cavidade abdominal, entre a parte terminal
do eséfago e o inicio do duodeno, por cima do célon transverso e do mesodfancio
do estbmago é em parte mecéanica, executada pela musculatura externa, e em parte quimica,
regulada pela presenca de glandulas na mucosa.

O intestino delgado compreende a porcao do tubo digestivo que se estende do estbmago
ao intestino grosso, com um comprimento total de aproximadamente 6 m. Esté delimitado,
em cima, pelo piloro e, em baixo, pela valvula ileocecal e divide-se em trés porc¢des: o duo-
deno, o jejuno e o ileo. Sendo um 6rgéo de digestao e absorcéo, o intestino delgado possui
uma microestrutura complexa composta por vilosidades e microvilosidades que proporcio-
nam uma elevada area de superficie.

O intestino grosso estende-se desde a valvula ileocecal ao anus e é constituido pelo
cego, apéndice ileocecal, célon ascendente, transverso, descendente e sigmoide e recto.
Tem cerca de Fm de comprimento, uma area de superficie de cerca de 1308 am
seu diametro varia de aproximadament@@n no regido do cego a@cm no colon sig-
moide (Hastewell et al., 1991).

Do ponto de vista da sua composi¢cao anatémica, o tracto gastrointestinal é constituido
por quatro camadas sobrepostasessa uma camada muito vascularizadanascular
composta por dois planos de musculo lisgsulbmucosaconstituida essencialmente por
dois feixes de tecido conjuntivo; eraucosa uma camada continua ao longo de todo o
tracto gastrointestinal (Testut e Latarjet, 1949). Esta ultima camada possui uma face ex-
terna, aderente a submucosa, e uma face interna de constituicdo diferente de acordo com as

diversas regides do tracto gastrointestinal.

LEntende-se por mesocélon a parte do peritoneu pela qual o colon estéa ligado & parede abdominal.
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Em toda a sua extensdo, a mucosa gastrica apresenta pregas longas e onduladas cuja
direccdo é a do eixo do estbmago e outras mais pequenas orientadas em direc¢des cruza-
das. Podem ainda encontrar-se sulcos circulares que dividem a superficie em pequenos
departamentos, mais ou menos irregulares, que sdo as Unicas saliéncias existentes na mu-
cosa (Testut e Latarjet, 1949).

No intestino delgado, a mucosa apresenta uma consisténcia menos espessa e uma es-
trutura bastante complexa. E na face externa que se encontram as valvulas coniventes,
vilosidades, formacdes linfoides e orificios glandulares (Testut e Latarjet, 1949).

A anatomia do intestino grosso reflecte as suas fungdes primarias: a reabsorcéo de agua
e sais e a acumulacéo e excrecdo das substancias que nao foram absorvidas. A eliminacao
destas substancias sob a forma de fezes é facilitada pela secrecdo de muco pelas células
caliciformes localizadas na mucosa. O muco actua como lubrificante e protege a mucosa
da agressao dos conteudos semi-solidos. A mucosa do célon € mais espessa e resistente e
forma pregas irregulares que desaparecem quando a parede intestinal se distende. Como
nao contém vilosidades, a sua superficie lisa absorptiva € apenas cerca de 3% da superficie

do intestino delgado (Wynsberghe et al., 1995).

Variacao do pH

Em condic&o de jejum, o pH no estbmago varia &5@& 20. O tamponamento e dilui-
cao do acido é produzido pela ingestao de alimentos e o pH aumenta &téeéta subida
de pH provoca um aumento da secrecao gastrica, que repde a acidez num periodo de 30 a
45 minutos. O suco gastrico é seguidamente neutralisado no duodeno, onde o pH aumenta
rapidamente até atingir um valor deb5na porcéo jejunal. Na regido proximal do célon o
pH encontra-se entre 5 eH aumentando ligeiramente ao longo do intestino at& 60
ambiente no cego e colon ascendente é geralmente mais acidico que no intestino delgado,
mas na zona mais distal o pH volta a subir até & (Healey, 1989). A variabilidade de
valores de pH ao longo do tracto gastrointestinal € um factor importante para a natureza da

flora bacteriana, como veremos na secgao seguinte.
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Motilidade

No tracto gastrointestinal ocorrem dois tipos de movimentos basicos: 0s propulsivos,
gue obrigam os alimentos a mover-se ao longo do aparelho digestivo, e os de mistura, que
mantém o conteudo intestinal constantemente misturado. O movimento propulsivo basico
do tracto gastrointestinal designa-se peristaltismo Quando uma quantidade de alimen-
tos se acumula em qualquer parte do intestino, o estiramento da parede intestinal estimula o
sistema nervoso entérico e surge um anel contractil que inicia 0 movimento peristaltico. Os
movimentos de mistura variam nas diversas partes do tubo digestivo. Em algumas regifes
sdo as proprias contraccdes peristalticas que conduzem a mistura, e noutras@®&o as
traccOes constritivas locais ou contracgOes de segmentggéanisturam e segmentam o
conteudo intestinal (Guyton e Hall, 1998).

A medida que o eso6fago vai conduzindo os alimentos para o estémago, através do que
se designa por umanda peristéltica esofagi¢a transmitida umanda de relaxamento
responsavel por preparar o estbmago para a recepcao dos alimentos, e que precede a onda
peristaltica (Guyton e Hall, 1998). Uma vez no intestino, o quimo distende a parede intesti-
nal e segue-se uma série de contrac¢cdes de segmentacao localizadas. Séo estas contrac¢cées
espacadas que promovem a mistura dos alimentos com as secrec¢des intestinais. Simulta-
neamente, o quimo é impelido ao longo de todo o intestino delgado pelas, ja mencionadas,
ondas peristalticas. Ao contrario do esvaziamento gastrico, cujo tempo varia com a quan-
tidade de alimentos ingeridos e com o tamanho da forma sélida, o transito no intestino
delgado é relativamente constante. Em condi¢cdes normais, o quimo demora entre 3 a 5 ho-
ras a deslocar-se do piloro a porc¢ao final do intestino. A passagem de uma forma soélida do
intestino delgado para o célon é controlada por um esfincter localizado na juncéo ileocecal,
gue também tem a fungéo de prevenir o refluxo dos conteddos colénicos. Como ndo séo
necessarios movimentos intensos para a execucéo das funcdes do colon, os movimentos
nesta regido sdo normalmente lentos mas com caracteristicas semelhantes as do intestino

delgado (Guyton e Hall, 1998). O movimento ao longo do célon é também intermitente e
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provocado por contrac¢fes dos anéis, que segmentam o contetdo colénico e 0 empurram
em direccdo ao recto. Este processo de transporte entre o cego e o anus pode demorar de
24 a 48 horas (Fell, 1992).

Actividade enzimatica

A actividade enzimatica inicia-se no estbmago por ac¢ao da pepsina, que resulta da
activacao do pepsinogénio pelo HCI e converte as proteinas em polipeptideos.

No intestino delgado, as enzimas proteoliticas pancreaticas quebram diferentes liga-
¢Oes peptidicas, produzindo aminoacidos e pequenos peptideos. O tripsinogénio € acti-
vado e convertido em tripsina e enteroquinase. Por seu lado, a pepsina activa e transforma
0 quimotripsinogénio e a pro-carboxipeptidase em quimotripsina e carboxipeptidase. As
aminopeptidases convertem os peptideos em aminoacidos; as lipases séo responsaveis pela
degradacéo de gorduras em glicerol e acidos gordos e as amilases transformam os hidratos
de carbono em acucares simples (Wynsberghe et al., 1995).

As secrec¢des no célon sdo sobretudo mucos cuja principal fungéo é dar a consisténcia

necessaria ao bolo fecal, lubrificar e proteger a mucosa colénica.

Populacao bacteriana

A populacéo bacteriana no tracto gastrointestinal superior é diminuta e € composta por
espécies resistentes a ambientes acidos, com@iabic lactobacillie Streptococci A
escassez de bactérias no tracto gastrointestinal superior parece dever-se a composi¢cao do
meio luminal, que elimina a grande parte de microrganismos ingeridos, e aos movimentos
propulsivos na direccdo do ileo, que impede uma colonizagéo constante (Guarner e Mala-
gelada, 2003; Sinha e Kumria, 2003).

Ja no célon existe um ecossistema microbiano complexo e dindmico com uma densi-
dade de bactérias muito elevada, cuja concentracéo pode atingia 10+ células/g de

contdido luminal. Existem mais de 400 espécies de bactérias diferentes e resultados de
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estudos de analise bacterioldgica mostram que a populacdo anaerdbia € de 100 a 1000 ve-
zes superior a aerébia. Entre elas podemos citar os géBactaroidesBifidobacterium
Eubacterium PeptococcusPeptostreptococcu€lostridiume Ruminococcugue sao pre-
dominantes enquantéscherichia Enterobactey EnterococcusKlebsiella Proteus Fu-
sobacteriume Lactobacilluspertencem ao género subdominante (Guarner e Malagelada,
2003). Esta microflora produz os seus proprios recursos energéticos através da fermentacao
de diversas substancias (oligo- ou polissacéaridos) enddgenas ou exdégenas que ndo foram
completamente digeridas no intestino delgado. A actividade enzimatica tipica processa-se
no espaco extracelular e, em principio, num meio com pH neutro a alcalino. Como o pH é
acido no cdélon ascendente e aumenta de forma gradual no célon transverso e descendente,

a actividade proteolitica aumenta distalmente (Rubinstein et al., 1997).

2.2 A administracio oral de peptideos

Os peptideos ou farmacos peptidicos sdo conjuntos de aminoacidos unidos por ligacdes
peptidicas. Consideram-se peptideos pequenos aqueles que contém menos de 8 aminoaci-
dos. Os farmacos peptidicos que pertencem a este grupo incluem o enalapril, lisinopril e
analogos das hormonas libertadas pela tirdide. O termo farmaco polipeptidico refere-se a
farmacos peptidicos com 8 ou mais aminoacidos e inclui a ciclosporina, leuprolina e lulibe-
rina. As proteinas sao peptideos grandes. Os farmacos polipeptidicos que contenham entre
50 a 2500 aminoacidos designam-se por farmacos proteicos e incluem ainsulina, hormonas
de crescimento e interferons. De acordo com a sua actividade, os peptideos ou farmacos
peptidicos podem ser classificados em enzimas, hormonas, inibidores enziméaticos, agentes
microbianos, agentes imunomodeladores e vacinas (Zhou e Po, 1991a).

As vias nao-parenterais possiveis para a administragéo de peptideos ou farmacos pro-
teicos incluem as vias ocular, bucal, nasal, vaginal, rectal, transdérmica e oral. Na auséncia
de substancias que promovam a sua absorcéao, estas vias, apesar de mais comodas para 0s

doentes, sdo geralmente menos eficazes do que as parenterais. Sabia-se que alguns pepti-
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deos de baixo peso molecular poderiam ser administrados através da via nasal, mas foi a
publicacéo de um trabalho que anunciava a administracao oral de insulina em humanos que
reconduziu a atencéo para a administracéo de peptideos terapéuticos por aquela via (Davis,
1990).

A via oral é, por diversos motivos, a mais popular forma de administracéo de farmacos.

A adesdao do doente ao tratamento é uma das vantagens mais importantes, principalmente
em terapias de longa duracéo como acontece para os farmacos peptidicos. Por outro lado,
a maximizagao da biodisponibilidade tem como consequéncia uma reducdo dos custos,
especialmente se a producéo dos farmacos for dispendiosa.

Todavia, a biodisponibilidade oral dos peptideos é reduzida devido a actividade enzi-
matica que gera uma degradacao pré-sistémica intensa, pelo que novas estratégias tem sido
desenvolvidas para proteger aqueles agentes até ao local onde devem ser libertados. A
ciclosporina, por exemplo, sO é activa por via oral se for administrada numa formulacao
azeite/glicéridos mas os motivos do aumento da biodisponibilidade (apesar de muito va-
ridvel) desta molécula nesta formula¢do em particular ndo estéo esclarecidos. Para outros
peptideos ou proteinas ainda ndo estdo comercialmente disponiveis sistemas orais especi-
almente formulados para superar as barreiras fisicas, fisioldgicas e metabdlicas do tracto
gastrointestinal ou para satisfazerem as necessidades farmacoldgicas de moléculas especi-
ficas (Smith et al., 1992).

2.2.1 Obstaculos a absorcéo
Estabilidade fisica e quimica

Independentemente da forma farmacéutica, a decomposi¢éo dos farmacos peptidicos e
proteinas constitui um problema. As alteracdes nao-enzimaticas podem ser do tipo fisico
ou quimico. Nas primeiras estdo compreendidas a desnaturacdo, agregacao e precipita-
¢ao, geralmente induzidas por elevadas concentragdes de co-solventes usados em algumas

formulagbes. A perda de conformagéo ndo s6 conduz a uma fraca absor¢cdo como tam-
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bém contribui para a perda de actividade. As altera¢gfes quimicas inclestinainacao,

desamidacéo, troca dissulfeto, racemizacgéo e oxidagéo (Zhou e Po, 1991a).

Degradagédo enzimatica

O pH éacido do estbmago comeca por provocar a ruptura de algumas ligacdes internas
gue determinam a estrutura tridimensional das proteinas e peptideos. O ataque enzimético
€ iniciado pela pepsina, seguindo-se reaccdes de hidrélise nas quais participam, princi-
palmente, as peptidases das microvilosidades. Os pequenos peptideos resultantes destas
reaccdes sdo posteriormente hidrolisados por ac¢éo das enzimas intestinais existentes nas
microvilosidades e no citosol. As peptidases mais relevantes que se encontram na mu-
cosa intestinal sdo a leucinoaminopeptidase, aminotripeptidase, angiotensinase, glicilglici-
nodipeptidase, deaminopeptidase, serinocarboxipeptidase e aminopeptidases. No colon, a
protedlise € muito menos intensa e as enzimas da flora microbiana séo as principais respon-

saveis pela actividade enzimatica.

Permeabilidade da mucosa

Um dos motivos da baixa biodisponibilidade dos farmacos peptidicos apds administra-
cdo oral é o fraco transporte através da mucosa intestinal. Por comparacao com a mucosa
intestinal dos ratos, pode considerar-se que o raio dos poros da mucosa intestinal € cerca de
4A (Zhou e Po, 1991b) e, portanto, a capacidade dos farmacos proteicos de elevado peso
molecular ou muito hidrofilicos atravessarem o epitélio intestinal é limitada.

O mecanismo pelo qual a maior parte dos pequenos peptideos atravessam as células
do epitélio intestinal € do tipo transcelular, resultante de um transporte activo, passivo, por
endocitose ou por via intercelular. Porém, para peptideos maiores e proteinas, o transporte
para o interior das células da mucosa intestinal inclui a passagem através das juncdes para-
celulares, de forma ndo especifica e com menor niumero de barreiras fisicas e metabdlicas.

A passagem pelas juncdes apertadas e pelo espaco intersticial tem uma natureza hidrofilica,
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sendo o transporte principalmente limitado pelo tamanho e/ou carga destas juncdes (Sarci-
aux et al., 1995).

Outro mecanismo de absorcéo € a endocitose mediada por receptores. Neste caso, a
sua captacédo podera ser inibida pela competicdo de outros peptideos, especialmente os que
resultam da digestdo dos alimentos. Além disso, a hidrélise intracelular que se segue a
captacao geralmente diminui a quantidade de peptideos intactos que atravessam a mem-
brana basolateral das células (Smith et al., 1992).

A via de transporte mais provavel para as proteinas grandes é a transcitose, que consiste
na internalizacdo de vesiculas endociticas impedindo a fusdo com organelos lisossomais.

A maioria dos estudas vivo ndo identificaram quais os tipos de células do epitélio in-
testinal envolvidos no transporte especifico de peptideos e proteinas. Parece, contudo, que
as células M que revestem as placas de Peyer estardo envolvidas no transporte transepitelial
de quantidades limitadas de algum conteudo luminal as celulas do sistema imunitario. In-
felizmente, embora as placas de Peyer compreendam até 25% do total da mucosa em algu-
mas regides do tracto gastrointestinal, a informacao disponivel relativamente a quantidade
de macromoléculas que entram na circulacao sistémica por esta via € ainda escassa (Smith
etal., 1992).

No cdélon, os mecanismos de transporte para os ides sao do tipo activo bi-direccional ra-
pido e especifico através da camada epitelial. Ao contrario do intestino delgado, parece néao
existir documentacéo sobre transportadores activos para nutrientes organicos e, portanto, a
probabilidade de moléculas grandes ou farmacologicamente activas serem ali absorvidas &
baixa (Mackay et al., 1997). Por exemplo, a BSA foi utilizada para estudar as diferengas
de absorc¢éo ao longo do tracto gastrointestinal e verificou-se que o célon absdr3%u 0
da BSA intacta enquanto que no intestino delgado a absorcaorfd (Friend, 1991).

Vérias revisdes sobre a absorcéo oral de peptideos e proteinas foram ja publicadas (Smith
etal., 1992). Os mecanismos de absorcdo, em particular, também foram documentados em
termos do transporte intestinal paracelular (Nellans, 1990), transporte transcelular (Burton

et al., 1991) e vias endociticas (Shen et al., 1990).
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Tempo de contacto

A fraca absorcao também pode ser parcialmente atribuida a um tempo de contacto curto

entre a superficie absorvente e a molécula.

2.2.2 Estratégias gerais para optimizacao da absorcao

Vimos até agora que além do metabolismo de primeira passagem e ddeamsance

rapida, a administracéo de peptideos e proteinas acarreta problemas especificos de estabili-
dade, susceptibilidade a protedlise e, de modo geral, incapacidade para atravessar as mem-
branas ou outras barreiras biologicas cuja funcéo é, precisamente, impedir selectivamente
a passagem deste tipo de moléculas. A solucdo para uma administracéo oral eficiente esta
em encontrar uma maneira de estas moléculas atravessarem o epitélio intestinal de forma
segura e reprodutivel e, seguidamente, transpor esse conhecimento para formular uma com-
posicao estavel, reproductivel e transponivel a escala industrial a um custo aceitavel (Smith
et al., 1992). Nas seccdes seguintes apresentamos algumas das estratégias que tém sido
utilizadas para o aumento da biodisponibilidade oral de farmacos, incluindo os peptideos e

proteinas.

Modificacdo quimica

Uma das estratégias para aumentar a estabilidade e lipofilicidade € a modificagcao qui-
mica. A forma conformacional dos peptideos € modificada, aumentando-se a sua estabili-
dade e permeabilidade através da membrana celular (Zhou, 1994). Esta é uma alternativa
especialmente importante na proteccao de peptideos de pequenas dimensdes (com cerca de
10 aminoacidos) (Zhou e Po, 1991a), sem perda significativa de actividade biologica. No
entanto, para moléculas maiores, o resultado € menos estimulante provavelmente devido a

complexidade das suas estruturas (Fix, 1996a).
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Inibicdo enzimatica

Uma forma de evitar a degradacao pré-sistémica pelas enzimas é a administracédo con-
junta de inibidores enziméticos. Consoante o tipo de protease e a sua localiza¢édo a nivel
subcelular, assim sera escolhido o inibidor.

De acordo com a sua estrutura quimica, os inibidores enziméticos podem ser classifica-
dos em aminoacidos e aminoacidos modificados, pouco téxicos mas extensivamente dilui-
dos nos fluidos intestinais sendo necessaria a utilizagdo de quantidades elevadas; peptideos
e peptideos modificados; polipeptideos, com baixa toxicidade e forte actividade inibitoria;

e inibidores ndo-aminoacidos, muito potentes mas altamente toxicos (Silva et al., 2002).
Além das categorias mencionadas, existem ainda agentes complexantes, cuja actividade
inibitoria resulta da capacidade para captarem ides bivalentes que sdo cofactores de muitas
proteases (Silva et al., 2002).

Ao uso prolongado destes agentes inibidores estdo associados efeitos toxicos e danos
directos na mucosa intestinal. Além disso, a prépria ac¢éo inibidora pode provocar distur-
bios, estimulando a secrec¢éo de proteases via um mecanideedtbaclnhegativo. Conse-

guentemente, o risco de diversos efeitos toxicos € muito grande (Bernkop-Schnirch, 1998).

Promocéao da absorgéo

A solucédo mais simples para superar a fraca permeabilidade é a administracdo conjunta
de promotores de absorcao (Zhou e Po, 1991a), como por exemplo o EDTA, salicilatos,
surfactantes, sais biliares, acidos gordos e ureias ciclicas insaturadas. O efeito desejado na
accao do promotor, que deve apresentar compatibilidade e especificidade para o peptideo,
€ uma reaccdao rapida e reversivel de aumento do tamanho dos poros da membrana da mu-
C0sa, seguida da breve recuperacao das fungées normais de barreira (Zhou e Po, 1991b). As
proteinas e peptideos sdo substancias muito reactivas e, por isso, é importante que as suas
actividades quimica, biolégica e conformacional ndo sejam comprometidas pela presenca

do promotor de absorcdo. A maior parte dos peptideos também possuem um tempo de
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semi-vida reduzido em ambientes como o do tracto gastrointestinal e, portanto, uma rapida
absorcao é essencial para que a concentracdo plasmatica seja significativa. A reversibili-
dade do efeito € uma questdo importante no que diz respeito aos aspectos toxicoldgicos.
A perturbacédo das funcdes de barreira das células pode facilitar a absor¢cdo nao-especifica
de toxinas ou outras substancias que conduzam a efeitos adversos. Contudo, mesmo que
incorporados em formulagbes contendo um agente promotor com actividade demonstrada
para moléculas mais pequenas e organicas, a absorcdo de proteinas ou farmacos peptidicos

ainda é muito baixa (Fix, 1996b).

Formas farmacéuticas

Outra opgéao é recorrer a sistemas de administracdo como as emulsdes (Singh et al.,
1997; Shively, 1997), microemulsdes (Sarciaux et al., 1995; Yang e Benita, 2000), lipos-
somas (Weiner, 1994; Meyer et al., 1994; Walde e Ichikawa, 2001; Colletier et al., 2002),
nanoparticulas (Florence et al., 1995; Florence, 1997; Allémann et al., 1998; Jung et al.,
2000; Sakuma et al., 2001) ou microparticulas (Florence, 1997; Putney, 1998; Delie, 1998;
Chen e Langer, 1998; Allémann et al., 1998; Freiberg e Zhu, 2004).

Grande parte do trabalho realizado na area da administracao de proteinas focalizou-se
no fabrico de formulagdedepotinjectaveis, nas quais a proteina esta inserida numa matriz
polimérica biodegradavel. Apos administracdo subcutanea ou intramuscular a proteina é
libertada por difusédo através da rede e/ou por degradacao do polimero. Os polimeros mais
utilizados para constituir esta matriz tém sido os homo e copolimeros dos &cidos lactico e
glicdlico. Todavia, pelo facto de estes polimeros serem insollUveis, 0s processos de consti-
tuicdo da matriz expbem as proteinas ou farmacos peptidicos a solventes organicos (Putney,
1998), podendo comprometer a sua estabilidade.

Num trabalho de revisao realizado por Delie (Delie, 1998), cujo objectivo era discutir
as vantagens e limitacdes das metodologias e modelos utilizados para avaliar a captacao de
nano e microparticulas pelo tracto gastrointestinal, refere-se que sdo numerosas as evidén-

cias de que aquele tipo de particulas é, de facto, captado. Mais, 0 recurso a microencapsu-
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lacdo tem sido considerado como uma estratégia tdo importante que varias outras revisdes
se debrugaram sobre a natureza e extensao da absorc¢éo de sistemas microparticulados (La-
velle et al., 1995; Florence, 1997; Ermak e Giannasca, 1998; O’Hagan, 1998). Embora
0S mecanismos e locais de captacdo e a cinética da captacdo ainda sejam uma matéria
controversa (Delie, 1998), a encapsulacao de farmacos, proteinas ou antigénios em micro-
particulas biodegradaveis confere proteccdo ao ataque enzimatico, aumenta a sua captacao

e favorece o direccionamento a alvos especificos.

Aumento do tempo de contacto

A intensificacdo do contacto com a mucosa epitelial € conseguida através da utiliza-
¢éo de sistemas bioadesivos. Deste modo, o tempo de permanéncia da molécula no local
da absorcdo aumenta, gerando-se um gradiente de concentracédo e a absorgédo é promo-
vida, minimizando-se a degradacao enzimatica. Os polimeros bioadesivos designam-se por
mucoadesivos, quando aderem a camada de muco que reveste o epitélio intestinal, e por

citoadesivos, quando aderem especificamente & membrana celular (Silva et al., 2002).

2.3 Libertacao especifica no célon

Cada estratégia tem as suas vantagens e desvantagens. A manipulacdo quimica, por
exemplo, pode resultar para moléculas pequenas mas para moléculas maiores, cuja estrutura
terciaria é importante para a actividade biologica, esta podera ndo ser a abordagem mais
adequada (Davis, 1990). Mesmo a utilizacdo de promotores de absor¢céo e/ou inibidores
enzimaticos tem um sucesso moderado (Fix, 1996b; Rubinstein et al., 1997).

A identificacdo da regido do intestino que favorece a absorcdo de peptideos e proteinas
€ um passo crucial na escolha e desenvolvimento de sistemas de administracéo oral. As
variacOes ao longo do tracto gastrointestinal relacionadas com a sua composi¢cao, espessura
da camada de muco, pH, area de superficie e actividade enzimatica, em diferentes locais,

conduzem a diferencas na absorcao (Kompella e Lee, 2001).
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O interesse no direccionamento de farmacos ao célon surgiu da necessidade de tratar
doencas especificas desta regido do tracto gastrointestinal. Mas ultimamente a libertacéo
especifica no célon tem ganho uma atencédo e interesse crescentes (Friend, 1991; Mrsny,
1992; Rubinstein et al., 1997; Watts e lllum, 1997; Rodriguez et al., 1998; Yang et al., 2002;
Chourasia e Jain, 2003) principalmente devido a necessidade de se diminuirem os efeitos
adversos associados aos tratamentos de doencas inflamatérias e desordens de motilidade
do célon através da libertacéo local de farmacos; a descoberta de novos anti-inflamatoérios;

a demonstracdo de mecanismos de accao de alguns anti-inflamatérios nao-esterdides que
mostraram actividade contra pélipos do colon; a confirmacgdo de que, em alguns casos, a
absorcéo de farmacos através do célon é eficaz; as evidéncias de que € possivel 0 aumento
da biodisponibilidade dos farmacos; as indicacdes de que farmacos proteicos sdo melhor
absorvidos por alguns compartimentos sistémicos do célon do que pelo intestino delgado e
a actividade metabolica caracteristica do colon (Rubinstein, 2000).

Quando o farmaco € libertado do sistema, os principais factores que determinam o
sucesso da especificidade do célon sdo a estabilidade da molécula no lumen colénico, a
velocidade de absorcdo na mucosa e a estabilidade da molécula aquando da sua passagem
através da mucosa do colon (Friend, 1991).

A estrutura e funcao do colon tem sido bastante estudada mas nao existem muitos dados
gue correlacionem estrutura e fungao com o transporte de farmacos através do epitélio colé-
nico. Intuitivamente dizemos que a absorcao de muitos farmacos no colon é nula ou quase
inexistente. A auséncia aparente de transportadores de moléculas orgéanicas, como ja refe-
rimos, limita esta estratégia no que diz respeito ao transporte mediado através da barreira
epitelial. Contudo, foram descritos estudos indicando que a absor¢céao de alguns farmacos
em diferentes regides do tracto gastrointestinal € semelhante (Mackay et al., 1997).

Por outro lado, embora ainda relativamente pouco se conheca sobre a proteélise espe-
cifica no célon, estudos de conteudos cecais evidenciaram que o0s peptideos e aminoacidos
estéo expostos a uma grande variedade de processos metabdlicos mas que essa actividade

proteolitica € inferior e distinta da actividade no intestino delgado. No entanto, devido ao
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elevado tempo de permanéncia no c6lon, mesmo que a actividade enzimatica seja baixa
€ menos agressiva, o farmaco estara durante mais tempo exposto a enzimas proteoliticas.
Mas se o farmaco for convenientemente protegido, entdo este tempo de permanéncia pro-
longado pode favorecer a sua absorcéo.

Com base no tempo de transito, na variagdo do pH e nos tipos de bactérias e enzimas
ao longo do tracto gastrointestinal, foram desenvolvidas algumas estratégias para direc-
cionar, especificamente ao célon, farmacos administrados pela via oral. As abordagens
actualmente disponiveis sdo, essencialmente, os sistemas dependentes do tempo e siste-
mas osmoticos, os sistemas dependentes da presséo, os pro-farmacos, o revestimento com

polimeros sensiveis ao pH e 0s que sdo degradaveis pela microflora colénica.

2.3.1 Sistemas dependentes do tempo e sistemas osmaéticos

Os sistemas dependentes do tempo sédo formulados para libertar o seu contetdo apés um
intervalo de tempo pré-determinado. Este intervalo n&o é facil de prever, mas presumindo-
se gue o transito intestinal € relativamente constante e parece ser independente da forma
farmacéutica e da fase digestiva em que se encontra o individuo (Fell, 1992), considera-se
gue um intervalo de 3 horas é suficiente. Um dos primeiros sistemas a utilizar este prin-
cipio foi o dispositivoPulsincag™ (Binns et al., 1996; Stevens et al., 2002), que consiste
numa capsula impermeavel contendo o farmaco coberta por uma tampa de hidrogel. Em
contacto com os fluidos gastrointestinais, a tampa de hidrogel intumesce e separa-se do
corpo capsular permitindo a libertagdo do farmaco. O tempo de libertacao é regulado pelas
caracteristicas dos componentes.

Um outro sistema é dime-Clock para o qual o intervalo de tempo até a libertacéo do
farmaco é determinado pela espessura do revestimento hidrofébico ou de uma camada de
um polimero hidrofilico que envolve um nucleo de farmaco. Uma vantagem deste disposi-
tivo € 0 que a sua preparacao emprega técnicas de revestimento convencionais e excipientes
normalmente presentes em diversas formulacoes.

Ainda um outro exemplo € o sister@@omatrixR) (Wilding et al., 1995; Conte e Maggi,
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1996). Trata-se de um comprimido de multiplas camadas composto por um material hidro-
filico, que contém o principio activo, revestido por uma ou duas camadas de um polimero
permeavel ou semi-permedavel. Estas camadas, sob a forma de peliculas ou de revestimento
por compressao, sdo aplicadas nas faces do ntcleo. E a presenca do revestimento que mo-
difica a velocidade de hidratacdo/intumescimento e reduz a area de superficie exposta.

Uma limitacdo destes dispositivos € que a libertacdo do farmaco é programada com
base nas estatisticas de condi¢cdes consideradas normais, ignorando-se a variabilidade do
tempo do esvaziamento gastrico e do transito intestinal entre individuos.

Os sistemas osmoticos sdo essencialmente do tipo tempo-dependente. Teoricamente,
este tipo de sistemas liberta de forma sincronizada todos os componentes da formulacéo.
Especialmente se tiverem sido incluidos promotores de absorcdo e/ou inibidores enzimati-

cos uma libertacdo sincronizada sera 6ptima para promover a absor¢éo do farmaco.

2.3.2 Sistemas dependentes da pressao

A presséao, que é gerada pelas contrac¢gdes musculares da parede do intestino para a pro-
pulsdo dos conteudos intestinais, vai variando em intensidade e duracdo. O cdlon € a regido
do tracto gastrointestinal que exibe uma presséo luminal maior devido aos processos que
ocorrem durante a formacgéo do bolo fecal, nomeadamente o aumento da sua viscosidade.
Um exemplo de sistemas dependentes da presséo € o P@mESgtire-controlled colon
delivery capsuld (Hu et al., 1998; Muraoka et al., 1998) que consistia, originalmente, no
revestimento da superficie interior de capsulas de gelatina com etilcelulose. Neste sistema,
o farmaco é dissolvido num suporte, como o polietilenoglicol, e a mistura é introduzida
na capsula. Uma vez administrado, a gelatina dissolve-se e a temperatura do organismo
provoca o derretimento e aumento de volume do polietilenoglicol. O sistema adquire um
aspecto semelhante a um pequeno baldo de etilcelulose, resistente a pressao luminal do
intestino delgado. No entanto, quando a presséo se intensifica no colon o pequeno balédo
desintegra-se e o farmaco é libertado. Como a gelatina se dissolve imediatamente apés a

administracéo, € a espessura da membrana de etilcelulose que determina as caracteristicas
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de desintegracéo da capsula. Apesar dos resultados promissores de algunsregivmos

nao foi inequivocamente provado que a ruptura da capsula ocorre na regiao colénica. Além
disso, falta ainda avaliar a influéncia da presenca de alimentos uma vez que as contraccoes
pés-prandiais podem ser suficientemente intensas para ocorrer desintegracdo da capsula
no estbmago (Ibekwe et al., 2004). Assim, € necessario ponderar sobre se esta estratégia

representa um meio viavel de direccionamento especifico ao coélon.

2.3.3 Pro-farmacos

Os pro-farmacos séo derivados farmacologicamente inactivos da molécula parente, que
requerem transformacfes espontaneas ou enzimaticas para libertar o farmaco activo. Uma
vez no colon e sob um estimulo especifico, os pro-farmacos déo origem a regeneracao do
farmaco. Um exemplo é a sulfasalazina, que consiste no acido 5-aminosalicilico ligado a
sulfapiridina por uma ligacdo azo. ApoOs administracdo oral este pro-farmaco é minima-
mente absorvido no estdbmago e intestino delgado e, quando atinge o cdlon, as azoredutases
guebram a ligagdo azo e o acido 5-aminosalicilico € libertado (Sinha e Kumria, 2001b).
Além da conjugacao com compostos azo, os pro-farmacos também podem ser obtidos atra-
vés da conjugacdo com aminodcidos, ciclodextrinas, dextranos, polimeros ou com grupos
glicosideos, glucoronideos e sulfatos (Sinha e Kumria, 2001a).

O inconveniente deste tipo de sistema € a necessidade de uma sintese independente para
cada farmaco. Além disso, sdo raros os estudos que evidenciam o potencial desta estratégia

na administracao de proteinas ou peptideos terapéuticos (Mackay et al., 1997).

2.3.4 Sistemas poliméricos

A maneira mais simples de obter uma libertacdo especifica no célon é por meio da
utilizacdo de polimeros de revestimento entérico, assumindo-se que o pH do tracto gas-
trointestinal aumenta gradualmente do intestino delgado ao célon. As formas farmacéu-

ticas solidas sédo envolvidas com um revestimento suficientemente espesso para impedir a



Administragdo oral de peptideos e libertagdo especifica no colon 20

difusdo do farmaco no tracto gastrointestinal superior. Dos varios polimeros usados em
revestimentos entéricos, todos sao insollveis e quase todos impermeaveis a baixos valores
de pH e dissolvem-se quando o pH atingir um valor igual ou superior a 6. Os copolime-
ros metilmetacrilados dos acidos metacrilicos, distribuidos comercialmente como produtos
Eudragit’?), sdo os mais comuns. Espera-se, portanto, que este tipo de sistemas dependen-
tes do pH protejam o farmaco durante a sua passagem pelo tracto gastrointestinal superior
e que possibilite a sua libertacdo uma vez atingido o meio intestinal. Contudo, tal como
foi referido, o pH na regido proximal do c6lon é inferior ao pH na zona distal do intestino
delgado e, por isso, este tipo de sistemas tendem a libertar o farmaco antes de este atingir a
regido colénica. Uma maneira de contornar a libertagdo prematura do farmaco seria o uso
de polimeros Eudrag®modificados com uma velocidade de dissolugéo inferior e a um
valor de pH mais elevado. Por outro lado, o pH do tracto gastrointestinal esta sujeito a uma
grande variabilidade entre individuos dependendo da idade, sexo, tipo de dieta, estado de
jejum/pds-prandial e situacéo patologica.

A razdo fundamental para o aperfeicoamento de sistemas baseados em polissacari-
deos (Rubinstein, 2000; Sinha e Kumria, 2001b; Vandamme et al., 2002) é, como ja foi re-
ferido, a existéncia de uma quantidade significativa de polissacaridases no colon. Existem,
grosso modpduas formas de preparar hidrogeles polissacaridicos descritas na literatura.
Na primeira, fazem-se reagir quimicamente ou misturar fisicamente mono-, di-, oligo- ou
polissacarideos com polimeros sintéticos para criar um hidrogel biodegradavel, geralmente
sob a forma de pelicula. Esta pelicula pode sofrer um aumento de porosidade por hidrolise
enzimatica ou mesmo sofrer erosdo completa. O segundo modo de preparagéo refere-se aos
polissacarideos naturais, que sao modificados por forma a diminuir a solubilidade em agua
ou a modificar as propriedades de intumescimento mas mantendo a susceptibilidade de de-
gradacéo pelas enzimas colonicas. Candidatos para este efeito sdo a pectina, o alginato, a
goma de guar, o dextrano, o quitosano, a amilose e sulfato de condroitina.

Das abordagens referidas, os sistemas activados pelas enzimas existentes no célon pa-

recem ser os mais promissores. No entanto, também estes materiais tém as suas limitacdes.
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A sua natureza hidrofilica favorece a solubilidade e intumescimento em ambientes aquosos

e, por isso, € necessario modificar de alguma forma a estrutura ou explorar a formulagéo.

2.4 A albumina como farmaco modelo: caracteristicas fisico— quimicas

A albumina sérica € uma das proteinas mais extensivamente estudadas (He e Carter,
1992; Friedli, 1996). E constituida por uma Gnica cadeia peptidica composta por 580 a 585
aminoacidos consoante a espécie e tem uma massa molecular entre 66000 a 69000 Da. E
ainda caracterizada por um baixo contetdo de triptofano e metionina e um elevado contetdo
de cisteina, acido aspartico e glutamico, lisina e arginina.

A molécula de BSA é constituida por trés dominios homaologos (I, Il e 11l) divididos
em nove lacos (L1-L9) por 17 ligacBes dissulfeto. Esses lacos, em cada dominio, sé&o
constituidos por uma sequéncia de lacos grande-pegueno-grande que formam um tripleto.
Por sua vez, cada dominio é o produto de dois subdominios (por exemplo, IA, IB). A
estrutura primaria da BSA é invulgar relativamente a outras proteinas extracelulares ja que
possui um unico grupo sulfidril (Cys-34).

Dados de cristalografia de raios-x referem que a estrutura da BSA é predominantemente
a-helicoidal (ver figura 2.1) e os restantes polipeptideos estéao distribuidos por regides ex-
tendidas ou flexiveis entre os subdominios. Cada um dos dominios ainda pode ser dividido
em 10 segmentos helicoidais, de 1 a 6 para o subdominio A e de 7 a 10 para o subdominio
B. Os dominios | e Il e os dominios Il e Ill estéo ligados através de extensdes helicoidais,
gue dao origem as duas maiores hélices da molécula. A distribuicdo de grupos carregados
na estrutura primaria da molécula € assimétrica enquanto que na forma terciaria as cargas
estdo uniformemente distribuidas (ver figura 2.2).

A molécula de BSA adquire diferentes conformacdes consoante o pH do meio em que se
encontra. Num trabalho de Friedli (Friedli, 1996) refere-se que esta molécula pode existir
em cinco formas isoméricas diferentes: “expanded”, “fast”, “normal”, “basic” e “aged”

(ver figuras 2.3 a 2.5).
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Figura 2.1: Estrutura-helicoidal da molécula de BSA (Friedli, 1996).

Figura 2.2: Modelo “space filling” da molécula de BSA mostrando a distribuicdo superficial
de cargas (Friedli, 1996).
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Resumidamente, a transicdo para a forma “fast” envolve um desdobramento do dominio
[Il da molécula e caracteriza-se por um aumento dramatico da viscosidade e diminui¢éo da
solubilidade. A valores de pH inferiores a 4 a molécula sofre uma outra expansdo, com
aumento da viscosidade intrinseca, sendo esta forma designada por “expanded”. A pH 9
€ conhecida uma outra forma isomérica, “basic”, que se pode transformar na conformacgéo

“aged” mantendo-se o0 mesmo pH e uma for¢a idnica baixa durante cerca de 4 dias.

Figura 2.5: Conformacéao “normal’ (Friedli, 1996).
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O comportamento da BSA em diferentes valores de pH (ver figura 2.6) € muito impor-
tante para a escolha do meio de dissolucao na preparacao das microesferas, como se podera
ver discutido no capitulo 6.

Como a albumina tende a ligar-se a muitos ligandos, néo é facil atribuir um valor exacto

ao ponto isoeléctrico. No entanto, ele estara enteeh 28 (Rothschild et al., 1988).

Expanded +— Fast «— Normal «— Basic «— Aged

pH 2.7 4.3 8 10

Figura 2.6: Relacédo entre as formas isoméricas da BSA e o pH (Friedli, 1996).
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Capitulo 3

PECTINA: PROPRIEDADES E APLICACOES

A pectina, do gregopecto$ que significa solido ou gelificado, foi descoberta em 1790
quando Vauquelin estudava sumos de fruta. O seu trabalho foi prosseguido por Braconnot
que, em 1824, a baptizou com o terndmitdo pécticd. Mais tarde, em 1924, foi Smolenski
guem identificou um polimero constituido por unidades de acido galacturénico e, seis anos
depois, Meyer e Mark, baseados em resultados de raios-X de outros polimeros naturais,
sugerem uma cadeia longa para a molécula. Em 1937, Schneider e Bock estabelecem a
formula de estrutura da pectina: uma cadeia de moléculas de acido galacturonico com os
grupos carboxilicos parcialmente esterificados por grupos metilicos (Goldblith, 1978).

A nomenclatura das substancias pécticas foi objecto de muita discussao, devido, por um
lado, a composicdo heterogénea que as moléculas apresentam e, por outro, a frequéncia de
grupos metilo £CHg) e a variabilidade no comprimento das cadeias. Desta caracteristica
surgiu ainda a questdo de que o comprimento deve ter uma cadeia de acido galacturonico
para poder ser classificada como substancia péctica. Além disso, na fase inicial do es-
tudo destas substancias, cada investigador usava o seu proprio sistema de classificacao, o
gue conduziu frequentemente, ao uso de diversos termos para a mesma substancia. Em
1944 foi adoptado um sistema de nomenclatura oficial e revisto com as seguintes defini-

¢Oes (McWilliams, 1974):

e Substancias pécticasio derivados complexos de carbohidratos que contenham uma
elevada proporcao de unidades de acido galacturénico e apresentem um tamanho co-

loidal. Este termo inclui a protopectina, pectina, acidos pectinicos e acidos pécticos.
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e Protopectinaé um composto parente da pectina que nao mostra propriedades gelifi-

cantes.

e Pectinaé um termo utilizado para definir toda e qualquer substancia péctica capaz de

formar um gel.

e Acidos pectinicos&o cadeias de acido galacturénico de tamanho coloidal com gru-
pos metilo esterificados. Formam-se a partir da protopectina que, durante o amadu-

recimento dos frutos, se vai transformando em moléculas mais pequenas.
e Pectinatossao os sais dos acidos pectinicos.

e Acidos pécticosdo substancias de tamanho coloidal com fraca capacidade de formar

geles, provavelmente devido a um menor nimero de grupos metilo.

Neste capitulo recordamos algumas das propriedades da pectina que consideramos mais
relevantes para o nosso tema e revemos o trabalho que tem sido desenvolvido especifica-

mente quanto a utilizacdo deste polissacarideo para a libertacéo especifica no célon.

3.1 Grau de esterificacao e tipos de pectina

A percentagem de grupos acidos, na forma de ésteres metilicos, presentes na cadeia de
pectina designa-se pgrau de esterificaca(DE)! e, consoante este parAmetro, as pectinas
s&o classificadas em pectinas Bl{dlevado teor de grupos metoxilo) e pectinasi(aixo
teor de grupos metoxilo).

Por definicdo dd&ood Chemicals Codexxistem numa pectina HM mais de 50% de

grupos metoxilo enquanto que uma pectina LM tem um nimero de grupos metoxilo infe-

Do inglés “degree of esterification”. Também & comum encontrarmos o termo grau de metilag&o ou
metoxilagéo, que tem o mesmo significado.

2Do inglés “high methoxyl pectin”.

3Do inglés “low methoxyl pectin”.
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Figura 3.1: Diferentes tipos de pectina. a) pectina HM, b) pectina LM, c) pectina LM
amidada.
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rior a 50%. Quando se utiliza amdnia no processo de desesterificacdo obtém-se a pectina
amidada. O grau de esterificacéo e o grau de amidacad' @#A¢rminam o contetdo de

grupos carboxilicos ou metoxilos nas cadeias da pectina (ver figura 3.1).

3.2 Fontes e producio

Pectina € um termo que engloba um conjunto de polissacarideos complexos que estao
presentes nas paredes celulares das plantas de grande porte, vegetais e frutos e lhes confe-
rem resisténcia mecanica e flexibilidade, devido as interaccfes que estabelecem com outros
componentes. Na maioria das plantas a pectina encontra-se disposta na camada intercelular
entre as paredes celulares primarias de células adjacentes (ver figura 3.2). A resisténcia
destas estruturas celulares depende da orientacdo, propriedades mecanicas e ligacdes entre
as substancias pécticas e as fibras celulésicas (Thakur et al., 1997).

Embora exista na maior parte dos tecidos
vegetais, o0 numero de fontes que podem ser
utilizadas para a comercializacdo da pectina €  petina =

lamela. [ i o

. . , . . iniermédia
muito limitado. Além disso, como a gelifica-

1 celulose

~ - . . pamde
¢cao (propriedade que exploraremos mais adini
ante) depende do peso molecular e do grau dgm=c s
esterificacdo, pectinas de proveniéncias dife-
rentes tém inevitavelmente capacidades difédgura 3.2: Esquema tridimensional da

de f les devid .. disposicao da pectina na parede celular de

rentes de formar geles devido a variaces Qg o planta.
gueles parametros. Portanto, a simples detec-
¢éo de pectina num fruto ndo é suficiente para transforma-lo numa fonte comercial. Actu-
almente, as principais fontes de pectina sdo a casca de citrinos, como o liméo, a laranja e a
lima, e a polpa de maca. E ainda possivel obté-la a partir da beterraba e residuos de semen-

tes de girassol. A pectina da polpa de maca difere das pectinas citricas devido a presenca

4Do inglés “degree of amidation”.
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de maior quantidade de grupos éster metilicos e, inicialmente, era sobretudo utilizada na
producéo de pectinas de baixo grau de esterificacdo. A pectina de beterraba ndo € habitual-
mente utilizada como matéria-prima devido a fraca capacidade de gelificar e a quantidade
excessiva de acUcares neutros que reduzem o numero de unidades de acido galacturénico a
niveis abaixo dos limites legalmente permitidos (May, 1990).

O fabrico de pectina é um processo relativamente simples que consiste nas seguintes
etapas:extraccag purificacdo do extracte precipitacdo A primeira fase da producao,
além dos passos necessarios para preparar a matéria-prima, consiste em extrair a pectina
ligada aos tecidos celulares. Esta matéria, fresca ou desidratada, € adicionada a determi-
nada quantidade de agua e adiciona-se também um acido mineral, nitrico ou cloridrico,
para baixar o pH e hidrolisar a protopectina de maneira a facilitar a dissolucdo. A tempe-
ratura a que ocorre este processo ajuda a baixar a viscosidade da solugéo. Se se pretender
a obtencédo de uma pectina com um elevado grau de esterificacdo, o controlo do tempo,
temperatura e acidez € essencial para que ndo ocorra uma hidrélise ou desesterificacdo
excessivas. Prolongando o periodo de desesterificacdo obtém-se pectinas com baixos con-
teudos em grupos metoxilos. Depois de ser isolado, o extracto é separado por centrifugacao
elou filtracdo. Alguns extractos, especialmente os provenientes da polpa de maca, contém
peguenas quantidades de amido, que pode ser hidrolisado por accdo de um preparado de
amilases. Tratamentos posteriores ao extracto dependem dos tipos de pectina pretendidos.
O mais simples consiste em concentrar 0 extracto por evaporacao, obtendo-se um fluido
mais viscoso. A pectina sob a forma de p6 € obtida através da secagem do extracto por pul-
verizacao; precipitacdo como sal insoluvel seguida de lavagem com uma solucéo alcodlica

acidificada e secagem; ou através da precipitacdo por insolubilidade em alcool e secagem.

3.3 Aplicacoes

Para aplicacfes industriais, a propriedade mais atractiva é a capacidade de formar geles,

o que conduziu a aplica¢des na industria alimentar como agente gelificante e espessante em
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gelatinas, geleias e compotas ou como estabilizante em bebidas, produtos lacteos e sobre-
mesas congeladas. Devido a exploracdo das propriedades naturais da pectina, 0 seu uso
€ cada vez mais variado. Na industria de cosmética, tem sido utilizada na preparacao de
pastas, pomadas, 6leos e cremes; em desodorizantes e pastas de dentes € empregue para en-
capsular/revestir substancias aromaticas especiais e tem ainda aplicacdes como espessante
e estabilizante em toénicos capilares, lo¢des e champds. Na industria tabaqueira usa-se
a pectina de beterraba como adesivo natural nos invélucros de charutos e cigarrilhas. A
pectina também esté presente na producao de filtros de cerdmica de estrutura porosa homo-
génea e de membranas para ultracentrifugacao e electrodialise. Até no fabrico de plasticos
biodegradaveis, como matéria prima renovavel, a pectina se tem tornado cada vez mais
importante.

Apesar do imenso potencial que a pectina tem demonstrado para aplicagdes farmacéuti-
cas, a sua utilizacao nesta area ndo tem sido muito explorada provavelmente devido a exis-
téncia de outros polissacarideos naturais mais competitivos a nivel econémico. A pectina
foi reconhecida na maioria dos paises, pelas autoridades competentes, como um aditivo ali-
mentar importante e inofensivo. Uma vez que pode ser encontrada na maior parte das plan-
tas terrestres e em diversos frutos, o organismo do Homem esta bem habituado a este po-
lissacarideo, sendo improvavel a manifestacao de episodios de intolerancia gastrica mesmo
em doses muito elevadas. Depois da avaliacdo da JEFURA Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additiviesoncluiu-se que, do ponto de vista toxicoldgico, ndo ha li-
mitacdes a utilizacdo dos diversos tipos de pectinas e seus derivados amidados. E, de facto,
estudos que tém vindo a ser realizados mostram que a pectina (na sua forma pura ou modi-
ficada), enquanto substancia biologicamente activa, parece manifestar beneficios directos
na saude, nomeadamente na diminui¢cdo do colesterol (Galibois et al., 1994; Garcia-Diez
et al., 1996; Ismail et al., 1999; Nishimura et al., 2000; Terpstra et al., 1998; 2002; Fernan-
dez, 1995; Shen et al., 1998), na reducéo das concentracdes plasmaticas de glicose (Kumar
et al., 1993), na remocéo de catifes toxicos dos orgaos dos tractos gastrointestinal e respi-

ratério (Kohn, 1982), no controlo de hemorragias ou sangramentos locais (Joseph, 1956),
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como anticoagulante na forma de sal sulfato (Brake e Fennema, 1993; Geigy, 1957), no tra-
tamento da anemia por deficiéncia em ferro (Eichel, 1967; Kim e Atallah, 1992; 1993; Kim
etal., 1996), como adjuvante na administracdo de bismuto (Company, 1970), no tratamento
de ulceras duodenais (Nie et al., 1999; Riunite, 1970), no prolongamento do esvaziamento
gastrico (Holt et al., 1979; Schwartz et al., 1982; 1988; Lorenzo et al., 1988), no tratamento
de desordens relacionadas com excessos alimentares (Rabbani et al., 2001; Riunite, 1970),
como anti-inflamatério (Andoh et al., 1999) e imunoregulador (Lim et al., 1997), na inibi-
¢éo do crescimento de células tumorais (Tapper e Roberfroid, 1999; Hayashi et al., 2000;
Anonymous, 2000), prevencao de metastases hepéticas (Tazawa et al., 1999) e actividade
antimutagénica contra compostos nitro-aromaticos (Hensel e Meier, 1999). Além disso, a
pectina tem merecido muita atencédo no sentido do aproveitamento das suas propriedades
para aplicacdo como veiculo de farmacos. Dada a importancia e 0 nosso especial interesse
nestes estudos, reservamos uma sec¢ao mais adiante para a revisao dos trabalhos até hoje

publicados nesta matéria.

3.4 Estrutura e propriedades fisico— quimicas

A semelhanca de outros polissacarideos, as pectinas s&o polimoleculares e polidisper-
sas, ou seja, heterogéneas no que respeita a estrutura quimica e peso molecular (que pode
variar entre 50000 a 150000 Da) e a sua composicéao varia com a fonte da qual foi extraida
bem como com as condi¢fes usadas durante a extracgao e purificacao (Thakur et al., 1997).
Considera-se, contudo, quimicamente homogénea uma pectina que se elua através de uma
coluna cromatografica mostrando um pico de composicao constante, embora possa ser he-
terogéneo no que diz respeito a massa molecular (O’Neill et al., 2001).

A estrutura dominante da pectina € uma cadeia linear de &ciglalacturonico com
ligacdes glicosidicasi-(1-4) com diversos graus de esterificacdo dos residuos de acido
carboxilico. Esta estrutura é ocasionalmente interrompida por cadeias laterais ricas em

acucares neutros, nomeadamente arabinose, galactose e ramnose. Na figura 3.3 mostra-se
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uma representacao de uma unidade dissacérida da cadeia linear da pectina com a designacgéo
dos atomos e angulos de torséo de interesse. A conformacéo junto a ligacéo glicosidica é
descrita pelos angulos de torsd@ice @ e a orientacdo dos grupos acidos € descrita pelos
angulos de diédricogey.

Estudos computacionais realizados por Braccini e colaboradores (Braccini et al., 1999)
indicam que o comportamento conformacional dos dissacarideos é controlado principal-
mente pelo tipo de ligacdo glicosidica (1-4)-di-axial ou (1-4)-di-equatorial.

O &cido galacturonico (unidade principal da ca-

deia dominante, como foi ja referido) possui uma liga-

¢cao axial-axial e, por isso, 0 seu espaco conformacio- |«
nal € mais restrito. Estas consideracdes sédo importanf
tes para compreender e interpretar o0 comportamento
macroscopico das solucdes de pectina.

Para se estabelecer a estrutura primaria de um po-
lissacarideo péctico é necessario que tenham sido de-

terminadas as seguintes caracteristicas: as composi- .
Figura 3.3: Representacdo de uma

cOes dos residuos glicosilo e ligacdes glicosidicasyasdade dissacarida da cadeia ga-
configuraces absolutas (D ou L), as formas cidfi€turonica da pectina (adaptado

de (Braccini et al., 1999)).
cas (piranose ou furanose) e configuracdes anoméri-
cas dos grupos glicosilo; a sequéncia dos grupos glicosilo e a localizacdo de substituintes
gue ndo sejam carbohidratos (por exemplo, grupasetilo ou O-acetilo). Até agora,
apenas trés polissacarideos pécticos foram isolados da parede celular primaria de plantas
e caracterizados estruturalmente: homogalacturonano, ramnogalacturonano e galacturona-
nos substituidos. O grupo homogalacturonano é o principal responsavel pela complexidade
guimica e estrutural das substancias pécticas: como as inser¢des de unidades ramnosilo ndo
sdo compativeis com a cadeia galacturonica regular, vao actuar como pregas delimitadoras
das zonas de juncao durante a gelificacédo da pectina.

Foi sugerido, apds alguns estudos com pectinas originarias de diferentes fontes, que o
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grupo galacturonano nao constituia um homopolimdavido & ocorréncia de segmentos,

mais ou menos extensos, de grupos ramnose na cadeia dominante. Contudo, para efeitos
praticos, a pectina comercial pode ser considerada como um homopolimero de unidades
galacturdnicas. A pectina tem pKa53e a valores neutros de pH encontra-se negativamente
carregada.

As pectinas sdo, de forma geral, soliveis em agua e insollveis em solventes organicos,
embora apresentem um intumescimento relativamente grande e uma dissolu¢cdo moderada
na presenca de solventes organicos polares (Towle e Christensen, 1973). A solubilidade em
solugdes aquosas depende do grau de polimerizagédo e do numero e distribuicdo dos grupos
metoxilo. De forma geral, a solubilidade aumenta com a diminuicdo do peso molecular e
aumento dos grupos carboxilicos esterificados. Também a temperatura, o pH da solucdo
e a natureza e concentragdo de co-solutos presentes sdo factores que influenciam a solubi-
lidade (Thakur et al., 1997). Por exemplo, como o grupo éster € mais hidrofobico que o
grupo carboxilico, uma pectina com um grau de esterificacdo elevado gelifica a temperatu-
ras mais altas do que outra com um grau de esterificagdo menor (Gilabert, 0000). Os sais
bivalentes dos acidos péctico e pectinico sdo ligeiramente sollveis em agua, a nao ser que
sejam convertidos nas formas sodica e potassica (Towle e Christensen, 1973).

As solucdes de pectina, embora viscosas, apresentam viscosidades relativamente baixas
guando comparadas com outras gomas ou espessantes naturais. A adicao de sais de catides
monovalentes provoca uma reducéo da viscosidade, que se verifica mais pronunciada se o
conteudo de grupos metoxilo for baixo, aparentemente devido a uma reducao do nimero de
grupos negativamente carregados e, consequentemente, ao decréscimo das repulsdes entre
cadeias adjacentes que assim permite o estabelecimento de associa¢des (Towle e Christen-
sen, 1973). Ja a adicao de catides polivalentes, bem como o pH, exibem um efeito oposto.
Em solucdes que ndo contenham ides, a viscosidade diminui quando o pH (se for infe-

rior ao pKa) aumentar para valores acima do pKa. Em particular, o efeito do aumento da

SDesigna-se panomopolimera resultado da polimerizagéo de um Unico tipo de unidade monomérica.
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viscosidade apds adi¢do de sais de célcio é ainda maior a medida que diminui o grau de
esterificacao, ja que existe um namero maior de grupos carboxilicos livres para poderem

ligar-se aos ides Ca.

3.5 Mecanismos de gelificacio

A nivel molecular, um gel aguoso consiste em trés elementos: (a) zonas de juncdo onde
as moléculas de polimero se associam, (b) segmentos interjuncionais de polimeros relati-
vamente moveis e (c) agua retida na rede polimérica. As zonas de junc¢do podem envolver
uma unica ligacdo covalente entre duas cadeias poliméricas ou uma combinacao de liga-
¢Oes de hidrogeénio e interacgdes hidrofobicas ao longo de e entre duas cadeias poliméricas.
Embora a formacdo de uma juncéo intermolecular estavel seja uma condicéo critica para
a gelificacdo, sdo também necessarias algumas limitacdes a associacdo entre cadeias para
se poder obter uma rede hidratada em vez de um precipitado insoltvel (Axelos e Thibault,
1991). Um polimero que nao forme zonas de jungdo mantém-se simplesmente em solucgéo,
enquanto outro que as forme ao longo de toda a cadeia sera insolavel, a ndo ser que fac-
tores entropicos mantenham as cadeias afastadas (Rees e Wignt, 1971). E ainda possivel
avaliar a proporcdo da cadeia envolvida em zonas de juncéo e zonas interjuncionais por
IH RMN (Mackay et al., 1982). A resisténcia do gel e, por vezes, as propriedades gerais
podem ser alteradas por varia¢éo do grau de polimerizacdo e da funcionalidade quimica da
cadeia de pectina. Essas variacdes também provocam alteracdes na textura do gel. O grau
de esterificacdo, as ramificacbes de cadeias de agucares neutros, a acetilacao e a reticula-
cado de moléculas de pectina também influenciam a textura dos geles (Baier et al., 1994).
As cadeias de pectina possuem carga negativa, e a densidade de carga € maior a um pH
elevado e a um baixo DE (Gross et al., 1980). Dependendo da densidade de carga, as molé-
culas de pectina repelem-se mutuamente o que interfere com a associacao entre as cadeias
em solucdo. A conformacao da pectina néo é influenciada pela existéncia de ramificacdes

mas, em solugdes concentradas, a ramificacao lateral pode contribuir para um emaranhado
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significativo (Hawang e Kokini, 1992).

O processo de gelificacdo é influenciado por pardmetros intrinsecos e extrinsecos, que
incluem o grau de esterificacdo, a distribuicdo de cargas ao longo da estrutura principal,
0 peso molecular médio da amostra, a forca idnica, o pH, a temperatura e a presenca de
co-solutos (Thakur et al., 1997). A existéncia de substituintes também influencia a gelifi-
cacdo. Mesmo um grupo pequeno com@-acetilo, distribuido regularmente na cadeia
é suficiente para impedir a formacéo do gel. E por este motivo que a pectina extraida da
beterraba, que contém quantidades especialmente elevadas de @rapetiio, ndo sao
aceitaveis para usos comerciais (Towle e Christensen, 1973).

As pectinas podem gelificar-se, essencialmente, segundo quatro mecanismos: induzidas
por um ambiente acidico, através da reticulacdo com catides bivalentes, por oxidacdo dos
substituintes éster do &cido ferrulico na pectina de beterraba ou por meio de uma reacgao
sinergistica com o alginato. As pectinas extraidas da beterraba contém residuos de &cido
ferrdlico nas cadeias laterais que podem estabelecer ligacdes via oxidacdo. A reac¢do pode
ser iniciada por um peréxido ou peroxidase ou usando perssulfatos (Liu et al., 2003).

A funcao do co-soluto na preparacado de geles de pectinas HM é estabilizar as zonas de
juncéo promovendo interacc¢des hidrofébicas entre os grupos éster metilicos. Esse efeito
depende, portanto, especificamente da geometria molecular do co-soluto e das interaccdes
com moléculas de agua vizinhas (Oakenfull e Scott, 1984).

Nas pectinas LM o gel forma-se na presenca de catides bivalentes (geralmente ibes
célcio), que actuam como pontes entre pares de grupos carboxilicos (Axelos e Thibault,
1991).

3.5.1 Pectinas HM

Em termos de estrutura, as zonas de juncgéo nas pectinas HM séo diferentes (Plaschina
et al., 1978; Morris et al., 1980; Ravanat e Rinaudo, 1980; Rinaudo et al., 1980). As liga-
¢Oes das cadeias poliméricas envolvem segmentos extensos de duas ou mais moléculas de

pectina para formar as zonas de juncao. Estas séo estabilizadas através de uma combinacéo
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de ligacBes de hidrogénio e interacgdes hidrofébicas entre as moléculas de pectina (Oken-
full, 1991; Walkinshaw e Arnott, 1981). Os efeitos hidrofébicos surgem das interac¢bes
desfavoraveis entre moléculas de agua e grupos metoxilo apolares. Os grupos metoxilo
induzem alteracdes na estrutura da 4gua diminuindo a sua entropia. Para minimizar este
fendmeno, os grupos metoxilo sdo obrigados a coalescer e, deste modo, a diminuir a area
de superficie em contacto com a agua. Esta remocdo dos grupos carboxilo constitui a
maior contribuicdo para a energia livre de estabilizagcdo conformacional (Nakai e Li-Chan,
1988). O comprimento do segmento necessario para proporcionar estabilidade suficiente
a estas zonas de juncdo é maior a medida que aumenta o grau de esterificacdo: para um
grau de esterificacao elevado, praticamente toda a cadeia polimérica parece ser necessaria
enquanto que para um teor menor em grupos metoxilo (€ referido um grau de esterificacédo
de 649%) estariam envolvidas 34 unidades monomeéricas (17 de cada cadeia) (Oakenfull

e Scott, 1986). O tamanho e a estabilidade termodinamica das zonas de jung¢édo depende
da proximidade dos dois grupos éster. Plaschina e colaboradores (Plaschina et al., 1978)
mostraram que as forcas atractivas que existem entre moléculas de pectina se devem aos
grupos metoxilo. Walkinshaw e Arnott (Walkinshaw e Arnott, 1981) também sugeriram

a contribuicdo das ligacdes de hidrogénio e interac¢des hidrofobicas na estabilidade dos
geles de pectinas HM. Uma vez que a intensidade das interac¢des hidrofébicas depende do
co-soluto utilizado e da temperatura, também a resisténcia do gel e a velocidade de desen-
volvimento da estrutura séo influenciados por estes parametros (Oakenfull e Scott, 1984;
Rao e Cooley, 1994). As ligacdes de hidrogénio nas pectinas HM, favorecidas pela con-
formacao dos residuos de &cido urénico adjacentes (Demarty et al., 1984), ocorrem entre
0s atomos de oxigénio funcionais. Individualmente, estas liga¢des sao relativamente fra-
cas e faceis de quebrar, no entanto, em grande nimero conferem ao gel uma estabilidade
termodinamica significativa (Joesten e Schaad, 1974). A firmeza do gel e desenvolvimento
da estrutura depende da temperatura de armazenamento, pH, concentracdo da pectina e
do co-soluto utilizado. Geles de pectina HM/glucose sdo mais firmes do que geles com

frutose (Oakenfull e Scott, 1986). Esta diferenca na resisténcia pode ser explicada pelos
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diferentes efeitos que os agucares tém na interaccao hidrofébica com o gel. A contribuicédo
das interaccdes hidrofébicas para a energia livre de formacédo das zonas de juncdo é metade
da das ligacOes de hidrogénio, mas essencial ja que estas ultimas, por si s6, séo insuficientes

para ultrapassar a barreira entropica da gelificacao (Oakenfull e Scott, 1984).

3.5.2 Pectinas LM

Como foi anteriormente referido, neste tipo de pectinas a gelificacéo resulta de ligacoes
ibnicas via pontes de ides calcio entre dois grupos carboxilicos pertencentes a duas cadeias
em contacto mas distintas. As interacc¢des entre aqueles catides e os grupos carboxilicos
s&o descritas através do modelo “caixa-de-dvesivolvendo um processo de duas fases
de dimerizacgéo inicial e subsequente agregacao das “caixas-de-ovos” pré-formadas (Grant
etal., 1973; Powell et al., 1982). O mecanismo envolve a formacao de zonas de juncéo que
consistem em dimeros de simetrias helicoidaiséinelhantes ao modelo proposto para os
alginatos (Kohn, 1987). O tamanho das zonas de juncdo “caixa-de-ovos” € limitado pela
presenca de sequéncias contendo residuos de manufouasnterrompem a cadeia de
blocos gulurénicos (Walkinshaw e Arnott, 1981). O pH deve ser elevado uma vez que sO
0s grupos carboxilicos dissociados participam nas ligacdes com os ides calcio (Glickman,
1969). As juncdes formam-se entre blocos galacturénicos lineares e néo esterificados de
forma ndo covalente através de ligacbes de coordenacdo que usam as orbitais ndo preen-
chidas daqueles ides (Walkinshaw e Arnott, 1981). Os atomos de oxigénio dos grupos
hidroxilo, o &tomo de oxigénio do ciclohexano e os restantes atomos de oxigénio de outros
mondmeros participam no processo de ligagdo por meio dos seus electrdes livres (Kohn,
1987). O calcio é particularmente eficaz ha complexacdo com os hidrocarbonetos prin-
cipalmente porque o seu raio iénica {dm) é suficientemente grande para se coordenar

com os atomos de oxigénio, cuja localizacdo é regular, e devido a flexibilidade relativa-

Do inglés “egg-box”.

’0O alginato &, estruturalmente, um polimero ndo ramificado dos dditasnuronico é.-gulurénico com
ligacBes glicosidicas (1-4).
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mente as direc¢des em que se estabelecem as liga¢des de coordenacao (Angyal, 1989). A
presenca de grupos metilo impede a formacéo de zonas de jungcdo nos segmentos inter-
juncionais das moléculas, tornando-as mais flexiveis. A existéncia de cadeias laterais na
molécula impede a sua agregacado (Smidsrod e Haug, 1971). Quanto maior for o nimero de
grupos carboxilicos reactivos, mais provavel € a formacao da ponte (Glickman, 1969). Por
outro lado, as moléculas com maior nUmero de grupos negativamente carregados e menor
grau de esterificacdo sdo mais lineares e, por isso, possuem uma maior tendéncia para for-
mar uma ponte com os ides calcio (Glickman, 1969; Speiser et al., 1947). A dimenséo do
agregado que forma a zona de juncdo depende da quantidade de célcio disponivel (Kohn,
1987; Morris et al., 1982). Com niveis baixos de calcio, os residuos de poligalacturonato
formam unidades primarias de duas cadeias numa configuracdo antiparalela, com cerca de
50% dos grupos carboxilicos neutralizados com o célcio. O efeito combinado do pH e
co-soluto promove a gelificacdo a concentracdes baixas de calcio apesar da diminuicédo do
namero de sequéncias de grupos carboxilicos disponiveis para ligagcdes com aquele catido.
Este fendbmeno complexo acontece devido ao efeito do co-soluto na actividade da agua e
aos efeitos hidrofébicos e depende do tipo de co-soluto utilizado (May e Stainsby, 1986).
Na presenca de um excesso de calcio, formam-se varias unidades primarias em forma de
agregados em camadas e esse excesso de catides, que constituem agregados secundarios,
ficam fracamente ligados contribuindo pouco para a resisténcia do gel (Axelos e Thibault,
1991). A valores de pH entre 3 e 5, uma elevada concentracéo de idegp@move

uma reticulacao de tal forma extensa que a pectina precipita e o gel é destruido (Glickman,
1969). A durabilidade de uma zona de juncdo num gel preparado a partir de pectinas LM
depende da intensidade das ligacdes electrostaticas que, por seu lado, dependem do com-
primento dos segmentos continuos de pectina que podem estabelecer interaccdes (Powell
etal., 1982). O aumento da for¢a ibnica bem como um pH neutro e diminui¢éo da tempera-
tura de sedimentacao dimuinui a quantidade de calcio necesséria para obter uma transicao
solucéo-gel (Garnier et al., 1993) e para um grau de esterificacdo superior a 45% a ligacao

cooperativa ao calcio é desprezavel (Thibault e Rinaudo, 1985). Os sais de catides mono-
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valentes de pectina séo altamente ionizaveis em solugéo e a distribuicdo de cargas iGnicas
ao longo da molécula mantém-na numa conformacgéo desdobrada (Kokini e Chou, 1993).
A ionizacao também previne a agregacao entre as cadeias de polimero, resultando em so-
lucBes de viscosidade estavel uma vez que cada cadeia se encontra hidratada, extendida
e independente (Bemiller e Whistler, 1958). No entanto, Thibault e Rinaudo (Thibault e
Rinaudo, 1986) referem que os catibes monovalentes sdo responsaveis por uma diminui¢cao
da viscosidade cujo grau € maior com a diminuicdo do grau de esterificacdo. A adicdo de
catides bi ou trivalentes produz um efeito oposto. Também é referido que, para as pectinas
LM, a resisténcia do gel aumenta com a diminuicdo do grau de esterificacdo (Kim et al.,
1978a). A amidacédo das pectinas LM aumenta a capacidade de formar geles (Kim et al.,
1978b). Black e Smith (Black e Smit, 1972) compararam as caracteristicas dos geles de
pectinas desesterificadas pelo processo convencional (por meio de um acido) e das deses-
terificadas com amonia, com 0 mesmo peso molecular e quantidade de acidos carboxilicos
livres, e verificaram que a resisténcia dos geles aumentava para a pectina amidada. Este
aumento na resisténcia do gel foi explicado pelas ligagdes de hidrogénio entre os grupos
amida. Para além disso, verificou-se que este tipo de pectina proporcionava uma melhor
textura e menor tendéncia para sinérese relativamente as pectinas comerciais (Gross et al.,
1980).

3.6 As enzimas pectinoliticas

Consoante o tipo de actividade que catalisam, as enzimas pectinoliticas dividem-se em
dois grandes grupos: as desesterificantes (pectinoesterases) e as despolimerizantes (liases e
poligalacturonases) (Towle e Christensen, 1973).

As pectinoesterases (também designadas por pectases, pectinometoxilases ou pectino-
metil-esterases) podem ser encontradas na generalidade das plantas e sao sintetizadas por
numerosos microrganismos. Estas enzimas hidrolisam os grupos ésteres metilicos com

formacdo de metanol e unidades de &cido galacturénico.
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As liases degradam, via eliminacfp-as ligacdes glicosidicas proximas dos grupos
carboxilicos livres.

As poligalacturonases (também designadas por pectinases, pectolases ou poligalacturo-
nidases) atacam a cadeia galacturdnica entre dois grupos carboxilicos. Esta enzima néo tem
actividade sobre o polimero totalmente metoxilado mas, na presenca de pectinoesterases,
guebra todas as ligacOes da cadeia dando origem a residuos de acido galacturénico livres.

Consoante o tipo de ataque da enzima usam-se 0s preindmou exoe 0s termos
polimetilgalacturonase e poligalacturonase indicam se a enzima prefere como substracto a
pectina ou o 4cido péctico. Segundo Phaff e Demain existem duas enzimas bem conhecidas
gue atacam o acido poligalacturénico: a endo-poligalacturonase, que hidrolisa ao acaso o
acido péctico dando origem a uma mistura de acido galacturénico e digalacturénico, e a
exo-poligalacturonase, que quebra unidades de acido galacturénico do extremo do polimero

de acido péctico.

3.7 A pectina como veiculo de farmacos absorvidos no célon: estudos conhecidos

3.7.1 Macroesferas de pectinato de célcio

As macroesferas de pectina sdo geralmente preparadas por extrusao de uma solucéo de
pectina para uma solucao de cloreto de célcio. As macroesferas sdo depois recolhidas do
meio de suspenséao por filtracdo, lavadas com agua destilada e secas.

A tabela 3.1 resume os diversos farmacos encapsulados em macroesferas de pectinato
de célcio.

Tanto quanto conhecemos, a preparacao de macroesferas de pectina contendo um far-
maco foi iniciada por Aydin e colaboradores (Aydin e Akbuga, 1996). Os autores utilizaram
o atenolol e o piroxicam como farmacos modelos e obtiveram eficiéncias de encapsulacéo
entre 265 e 58 7% e entre 643 e 97 2%, respectivamente, confirmando com estudos de
espectrofotometria de infravermelho ligagdes de hidrogénio entre a pectina e ambos os far-

macos. Os parametros estudados foram a concentracdo de farmaco (de 2ng/\L§%
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e da solugéo de cloreto de célcio (2 e 1084v)) e o método de secagem (liofilizagéo e
secagem em forno a 90). Verificou-se que o tamanho das macroesferas com atenolol
depende da concentracdo de farmaco e do tipo de secagem. Quanto as eficiéncias de encap-
sulacao, os resultados mostraram que eram principalmente dependentes da concentracao da
solugéo de cloreto de célcio e da quantidade de farmaco. Os estudos de libertacéo realiza-
dos mostraram que existe uma diminuicdo acentuada na libertacéo de atenolol e piroxicam
incorporados nas macroesferas relativamente as formas em pé. Além disso, o perfil de li-
bertacdo nao foi afectado pela concentracdo de farmaco nem de calcio, mas o processo de
liofilizacdo fez aumentar a libertacéo de piroxicam.

Mais tarde, foi utilizada uma pectina amidada para encapsular cloroquina (Munjeri
et al., 1998b), com diferentes razdes entre polissacarideo e farmaco, e foram obtidas ele-
vadas eficiéncias de encapsulacao (entre 94 e 98%). Nos ensaios de libertacdo em fluido
gastrico simulado, e apds 9 horas de incubacéo, foi libertado um maximo de 80% de clo-
roquina enquanto que em fluido intestinal todo o farmaco foi libertado ao fim de 4 horas.

O aumento da proporcao de pectina relativamente a cloroquina, diminuiu a libertacdo do
farmaco nos dois meios.

Para comprovar a libertacdo de farmaco das macroesferas de pectinato de célcio no
célon, ja que Ashford e Fell (Ashford e Fell, 1994) tinham sugerido que sistemas multi-
particulados constituiam estratégias muito mais reprodutiveis no que respeita a libertagéo
colonica, Munjeri e colaboradores (Munjeri et al., 1998a) descrevem um eistiivo
com voluntarios humanos usando a técnica de cintigyafiaei escolhida uma formula-
¢ao de pectina, amberlite radiomarcada e amilose administrada através de uma capsula de
gelatina dura. Os resultados mostraram que as macroesferas passaram pelo estbmago sepa-
radamente em cerca de 22 minutos. A passagem através do intestino também se processou
individualmente, tendo-se constituido um aglomerado na juncao ileocecal e, nesta altura,
as macroesferas mantinham-se intactas. Uma vez no célon, as macroesferas voltaram a
dispersar-se e os dados da contageimdicaram que a pectina é lentamente degradada

pelas enzimas da flora bacteriana.
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Na sequéncia de um trabalho publicado em 1997 (Sriamornsak et al., 1997b), Sria-
mornsak (Sriamornsak, 1998a;b; 1999) com a colaboracdo de Nunthanid (Sriamornsak e
Nunthanid, 1998; 1999), realizou uma série de estudos sobre a aplicabilidade das macro-
esferas de pectinato de calcio na administracéo oral de farmacos para libertacéo especifica
no célon. A influéncia de véarios parametros de formulacéo e de processo (tipo de pectina,
guantidade de farmaco utilizada, concentracédo da solucdo de cloreto de calcio, tempo de
reticulacao entre pectina e ides calcio, concentracdo de um agente endurecedor, tempo de
endurecimento e método de secagem) nas propriedades das macroesferas de pectinato de
calcio e nas caracteristicas de libertacdo do farmaco foram investigados.

De forma geral, verificou-se que o tipo de pectina influencia a forma das macroesferas
e a eficiéncia de encapsulacao, tendo-se obtido melhores resultados para as pectinas com
baixo grau de esterificagéo.

Particularmente para a indometacina (Sriamornsak e Nunthanid, 1998), o diametro mé-
dio das macroesferas aumentou com a quantidade de farmaco utilizada enquanto a eficién-
cia de encapsulacdo, embora elevada, diminuiu. A libertacdo de farmaco foi mais rapida
guanto maior foi a proporcéo de indometacina. No caso da BSA (Sriamornsak, 1998a), o
tamanho médio das macroesferas também aumentou mas a eficiéncia de encapsulacéo néo
foi proporcional a quantidade de proteina utilizada. O perfil de libertacdo foi semelhante
para todos os valores estudados, tendo a libertacdo da BSA sido um pouco maior para a
menor proporgao desta proteina.

Quanto a concentracdo da solucédo de cloreto de calcio, registou-se uma reduc¢éo do
tamanho das macroesferas e uma diminui¢ao da eficiéncia de encapsulagao com o aumento
da concentracdo. Estes resultados foram atribuidos a um encolhimento mais extenso da
macroesfera devido a um fendbmeno de sinérese. A libertacdo do farmaco foi mais lenta
para a maior concentracao da solucao de cloreto de calcio.

O tempo de reticulacdo entre os ides calcio e a pectina também foi estudado (Sriamorn-
sak, 1998a). Quanto maior foi o periodo de reticulacdo menor o didmetro das macroesferas.

Ja a eficiéncia de encapsulacéo nao foi proporcional. A diminui¢do da libertacdo da pro-
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teina com o aumento do tempo de reticulacédo foi justificada pelo facto das ligagfes entre
as cadeias das moléculas de pectina poderem ter sido promovidas por uma exposi¢cao mais
prolongada aos i6es calcio.

Verificou-se ainda que, na presenc¢a do endurecedor (glutaraldeido), o diametro médio
das macroesferas diminuiu, a eficiéncia de encapsulacdo aumentou e a libertagdo do far-
maco ocorreu mais lentamente. Observou-se 0 mesmo comportamento para um aumento
do tempo de endurecimento. Provavelmente, este agente promove a formacdo de mais li-
gacdes entre as moléculas de pectina, formando-se uma superficie mais densa que impede
a difusdo do farmaco durante o processo de preparacao.

Finalmente, para a secagem a 25 e @3verificou-se que o tamanho das macroesferas
diminuiu com o aumento da temperatura, mas a eficiéncia de encapsulacdo aumentou. O
perfil de libertacdo do farmaco néo é alterado por este factor, excepto quando a temperatura
foi de 50°C (Sriamornsak, 1999). No caso da liofilizagdo como método de secagem (Sria-
mornsak, 1999), o tamanho das macroesferas permaneceu constante, a eficiéncia de encap-
sulacao foi menor que a 3¢ e a libertagdo do farmaco ocorreu muito mais rapidamente.

Do estudo com célulaSacchararomyces cerevisig@@riamornsak, 1998b) concluiu-se
gue para se formarem macroesferas regulares, o grau de esterificacdo maximo da pectina
€ de 30%. A viabilidade das células encapsuladas foi testada indirectamente, através da
monitorizagdo do consumo de glicose. O armazenamento em solucao de cloreto de calcio a
4 e a—40°C néo alterou a actividade metabdlica relativamente as células ndo encapsuladas.
No entanto, a actividade das células imobilizadas nas macroesferas liofilizadas registou
um decréscimo significativo. O método de secagem parece, pois, ser determinante nas
caracteristicas das macroesferas, particularmente no caso da encapsulagéo de células.

A combinacgéo da pectina com outros polimeros também foi experimentada como es-
tratégia para obter uma formulacéo de libertacédo controlada. Liu e Krishnan (Liu e Krish-
nan, 1999) estudaram macroesferas de pectina/alginato preparadas por extrusao/gelificacdo
externa com um tratamento de polilisina. Foram utilizados trés farmacos com diferentes

solubilidades e verificou-se que a eficiéncia de encapsulacdo depende da solubilidade e do
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Tabela 3.1: Farmacos encapsulados em macroesferas de pectinato de calcio com ou sem
revestimento.

Farmaco modelo Referéncia
Atenolol (Aydin e Akbuga, 1996)
BSA (Kim et al.,, 2003; Chang

e Lin, 2000; Sriamornsak,

1999: 1998a)

Cetoprofeno (El-Gibaly, 2002)

Cloridrato de hidroxilamina  (Murata et al., 2004)
Cloroquina (Munjeri et al., 1998b)
Clorotiazida (Liu e Krishnan, 1999)
Diclofenac de sédio (Murata et al., 2004)
Indometacina (Sriamornsak e Nunthanid,

1999; Liu e Krishnan, 1999;
Munjeri et al., 1998a; Sria-
mornsak e Nunthanid, 1998;
Munijeri et al., 1997)

Insulina (Musabayane et al., 2000)

Oleo de figado de tubar&o (Didz-Rojas et al., 2004)

Piroxicam (Aydin e Akbuga, 1996)
Sulfametoxazole (Munijeri et al., 1998a; 1997)
Tanase (Boadi e Neufeld, 2001)
Teofilina (Chan et al., 2001; Liu e

Krishnan, 1999)

tempo de gelificacéo e que a pectina controla a libertacdo nos meios acidos e alcalinos. Em-

bora todas as formulacfes testadas (alginato, alginato/polilisina, pectina/alginato/polilisina)
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tenham mostrado 100% de aderéncia a tecidos gastricos e intestinais, 0s ensaios nao foram
suficientes para diferenciar a intensidade da ades&o. Além disso, nos estudos de transporte
com monocamadas de células Caco-2, observou-se um aumento da permeabilidade da so-
lucdo de pectina/alginato ap6s 30 minutos de contacto. No final do trabalho, concluiu-se
gue a combinacgdo dos trés polimeros tem a vantagem do aumento de permeabilidade e
aumento da concentracao de farmaco no local da absorcéo, da bioadesividade e libertacdo
controlada.

Um outro estudo com macroesferas de pectinato de calcio, descrito por Musabayane e
colaboradores (Musabayane et al., 2000), teve como objectivo a encapsulacéo de insulina e
avaliacdo do seu efeito nos niveis plasmaticos de glicose em ratos diabéticos. As eficiéncias
de encapsulacao foram elevadas (entre 74 a 85%) e 0 aumento da concentracao de insulina e
diminuicdo da glicémia nos ratos, 2 a 4 horas ap6s administracédo, sugerem que a libertacao

da insulina tera ocorrido no ileo ou coélon.

3.7.2 Microesferas e microcipsulas de pectinato de calcio

Na tabela 3.2 encontram-se sumariados os diferentes farmacos encapsulados em micro-
esferas ou microcipsulas de pectinato de célcio.

Uma estratégia para encapsular anti-inflamatorios nao-esteroides foi apresentada por
Meshali e colaboradores (Meshali et al., 1992). Os autores aplicaram uma mistura de pecti-
na e rutina para encapsular azapropazona usando a técnica do leito fluidizado, obtendo
particulas com tamanhos entre os 100 el#00A encapsulacdo do farmaco resultou num
aumento da sua velocidade de dissolucéo quer em meio acido quer em meio alcalino, e
0s ensaios de biodisponibilidade em ratos mostraram que a concentracdo plasmatica do
farmaco duplicou. Além disso, enquanto que a administracdo de azapropazona aos ratos
conduziu ao aparecimento de Ulceras profundas e hemorragias da mucosa gastrica, estas
manifestacdes desapareceram quando o farmaco foi encapsulado.

McMullen e colaboradores (McMullen et al., 1982; 1984) também utilizaram a pectina

para preparar microcapsulas, ou microglébulos como designaram na altura, e estudar os
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factores determinantes para o controlo do seu tamanho, morfologia e isolamento. A encap-
sulacéo de sulfamerazina foi realizada por coacervagao de uma solucéo de pectina/gelatina
em contacto com particulas suspensas e goticulas emulsificadas. Apés arrefecimento e des-
naturacdo com formaldeido, as goticulas liquidas de coacervato gelificam e formam-se os
microglobulos, apds reaccdo de floculagdo em 2-propanol, sdo recuperados sob a forma
de po disperso em agua. Esta técnica exige que a solubilidade do farmaco no liquido de
equilibrio e no coacervato seja suficientemente baixa, que o farmaco apresente uma esta-
bilidade adequada em meios acidicos e alcalinos e que os tamanhos dos pds de farmaco
sejam inferiores ao tamanho pretendido para o microglobulo para garantir a esfericidade da
forma.

Além da aplicacdo na libertacdo especifica no colon, a pectina também foi estudada
como sistema microparticulado, contendo piroxicam, para administracao oftalmica (Giun-
chedietal., 1999). Neste trabalho as microesferas de pectina foram preparadas por secagem
por pulverizacao (“spray-drying”) e testadas quanto a retencéo pré-corneal. As microesfe-
ras, com tamanho inferior a ih, aumentaram a velocidade de dissolu¢do do farmaco
in vitro. Nos estudo# vivo com coelhos verificou-se um aumento da biodisponibilidade
relativamente a formulacéo liquida comercial.

Recorrendo a um novo método designado por microencapsulacéo por emulsificacao
em microcandl, Kawakatsu e colaboradores (Kawakatsu et al., 2001) prepararam micro-
capsulas solido-em-6leo-em-agua. Essencialmente, é forcada a passagem de uma emulsdo
agua-em-6leo por uma fase hidrofilica (solucdo de pectina) através de uma placa de silica
multicanal, formando-se uma emulsdo agua-em-6leo-em-agua monodispersa. As micro-
capsulas soélido-em-0leo-em-agua séo posteriormente obtidas por gelificacdo da fase interna
com uma solucéo de calcio (fase aquosa externa) contendo um agente emulsivo. Embora
tenham sido preparadas apenas microesferas vazias, os resultados indicaram que é possivel

a encapsulacédo de um material hidrossoluvel.

8Do inglés “microchannel emulsification”.
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A emulsificagdo também encontrou aplicacdo na encapsulagdo com pectina (Esposito
et al., 2001; Wong et al., 2002a;b). No estudo de Esposito e colaboradores (Esposito et al.,
2001) as goticulas de pectina sédo obtidas por emulsificacdo e a gelificacdo € conseguida
através de um arrefecimento rapido da emulsado, seguido de um tratamento com acetona
(que actua como agente desidratante). Os autores ainda investigaram o efeito de um endu-
recimento idnico (com ides calcio) para o qual a reticulacdo com os ides € reatizano
ou numa segunda etapa. No primeiro caso, uma solucéo de cloreto de calcio € adicionada
a emulsédo agua-em-6leo. O segundo, consiste em expor as microesferas isoladas e secas
a uma solucéo de cloreto de célcio. Varios parametros de processo de formulagéo foram
investigados. Os resultados por eles obtidos mostraram que a pectina de maca e o isos-
tearato de isostearilo como fase oleosa produziram microesferas esféricas e de superficie
regular com uma granulometria unimodal. O aumento da concentracéo da pectina resultou
num aumento do tamanho médio e da polidispersdo, enquanto que o aumento da razéo fase
agquosa/fase oleosa resultou em microesferas esféricas, porosas e de maior tamanho. Dos
agentes emulsivos estudados (todos da gama@péo com o Spa®20 que obtiveram
0 menor diametro. O tamanho das microesferas foi principalmente controlado variando a
concentracdo do agente emulsivo e a velocidade de agitacao.

Wong e colaboradores (Wong et al., 2002a;b) prepararam microesferas de pectinato de
calcio por gelificacdo externa usando uma técnica modificada de emulsificacdo. A solucéo
de pectina/farmaco foi dispersa em isooctano contendo um agente emulsivo por ac¢ao de
um agitador mecéanico a 1000rpm e apo6s 10 minutos de agitacdo foi adicionada uma solu-
¢80 aquosa com um outro agente emulsivo. A agitagdo continuou por mais 5 minutos e a
gelificacdo das microesferas ocorreu por adicdo de uma solucdo de cloreto de calcio. As
microesferas foram depois recolhidas por filtracdo sob vacuo e lavadas com agua destilada.
Foram testados trés farmacos diferentes e verificou-se que os de menor solubilidade pro-
duziram microesferas maiores e com maior eficiéncia de encapsulagéo. De maneira geral
todos os lotes preparados apresentaram, nos meios de dissolucéo utilizados, uma libertacéo

rapida do farmaco. A libertacdo mais rapida ocorreu em tampao HCI/KCI,(@kiskeguido
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Tabela 3.2: Farmacos encapsulados em microesferas ou microcapsulas de pectinato de
célcio.

Farmaco modelo Referéncia
Azapropazona (Meshali et al., 1992)
BSA (Aral e Akbuga, 1998)
Metronidazol (Esposito et al., 2001)
Piroxicam (Giunchedi et al., 1999)
Sulfanilamida (Wong et al., 2002b;a)
Sulfaguanidina (Wong et al., 2002b;a)
Sulfamerazina (McMullen et al., 1984)
Sulfatiazole (Wong et al., 2002b;a)
Tetraciclina (Esposito et al., 2001)

do tampé&o NaOH/KbPO;, (pH 7,4) e agua destilada (pH 5). Verificou-se que a solubi-

lidade dos diferentes farmacos no meio exterior é determinante para justificar a perda de
farmaco durante o processo de preparacao e nos estudos de libertacdo. No caso da quanti-
dade de farmaco libertado ser comparavel, como aconteceu para o tampao NaP&/KH

(pH 7,4), o efeito do pH na interaccdo da pectina e farmaco parece ser o que melhor explica

o perfil de libertagéo.

A pectina forma geles por reac¢ao ndo s6 com os ides calcio mas com todos os catibes
bivalentes, a excepcado do ido magnésio. Tendo este facto em consideracao, El-Gibaly (El-
Gibaly, 2002) escolheu o id0 zinco para preparar macroesferas de pectinato de zinco con-
tendo cetoprofeno e matrizes das macroesferas com uma mistura de pectina/dextrano, pec-
tina/carboximetilcelulose de sddio ou pectina/dextrano/carboximetilcelulose de sodio. Os
perfis de libertacdo do farmaco foram estudados e comparados com as macroesferas con-
vencionais de pectinato de calcio. A percentagem de farmaco libertado das macroesferas de

pectinato de zinco em meio intestinal simulado diminuiu com o aumento da concentracao
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de pectina, da concentracdo de zinco e do tempo de reticulagéo e com a diminui¢cdo da quan-
tidade de farmaco adicionada. Provavelmente devido a diferencas no grau de reticulacdo
entre os tipos de gel, o sistema pectina-zinco teve um maior efeito retardante na libertacao
de cetoprofeno. Das formulacfes matriciais estudadas, a mistura pectina/dextrano (numa
razdo de 15 : 1) foi a que apresentou melhores resultados, permanecendo intacta e re-
tendo mais de 98% de farmaco durante a exposi¢céo de 2 horas ao meio gastrico simulado.
Apesar destes resultados prometedores, ndo foram dadas indicacdes quanto a estrutura das

microesferas apds compressao para produzir as matrizes.

3.7.3 Macroesferas de pectinato de calaievestidas com quitosano

Referimos ja que a reticulacéo da pectina com os ides calcio inibe a libertagdo do far-
maco incorporado na matriz polimérica, uma vez que diminui a solubilidade e intumes-
cimento das moléculas de pectina. No entanto, apos hidratagcdo as moléculas de farmaco
gue se encontram a superficie da matriz passam, por difusdo, para o meio circundante, par-
ticularmente se se tratar de um farmaco hidrofilico. As moléculas de agua migram para
o interior da rede de polimero e substituem o farmaco dissolvido, criando poros e canais.
A entrada de fluido na matriz promove um intumescimento mais rapido e extenso, au-
mentando a area de superficie e, consequentemente, acelerando a libertacdo do farmaco
incorporado (Liu et al., 2003).

Munijeri e colaboradores (Munjeri et al., 1997) investigaram a aplicabilidade na produ-
cao de macroesferas de uma pectina amidada contendo farmacos com diferentes solubilida-
des. As eficiéncias de encapsulacao obtidas foram elevadas sendo maiores para o farmaco
mais soluvel. Em meios com diferentes valores de pH verificou-se que as percentagens
de farmaco libertado aumentaram para valores de pH mais elevados e o tratamento com
guitosano diminuiu a quantidade de farmaco libertado.

Muito recentemente, foi publicado um trabalho cujo objectivo foi estudar o comporta-
mentoin vitro de macroesferas de pectina contendo BSA revestidas com quitosano (Kim

et al.,, 2003). Parametros como a concentracdo da solucdo de cloreto de calcio, massa
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molecular do quitosano, pH da solucdo de quitosano e pH do meio de libertagdo foram
investigados e discutidos. A eficiéncia de encapsulacao foi maxima para uma concentracao
de cloreto de célcio de 2%w//v) e uma razéo pectina/BSA de 2 : 1. O aumento da concen-
tracdo de calcio conduziu a uma diminuicdo da libertagcdo de BSA nas macroesferas nao
revestidas mas o efeito deste factor em macroesferas revestidas nao é relevante. A protec-
¢ao do revestimento foi maior quando se utilizou um quitosano de elevada massa molecular

e uma solucéo de pH 5.

3.7.4 Comprimidos de pectina ou pectinato de calcio

A libertacdo de indometacina incorporada em comprimidos de pectinato de calcio foi
avaliada na presenca e auséncia de conteudos cecais de ratos (Rubinstein et al., 1993). Os
resultados indicaram que, na presenca do contetdo cecal, a libertacdo foi muito maior,
demonstrando que o pectinato de calcio pode ser degradado pelas enzimas do célon.

O tipo de pectina, a presenca de calcio e a solubilidade do sal de calcio sdo parametros
gue influenciam a libertacdo de um farmaco (Ashford et al., 1994). Quanto maior o grau de
esterificacao da pectina menor € a sua solubilidade e, portanto, o efeito protector foi melhor.
Os estudos de reologia indicaram que existe um valor éptimo da quantidade de calcio que
maximiza a resisténcia do gel. Acima desse valor, o gel enfraquece devido ao niumero
excessivo de ligacdes entre o calcio e a pectina que da origem a uma matriz heterogénea.

O potencial para libertacédo especifica no célon de pectinas amidadas também foi avali-
ado (Wakerly et al., 1997a). A adi¢do de calcio a pectina Dém- 24% atrasou a liberta-
¢cao de paracetamol mas teve o efeito oposto para a pectinBAes13%. Na auséncia de
célcio, o farmaco € libertado mais rapidamente das matrizes de pectina com maior grau de
amidacao. Por outro lado, Ahrabi e colaboradores (Ahrabi et al., 2000) mostraram que en-
tre uma pectina amidada e o sal de célcio de uma pectina HM, a primeira € mais susceptivel
a accao enzimatica e, por isso, constitui uma melhor alternativa a libertacao no colon.

Sungthongjeen e colaboradores (Sungthongjeen et al., 1999) estudaram a influéncia da

fonte de pectina, da razdo farmaco/pectina e da forca de compresséo aplicada. Apesar de
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a dureza dos comprimidos ter variado com a forca de compresséo, a libertagdo do farmaco
(indometacina) né&o foi influenciada. O aumento da quantidade de pectina na matriz retar-
dou alibertacédo, provavelmente devido a existéncia de uma camada mais resistente ao meio
de dissolucéo. O tipo de pectina também afectou a libertacdo da indometacina, embora o
grau de esterificacdo fosse semelhante. No entanto, como uma das pectinas apresentava
um teor elevado de sucrose, 0 aumento da libertacdo de indometacina foi, portanto, atri-
buido a formacéo de poros durante a dissolu¢ao da sucrose que facilitaram a penetracdo do
solvente.

Na tabela 3.3 indicam-se os farmacos incorporados em matrizes de pectina, pectinato

de calcio ou combinag¢do com outros polimeros.

Revestimento por compressao

Uma outra forma de utilizacdo da pectina (ou de pectinato de calcio) € na obtencéo de
comprimidos gastro-resistentes. Os adjuvantes e farmacos sdo comprimidos formando um
nucleo. Por sua vez, este € colocado no centro de uma camada de pectina, que & compri-
mida para formar uma camada exterior espessa e resistente. Este processo € conhecido por
revestimento por compressad penetragdo de agua é retardada pelo revestimento e o con-
tacto entre farmacos e fluidos € inibido até o comprimido atingir o colon, onde a camada
exterior € degradada pelas enzimas ali existentes.

Rubinstein e Radai (Rubinstein e Radai, 1995) prepararam comprimidos de pectinato
de calcio utilizando este método e também matrizes convencionais e avaliaram o perfil de
libertacdo de indometacina e o0 comportamentavo de comprimidos contendo insulina.
Praticamente logo ap6s a administracdo, as matrizes de pectinato de célcio comecaram a
libertar a insulina pelo que foi concluido que esta formulagédo é mais adequada para far-
macos pouco soluveis em meios aquosos. Para o caso de farmacos muito hidrossoluveis, é
necessaria uma proteccao adicional. De facto, quando a razdo massica nucleo/revestimento
foi ajustada a 5060, a libertacdo de insulina sofreu um atraso de 5 a 8 horas.

Num outro estudo, a libertacdo do farmaco foi analisadatro em condi¢bes simu-
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Tabela 3.3: Farmacos incorporados em matrizes de pectina, pectinato de calcio ou combi-

nacao com outros polimeros.

Farmaco modelo

Referéncia

Acido 5-aminosalicilico

Cloreto de metoclopramida

Cloridrato de clorpromazina

Diclofenac de sédio
Diltiazem
Fluoresceina de sédio

Indometacina

Insulina
Maleato de clorfeniramina

Paracetamol

Ropivacaina
Sulfato de quinidina
Teofilina

Verde de naftol B

(Turkoglu e T.Ugurlu, 2002)
(Naggar et al., 1992)
(Meshali e Gabr, 1993)
(Naggar et al., 1992)

(Miyazaki et al., 2000)
(Ashford et al., 1994; 1993)

(Semdé et al, 2002
Sungthongjeen et al., 1999;
Fernandez-Hervas e Fell,

1998; Rubinstein e Radai,
1995; Rubinstein et al., 1993)
(Rubinstein e Radai, 1995)
(Naggar et al., 1992)
(Fernandez-Hervas e Fell,
1998; Wakerly et al., 1997a)
(Ahrabi et al., 2000)
(Naggar et al., 1992)
(Semdeé et al., 2002)
(Wakerly et al., 1996b)

lando todo o tracto gastointestinakevivo por cintigrafiay em voluntarios humanos (Ash-

ford et al., 1993). Foram testados trés pectinas com graus de esterificacdo diferentes e so

usando a pectina colE = 70% foi possivel proteger o nucleo de farmaco uma vez que

as pectinas LM sédo mais hidrofilicas e acabam por se dissolver. A adicdo de calcio as
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formulag6es com pectinas LM reduziu a solubilidade mas a quantidade utilizada também
diminuiu a resisténcia dos comprimidos. Os autores também verificaram que a integridade
da camada de revestimento exterior diminuia com a espessura. Mesmo para a pectina de
maior grau de esterificacdo (70%) é necessaria uma espessutazle fm para prevenir
satisfatoriamente uma libertacéo precoce. O mesmo foi concluido por Ferndndez-Hervas e
Fell (Fernandez-Hervas e Fell, 1998) quando investigaram o comportamento de comprimi-
dos de dimensao reduzida (5mm) de pectina contendo indometacina e paracetamol. Para
evitarem um revestimento com espessura elevada, a pectina foi combinada com quitosano.
A mistura de polimeros ofereceu uma protec¢céo mais elevada em meios simulando o tracto
gastrointestinal superior, apesar de ainda ter ocorrido uma pequena libertacao de paraceta-
mol antes da adi¢cao de enzimas, justificada por ser mais soluvel que a indometacina.

Apos exposicao de comprimidos com verde de naftol B a contetdos cecais humanos,
de ratos e a enzimas especificas puras, Wakerly e colaboradores (Wakerly et al., 1996b)
observaram uma libertacéo rapida do farmaco modelo. A semelhanca nos tempos e perfis
de libertacdo nos diferentes meios indicam que o ataque das enzimas segue mecanismos
semelhantes.

A desvantagem do método de revestimento por compresséao surge da dificuldade técnica
de centrar o nucleo de farmaco no seio dos p6s de polimero e comprimi-lo de maneira a
que seja igual a espessura e densidade em todas as direcgdes. E facil ver que zonas com um
revestimento fino intumescem mais facilmente, conduzindo ao colapso do comprimido. Por
outro lado, a camada de revestimento é necessariamente volumosa e, portanto, inadequada
para algumas formas farmacéuticas.

Outros métodos de incorporacao de farmacos na matriz polimérica foram utilizados e

estudada a sua influéncia nos perfis de libertacdo (Naggar et al., 1992).

Combinacdo com outros polimeros

A combinacdo da pectina com outros polimeros naturais ou sintéticos é uma estraté-

gia possivel com vista a diminuicdo da sua hidrossolubilidade. Por exemplo, a mistura
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de pectina e etilcelulose combina o facto de a primeira ser enzimaticamente degradavel
e as propriedades protectoras da etilcelulose. A combinagdo com quitosano e derivados
polimetilmetacrilatos produz compésitos mais resistentes a solubilizacdo, mantendo a sus-
ceptibilidade enzimatica.

Meshali e Gabr (Meshali e Gabr, 1993) estudaram a combinacéo de pectina e quitosano
sob a forma de mistura fisica, de complexo e cada polimero em separado. O aumento da
percentagem dos polimeros nos comprimidos conduziram a uma diminuicdo da velocidade
de libertacdo do cloridrato de clorpromazina e o melhor perfil foi obtido para a mistura
fisica da pectina e quitosano. Ferndndez-Hervas e Fell (Fernandez-Hervéas e Fell, 1998)
também conseguiram uma proteccéao eficaz a pH gastrico.

A hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) foi também utilizada em formula¢cbes para admi-
nistracao sublingual de diltiazem, recorrendo-se ainda ao uso da etilcelulose na preparacéo
de comprimidos bicamada (Miyazaki et al., 2000). Os resultados indicaram um aumento
significativo da biodisponibilidade do farmaco administrado a coelhos por via sublingual
relativamente a via oral. Os estudowitro mostraram que 0os comprimidos bicamada com
pectina e HPMC numa razéo (1:1) proporcionam uma libertacdo mais sustentada. O re-
vestimento por compressao de uma mistura de pectina e HPMC também foi proposto por
Turkoglu e Ugurlu (Turkoglu e T.Ugurlu, 2002). A concentracao ideal de HPMC encon-
trada foi de 20%, a qual proporcionou uma proteccao de até 6 horas ao nucleo de farmaco.
Na presenca das enzimas pectinoliticas a velocidade de libertacdo foi maior, o que significa
gue esta combinacéo de polimeros é adequada a vectorizacdo de farmacos para o colon.

Semdé e colaboradores (Semdé et al., 2002) estudaram a libertacdo de indometacina e
teofilina de comprimidos preparados por compressao directa de varios complexos de epi-
clorohidrina/pectina. Como era de esperar, a solubilidade do farmaco influencia a sua liber-
tacdo da matriz e, neste caso, a teofilina € libertada mais rapidamente que a indometacina.
Verificou-se que, na presenca de enzimas, todas as formulacdes testadas foram rapidamente
degradadas com perfis de libertagcdo semelhantes enquanto que, na auséncia de enzimas, a

libertacdo de indometacina depende do grau de reticulagdo do complexo. O aumento da
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razao epiclorohidrina/pectina (até,266(m/m)) prolonga a libertacdo de indometacina,

ja que a solubilidade da pectina diminui com o aumento do grau de reticulacédo e, conse-
guentemente, o complexo reduz a penetracao do meio de dissolucéo prevenindo a difusao
do farmaco. Quando a razado entre os dois polimeros aumentou para além do valor éptimo
verificou-se que as propriedades de hidratacéo e gelificagdo da matriz diminuiram, expli-
cando uma libertacdo mais rapida. Por outro lado, a compressao directa parece nao ser o
melhor método de preparacdo dos comprimidos, ja que a fraca compressibilidade da pec-
tina pode ter sido o motivo da variabilidade nos tempos de desintegracdo e de velocidade
de erosdo. A adicéo de etilcelulose pode ser utilizada para melhorar a compactibilidade
das pectinas (Ahrabi et al., 2000). A granulacdo a himido ou a adi¢cdo de um revestimento
entérico (Ahrabi et al., 2000) podem ser Uteis, especialmente no caso de farmacos muito
hidrossoluveis.

De modo geral, os perfis de libertagdo de farmacos de sistemas matriciais contendo
pectina apresentam uma forma bimodal uma vez que a libertacdo € controlada por dois
fendmenos distintos: a difusédo através da rede matricial hidratada e a erosdo da matriz. A
contribuicdo do ultimo mecanismo é predominante quando existem ligacdes de reticulagcéo

fracas ou a intumescéncia é elevada.

3.7.5 Revestimento por pelicula

Uma outra forma de aplicacdo da pectina € como revestimento hidrofilico insoltvel
(tabela 3.4). O revestimento por compressao pode ndo ser o processo mais adequado para
determinadas formas sdlidas e, portanto, o revestimento por pelicula surge como alternativa
para a preparacao de formas de libertacdo controlada. Devido a sua elevada hidrossolubi-
lidade, em comparag¢do com 0s polimeros convencionais, a pectina por si sO parece nao
ser apropriada para a obtengao de peliculas com caracteristicas de libertagéo controlada.
A combinacdo com polimeros insollveis tem sido utilizada para transpor o problema da
dissolucéo da pectina.

Sriamornsak e colaboradores (Sriamornsak et al., 1997b;a) revepgttscontendo
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Tabela 3.4: Utilizacao da pectina ou derivados nos revestimentos por pelicula.

Farmaco modelo Referéncia

Acido 5-aminosalicilico (Sriamornsak et al., 2003)
Diclofenac de sédio (Mitrevej et al., 2001)
Eritrocina (Hiorth et al., 2003)
Paracetamol (Ofori-Kwakye et al., 2004;

Ofori-Kwakye e Fell, 2003;
Hiorth et al., 2003; Ofori-
Kwakye e Fell, 2001; Ma-
cleod et al., 1999a;b; Wakerly

etal., 1997h)
Radio-marcacéao (Macleod et al., 1999c)
Teofilina (Semdé et al., 2000b;a; Sria-

mornsak et al., 1997a;b)

teofilina com um filme de pectinato de célcio. A eficiéncia de encapsulacédo do farmaco
diminuiu com a aplicacdo do filme e com o tempo de revestimento mas a libertacdo em
fluido gastrico foi mais lenta (Sriamornsak et al., 1997b). Além disspelstsrevestidos

com pectinato de calcio apresentam, para uma simulacéo do tracto gastrointestinal, perfis
de libertag&o que parecem nao ser significativamente afectados pelo pH (Sriamornsak et al.,
1997a).

Também nos revestimentos por filme as misturas de pectina e quitosano (Mitrevej
et al., 2001; Hiorth et al., 2003), polimetacrilatos (Semdé et al., 1998; 2000b;a; Sriamorn-
sak et al., 2003), derivados celulésicos (Wakerly et al., 1996a; 1997b; Macleod et al.,
1997; Semdé et al., 1998; 2000b) ou uma combina¢do de 3 componentes como a pec-
tina/quitosano/HPMC (Macleod et al., 1999b;c;a; Ofori-Kwakye e Fell, 2001; 2003; Ofori-

Kwakye et al., 2004) foram utilizadas para melhorar o comportamento de matripesou
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lets

Um filme de pectina/quitosano a 3% foi suficiente para uma libertagédo controlada de
diclofenac de sodio (Mitrevej et al., 2001). A diminuicdo do grau de acetilacdo do quito-
sano, bem como a utilizacéo de pectinas LM n&o amidadas, facilitam a interaccao entre os
dois polimeros produzindo-se um filme mais resistente as variacées de pH (Hiorth et al.,
2003).

A adicao de polimetacrilatos a pectinas desesterificadas inibiu a libertacdo nos meios
gastrico e intestinal, e s6 na presenca de enzimas o farmaco foi libertado (Sriamornsak
et al., 2003). Em simulacdo das condi¢des colbnicas, uma maior concentracao de pectina
acelerou a libertacdo do farmaco (Sriamornsak et al., 2003; Semdé et al., 2000a; 1998).

O tipo de derivados da celulose influencia o perfil de libertacdo (Semdé et al., 2000b)
e a quantidade de pectina na mistura deve ser controlada (Macleod et al., 1997; Wakerly
et al., 1996a), mantendo-se a susceptibilidade enziméatica (Wakerly et al., 1996a; 1997b).

Quando combinada com quitosano e HPMC, formam-se filmes mais estaveis num in-
tervalo de pH maior (Ofori-Kwakye e Fell, 2001). A libertacéo, do tipo bimodal (Macleod
et al., 1999a;b;c; Ofori-Kwakye e Fell, 2001) pode ser controlada por alteracdo da espes-
sura do filme (Ofori-Kwakye e Fell, 2003) e foi confirmada a degradacéo deste tipo de

revestimento no célon com ensaios em humanos (Ofori-Kwakye et al., 2004).

3.7.6 Pellets de pectina

O recurso as formas farmacéuticas multiparticula para administracéo oral oferece algu-
mas vantagens, nomeadamente, a especificidade de accao e reducéo dos efeitos adversos
locais (Pillay e Fassihi, 1999a). Na tabela 3.5 encontram-se os farmacos ja utilizados na
preparacgao dpelletsde pectina.

Tho e colaboradores (Tho et al., 2001a;b) investigaram a possibilidade de ppparar
letsde pectina. Foram utilizados trés tipos de pectina e diferentes liquidos de granulacao
na presenca e auséncia de celulose microcristalina. Do primeiro estudo (Tho et al., 2001a),

concluiu-se que um grau de esterificacdo elevado ndo € adequado enquanto que a amidacéo
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da pectina apresenta um impacto positivo. A adigdo de um liquido de granulagéo contendo
etanol produzelletspraticamente esféricos, mas mecanicamente menos estaveis. No se-
gundo trabalho (Tho et al., 2001b), foi investigado o efeito da concentracédo de aditivos
(cloreto de calcio, &cido citrico, acido lactico, metanol e etanol) no liquido de granulacéo
na forma e, tamanho e estabilidade mecéanicgdtsts Posteriormente, foi aperfeicoada a
qgualidade dpelletizagaorelativamente a forma e tamanho geslets(Tho et al., 2002a).

Os mesmos autores propuseram ainda a utilizacdo do acido pectinico como alternativa a
celulose microcristalina, ja que uma pequena quantidade de acido pectinico (20%) foi sufi-
ciente para a preparacao qmslets(Tho et al., 2002b). Além disso, a pH intestinal, ocorre
intumescéncia e desintegracéo parcial libertando-se cerca de 70% do farmaco modelo, ao
contrario do que acontece com a celulose microcristalina.

Pelletsde alginato de calcio, pectinato de calcio e pectinato/alginato de calcio foram
preparados por Pillay e Fassihi (Pillay e Fassihi, 1999a;b) e realizado um estudo com-
parativo das suas caracteristicas fisico-quimicas. Para todas as formulacdes estudadas, a
libertacdo do farmaco modelo a pH gastrico foi inferior a 5% (Pillay e Fassihi, 1999a). A
combinacgédo de uma pectina LM com alginato parece influenciar o grau de reticulagéo e,
consequentemente, o comportamento fisico e mecanico (Pillay e Fassihi, 1999b).

Joseph e Venkataram (Joseph e Venkataram, 1995) combinaram pectina com gelatina
para prepargoelletspor um método de coacervacao. A libertacéo a pH géastrico foi também

negligenciavel em todas as formulag¢des apresentadas.

Tabela 3.5: Utilizacdo da pectina sob a formged#ets

Farmaco modelo Referéncia

Acido acetilsalicilico (Tho et al., 2002a; 2001a;b)
Diclofenac de sédio (Pillay e Fassihi, 1999a)
Indometacina (Joseph e Venkataram, 1995)

Riboflavina (Tho et al., 2002b)




Capitulo 4

MICROENCAPSULACAO POR GELIFICACAO IONICA

Tal como foi mencionado no segundo capitulo, uma estratégia importante para aumen-
tar a biodisponibilidade de proteinas e farmacos peptidicos € a utilizacdo de microesferas.
De facto, os sistemas microparticula aumentam a biodisponibilidade de farmacos com ca-
racteristicas de baixa absorcao, proporcionam uma libertacéo controlada, asseguram a sua
estabilidade e reduzem a irritagdo da mucosa gastrointestinal.

Neste capitulo vamos comecar por rever alguns conceitos em microencapsulagéo e meé-
todos de preparacéo de microparticulas mais comuns e, seguidamente, descrever mais por-

menorizadamente o fenémeno da gelificaco idnica

4.1 Nocoes gerais

As microparticulas séo definidas na literatura especializada como particulas esféricas
e solidas de origem polimérica que contém um agente activo. Quanto as suas dimensoes,
parece ndo existir ainda um intervalo de tamanhos universalmente aceite. Ha autores que
as definem como variando entre 50nm e 2mm (Kumar, 2000), outros situam-nas entre 1
e 100Qum (Arshady, 1990; 1991; Burgess e Hickey, 1994; Murillo et al., 2001) ou ainda
de alguns micrémetro a aproximadamente |20QqLuzzi, 1970). Por outro lado, a dimen-
sdao tipica das microparticulas comercialmente disponiveis esta entre os [ihe @00es,
1996). Uma vez que o termo microparticula se refere & ordem do micrémetro, parece-nos
gue designar por microparticulas as particulas cujo diametro se encontra entre i@ 1000

e por macroparticulas as que possuam um tamanho superior pra @8 definicdo mais

1Por vezes aparece também o termo gelificacéo ionotropica.
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correcta e sera essa a utilizada ao longo deste trabalho.

De acordo com as técnicas de fabrico utilizadas e em fun¢éo da sua morfologia, é pos-
sivel distinguir duas categorias de microparticulascrocapsula$ particulas esféricas
constituidas por um revestimento sélido que contém no seu interior a substancia encapsu-
lada, emicroesferasparticulas esféricas constituidas por uma rede continua de material
suporte, na qual se encontra disperso o principio activo (Giunchedi e Conte, 1995). As mi-
crocapsulas podem ainda gmilinuclearesou mononuclearese o nucleo se encontrar ou
nao dividido, e as microesferas considerauasogéneasu heterogénease a substancia
activa estiver dissolvida ou dispersa sob a forma de particulas (Aftabrouchad e Doelker,
1992).

No inicio da década de 70, a maior parte dos dados disponiveis relativamente a micro-
encapsulacao encontrava-se nas patentes. No entanto, neste tipo de literatura ndo estavam
descritos detalhes essenciais para a reprodutibilidade dos métodos utilizados ou os porme-
nores eram referenciados de forma ambigua. Ainda assim, a informacao existente, sob a
forma de artigos cientificos, patentes e folhetos de apresentacéo, foi recolhida e exposta por
Luzzi (Luzzi, 1970). Até esta altura, as microparticulas eram preparadas por coacervacao,
separacao de fases, polimerizacéo interfacial, métodos electrostaticos, métodos mecanicos
e metalizacao sob vacuo.

Embora seja vastissimo o nimero de variagfes e combina¢des de métodos, 0s processos
de obtencéo de sistemas microencapsulados séo classificados por muitos investigadores em
mecanicos e quimicos ou em mecanicos, fisico-quimicos e quimicos (Murillo et al., 2001).
Uma organizacgdo diferente, ja que os processos ditos mecéanicos podem envolver uma reac-
¢a0 quimica e 0s processos quimicos assentam, por vezes, exclusivamente em fenomenos
fisicos, foi sugerida por Thies (Thies, 1996). Este autor classifica os métodos de encap-

sulacdo em tipo A e tipo B (tabela 4.1). As capsulas produzidas pelo tipo A, formam-se

20 conceito de microcapsula surgiu da idealizaco do modelo celular, no qual a membrana que envolve
o citoplasma, organelos e outros componentes exerce simultaneamente outras fun¢gdes como o controlo de
entrada e saida de substancias da célula.
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Tabela 4.1: Classificagcdo dos métodos de encapsulacao segundo Thies (Thies, 1996).

Processos de tipo A Processos de tipo B

Coacervagao complexa Secagem por pulverizacdo (“Spray-
drying”)

Incompatibilidade polimero-polimero “Spray-chilling”

Polimerizacéo interfacial em meio liquido Leito fluidizado

Polimerizagaon situ Extrusao centrifuga

“In-liquid drying” Separacdo por rotacdao em disco (“Spin-
ning disk”) ou suspenséo rotacional

Gelificagao térmica ou ionica em meio liPolimerizagdo liquido-gas ou em inter-

quido face liguida-gasosa

Desolvatacdo em meio liquido Extrusdo por pressao ou pulverizagao

para um banho de extrac¢gdo com solvente

inteiramente num banho liquido sob agitacao ou num reactor tubular. As que sao fabricadas
pelo tipo B usam uma fase gasosa em determinada etapa da encapsulacao: através da pul-
verizagao de um material de revestimento sobre a substancia a encapsular, solidificagéo de
goticulas liquidas pulverizadas para uma fase gasosa, gelificacéo de goticulas pulverizadas
para um banho liquido ou reac¢des de polimerizacdo numa interface sélida-gasosa.

Nos ultimos anos as técnicas mais desenvolvidas foram a extruséo (ver sec¢ao seguinte),
encapsulacdo em lipossomas, a separacao por rotacdo em disco, o leito fluidizado e a seca-
gem por pulverizacao (Gouin, 2004).

A encapsulacéo em lipossomas tem sido especialmente utilizada para aplicacdes farma-
céuticas. Por exemplo, na administracédo de agentes de contraste para a detecgéo de tumores
ou na estabilizacdo de nutrientes da pele em produtos cosméticos e, ultimamente, na indus-
tria alimentar. Entretanto, no processo de formacdo dos lipossomas ja ndo € necessario

recorrer a sonicacao e a solventes organicos, e é possivel uma producdo de microcapsulas
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em larga escala. A principal vantagem, relativamente a outros métodos de microencap-
sulacao, é a estabilidade e proteccdo da substéncia encapsulada quando as particulas sédo
re-hidratadas. Uma outra propriedade importante dos lipossomas € a sua capacidade de se
ligarem a um alvo especifico.

A separacao por rotacdo em disco consiste na preparacao de uma suspensao de particu-
las nucleo na solucéo de revestimento que passara por um disco em rotacao, em condicdes
gue permitam a formacédo de uma pelicula de revestimento muito fina. A atomizacéo da
suspensdao a saida dos orificios do disco possibilita a constituicdo de microparticulas reves-
tidas. Esta técnica proporciona melhores rendimentos de produgédo a um custo semelhante
relativamente aos métodos tradicionais, e o equipamento utilizado € simples e pode ser
instalado em qualquer dispositivo de pulverizacéo.

A microencapsulacao realizada através do leito fluidizado € uma forma eficiente de apli-
car uma camada uniforme de revestimento (polissacarideos, proteinas, agentes emulsivos,
gorduras, materiais entéricos) a particulas solidas. A vantagem deste método é o facto de
nao se adicionarem solventes ao revestimento, o que diminui o tempo de processamento.
Os recursos energéticos séo também reduzidos ja que se elimina o processo de evaporagao.

A tecnologia de secagem por pulverizacao esta bem definida e € relativamente pouco
dispendiosa. Uma das limitac6es desta técnica € o numero restrito de materiais que podem
ser utilizados. Por exemplo, na industria alimentar, os processos sdo realizados em meios
aquosos e, por isso, o material encapsulante tem de ser soltuvel em agua.

Uma vez que estamos particularmente interessados na microencapsulacéo por gelifica-
¢do ionica, sugerimos ao leitor que pretenda informacao adicional sobre métodos de micro-
encapsulacdo a consulta de revisdes mais completas sobre esta matéria (ver, por exemplo,
as referéncias (Burgess e Hickey, 1994; Thies, 1996; Lachman et al., 2001; Silva et al.,
2003; Gouin, 2004)).

O método de microencapsulacdo que apresentamos neste trabalho desigreayad-por
sificacéo/gelificacdo interndsto €, a emulsificacéo € a técnica através da qual se formam

as goticulas e a gelificacéo (i6nica, no nosso caso) refere-se ao tipo de solidificacdo da mi-
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croparticula entretanto constituida. Conforme a fonte do agente gelificante, ou seja, se vem
de fora da goticula ou se j& se encontra disperso na solucdo polimérica juntamente com o

principio activo, a gelificacao diz-sxternaou internarespectivamente.

4.2 Emulsificaciao versusextrusao

O método convencional, e até hoje o mais explorado, para a preparacdo de macropar-
ticulas de pectina designa-se ottrusao Nesta técnica, a mistura do material encapsu-
lante e substancia activa é forcada a passar por um orificio de dimenséo pré-determinada,
formando-se gotas. Estas gotas caem dentro de uma solucédo de cloreto de calcio e gelificam
atraves da interaccao entre o polissacarideo e os ides calcio.

Macroparticulas de alginato preparadas pelo método de extrusdo/gelificacdo tém sido
extensivamente estudadas devido a facilidade de preparacao, as condi¢cdes suaves em que
todo o processo decorre e ao facto de, em principio, se poder encapsular qualquer tipo
de substancia. A principal vantagem da extrusao/gelificacéo, especialmente na encapsula-
cao de 6leos aromaticos, € o elevado periodo de armazenamento que pode atingir - até 5
anos, uma vez que a matriz hidrofilica constitui uma barreira praticamente impermeavel e,
portanto, os gases da atmosfera difundem-se muito lentamente através dela.

Consoante o polimero utilizado, a solidificacdo das gotas também pode ocorrer por
reticulacdo quimica (através da formacao de uma membrana polimérica interfacial entre
polielectrdlitos de cargas opostas) ou por meio de uma gelificacdo térmica.

Apesar de o método de extrusdo/gelificacdo proporcionar o fabrico de macrocapsulas
uniformes e de boa qualidade, a diminuicdo do tamanho facilita a troca de substancias
entre o interior das macrocapsulas e o0 meio circundante, aumenta as actividades de fer-
mentacéo (no caso da encapsulagéo de células) e minimiza a sua ruptura. No entanto, o
diametro da agulha usada nesses dispositivos limita a dimenséo das macrocapsulas a cerca
de 1mm (Poncelet et al., 1992). Tentativas de reducéo de tamanho incluiram a aplicacdo de

jactos de ar nas agulhas (Miyawaki et al., 1980), agulhas vibratérias (Hulst et al., 1985) ou
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impulsos electrostaticos (Hommel et al., 1988) ao fluxo da solu¢cdo mas, apesar das vanta-
gens relativamente as velocidades de processamento e reproductibilidade, nenhumas destas
opcOes teve grande adeséo.

Por outro lado, a maior limitacdo da extrusdo é que parece nao ser adequada para a
producédo a escala industrial (Poncelet et al., 1992). O nimero necessario de agulhas para
manter um fluxo constante é inversamente proporcional ao volume da macroesfera, o que
significa que para uma reducdo de, por exemplo, 5 vezes no tamanho das macroesferas
seriam necessarias milhares de agulhas para que a producdo fosse equivalente (Dabora,
1967). Além disso, o risco de entupimento das agulhas é elevado.

E neste contexto que surgem as primeiras utilizacdes de técnicas de emulsificagio com
polissacarideos. Inicialmente, também estas alternativas eram relativamente agressivas.
Uma adaptacgéo consistia em adicionar uma emulsdo de uma solugéo quente de carragenano
em Oleo a agua fria (Lacroix et al., 1990). Uma outra envolvia a adigdo de uma emulséo
Oleo-em-agua (a fase aquosa constituida por uma solucao de &cido alginico) a uma solugéo
de cloreto de célcio (Lim e Sun, 1980) para encapsulacao das goticulas de 6leo. Esta tltima,
apesar de ndo envolver temperaturas elevadas, tinha a desvantagem de tanto a solucao de
polissacarideo como a solucao de calcio serem insollveis na fase oleosa.

Um trabalho realizado por Fundueanu e colaboradores (Fundueanu et al., 1999), com
estudos de estabilidade, porosidade, re-hidratacéo e intumescimento, mostrou que as mi-
croesferas de alginato de célcio preparadas por emulsificacdo seguida da gelificacdo do po-
limero tém poros com dimensdes inferiores comparativamente as preparadas por extrusao.
Esta concluséo foi atribuida a elevada concentragdo de polimero em solugéo e ao processo
de secagem que proporcionavam a formagao uma estrutura compacta.

A estabilidade dos farmacos, especialmente para os farmacos peptidicos ou proteinas,
continua porém a ser uma questao extremamente importante. A maior parte das técnicas
de emulsificacdo continuam a envolver exposicdo a solventes organicos, a sonicacdo ou a
forcas mecanicas durante a preparacdo das microesferas. Todo este tipo de perturbacdes

pode ser prejudicial & estrutura proteica bem como a actividade biolégica da substancia
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activa.

Neste trabalho, para a fase de emulsificagdo, escolnemos um 6leo mineral como fase
oleosa e um agente emulsivo lipofilico empregue na industria cosmética e em produtos ali-
mentares, cuja seguranca foi ja confirmada. Para a disperséo da fase interna foi utilizado um
agitador mecanico e aplicada uma velocidade moderada. Deste modo, pudemos eliminar a

presenca de solventes organicos e garantir o minimo de perturbacdes exteriores.

4.2.1 Isolamento das microesferas

Quando o método de encapsulacéo utiliza a técnica de extrusao, o isolamento € geral-
mente realizado por filtracdo e lavagem com agua destilada.

No que diz respeito a emulsificacdo, o isolamento das microesferas da fase oleosa € uma
etapa muito importante. Neste caso, as microesferas sao separadas atraves da adicdo de uma
solucdo aquosa que perturba o equilibrio do sistema emulsivo dando origem a um sistema
Oleo-em-agua. Este fendbmeno de inversdo de fases é favoravel a migracao das microesferas
produzidas da fase oleosa para a fase aquosa. Factores como o volume da solugédo aquosa
adicionada e o tempo de separacao (isto €, o tempo de contacto entre a emulséo e a fase
aquosa adicionada) podem limitar o desenvolvimento do processo. Se o volume da fase
aquosa e o tempo de separagdo forem excessivos pode formar-se uma nova emulséo 6leo-
em-agua estavel, da qual a extraccao das microesferas é praticamente impossivel (Poncelet
etal., 1999).

4.3 Gelificacao iénica

Os primeiros métodos de encapsulagédo envolviam a utilizacdo de solventes organicos
ou reagentes incompativeis com potenciais encapsulados biolégicos e/ou aquecimento du-
rante o processo. Quando comegaram a usar-se proteinas e polissacarideos que possuiam
propriedades de formar geles, desenvolveram-se técnicas de imobilizacdo que se preten-

diam biocompativeis. De qualquer forma, os procedimentos mais comuns consistiam no
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aquecimento a temperaturas entre 40 @680 gel até se atingir a sua liquefaccao, adicdo

do agente imobilizante e, seguidamente, solidificacéo por arrefecimento. Naturalmente que
0 recurso a temperaturas relativamente elevadas era incompativel com substancias termica-
mente labeis e foi necessario o desenvolvimento de métodos de imobilizacdo mais simples
e suaves (Poncelet et al., 1992).

No inicio dos anos 80, Lim e Moss (Lim e Moss, 1981) descreveram a preparacao de
microcapsulas semipermeaveis em meios inteiramente aquosos contendo células hepati-
cas e ilhotas pancreaticas. As goticulas foram produzidas por extrusdo de uma solugéo de
alginato de sodio, na qual foram previamente dispersas as células, através de uma ponta
de capilar para o interior de uma solucao de cloreto de calcio. Ao entrarem em contacto
com esta solucao, as goticulas gelificam imediatamente formando microcapsulas consis-
tentes. Posteriormente, as microcdpsulas foram endurecidas numa solucédo de polilisina,
constituindo-se uma membrana permanente e semi-permeavel. O alginato no interior foi
depois dissolvido com uma solucéo isotonica de citrato de sédio, de forma a simular-se
0 ambiente celular, e as microcapsulas foram transferidas para um meio de cultura. Os
autores verificaram que as células encapsuladas cresceram e multiplicaram-se e que, du-
rante dois meses, as células pancreaticas libertaram insulina e permaneceram sensiveis a
estimulacdo com glicose e teofilina, respondendo com um padréo tipico de libertacdo de
insulina. Este novo método de encapsulacédo veio, pois, contribuir para o progresso na area
da microencapsulagao.

Como foi ja discutido no capitulo 3, e de forma semelhante ao alginato, também a
pectina pode estabelecer ligacdes com catides bivalentes formando geles resistentes e, por
isso, 0 método de microencapsulacao por gelificacdo interessou-nos particularmente. A
gelificacdo idnica consiste, portanto, na formacao de um hidrogel através da reaccdo de um
electrélito com um outro polielectrélito que contenha grupos de carga oposta.

Embora o processo de gelificacdo e a sua natureza aparentemente estocastica sejam
fenomenos complexos, as macro e microesferas sdo construgdes macromoleculares bem

estruturadas. Por um lado, o arranjo das moléculas durante a fase de gelificacdo induz a
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construcdo de barreiras e passagens preferenciais que orientam e facilitam, ou dificultam, a
difusdo do material encapsulado. Por outro, no caso da encapsulacdo de células, as restri-
¢Oes mecanicas e quimicas impostas pelas células encapsuladas induzem toda a estrutura a
procurar um equilibrio dinAmico das interaccdes fisico-quimicas entre as células e a matriz
polimérica. Mesmo que os biopolimeros usados para a encapsulacao possuam unidades
monomeéricas repetitivas, cada uma delas pode adoptar diferentes configuracdes tridimen-
sionais durante a gelificacdo, sendo este um dos factores responsaveis pelas propriedades

do gel (Bienaimé et al., 2003).

4.3.1 Gelificacao externa

Se o0 agente gelificante for um sal de calcio (como geralmente acontece no caso da
pectina), a fonte de ides calcio é externa quando se utiliza para a gelificacdo um banho de
cloreto de calcio ou interna quando se usa um sal insolUvel de calcio que é adicionado a
solucao de polimero/farmaco.

Em 2000, Hills e colaboradores (Hills et al., 2000) usaram técnicas de RMN, difuséo
e microimagem para explorar, de forma nao-invasiva, a estrutura interna de macroesferas
de alginato de célcio. Apesar das fortes evidéncias da existéncia de microestruturas em
geles de alginato de calcio, os factores que as determinam ainda ndo estdo completamente
esclarecidos.

Mais recentemente, Bienaimé e colaboradores (Bienaimé et al., 2003) investigaram o
tipo de estrutura matricial de macroesferas de alginato de calcio preparadas por extru-
sao/gelificacdo externa. Para o efeito foram utilizados corantes (como o calcicromo, o
acido calconcarboxilico, a murexida e o azul de metileno) com afinidade especifica para
os diferentes constituintes da matriz, mostrando as caracteristicas especificas da estrutura
interna. A figura 4.1 representa uma ilustracdo do que 0s autores pensam ser a estrutura
do interior de uma macroesfera de alginato de célcio. O estudo permitiu visualizar, através
do padrao de coloracdes obtido, a variedade de interac¢des quimicas que ocorrem durante

e apos a gelificacdo. A disposicao do polissacarideo € diferente na camada periférica e no
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nucleo da macroesfera e a distribuicdo dos ides célcio no interior da macroesfera esta longe
de ser homogénea.

Embora o estudo se refira a macroparticulas de alginato de célcio, as semelhancas deste
polimero com a pectina, relativamente ao processo de gelificacdo, justificam a introducao

das secc¢0des seguintes.

Aglomerado

de hastes Haste
(cavidade)

Crosta
Superficial
Cavidade

média

Subsuperficie

Zona de gelificaciao
fraca

Zona de gelificaciao
forte

Figura 4.1: Esquema proposto para a estrutura interna de macroesferas de alginato de calcio
preparadas por um método de extrusao/gelificagdo externa, onde se podem ver as diferentes
microtexturas (adaptado de (Bienaimé et al., 2003)).

Distribuigéo e variagdo da densidade do polimero na macroesfera

O azul de metileno, que tem carga positiva, interage com o0s grupos carboxilicos do
alginato e forma um complexo corado. Portanto, a intensidade da coloracédo permite a
visualizacdo das regides onde o polimero esta mais concentrado. Os resultados obtidos

com este corante mostraram que o alginato se encontra mais localizado a superficie das
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macroesferas.

A variacdo da densidade do alginato foi determinada misturando-se este polimero com
particulas esféricas SEPHADEXG10 E G25 e particulas amorfas (fibras celuldsicas).
Observacdes sob radiacao ultravioleta e a existéncia de fragmentos das esferas junto a su-
perficie indicam que durante a gelificacdo as particulas migram (devido ao movimento do
alginato) para a periferia e que, nessa zona, as restricoes mecanicas podem ser significati-

vamente fortes.

Distribuigdo dos iBes de célcio na macroesfera

A utilizacdo do calcicromo mostra a heterogeneidade das macroesferas de alginato de
célcio. Quando uma macroesfera inteira ou uma fracgéo € introduzida numa solucéao de
corante, este interage com os ides calcio da matriz revelando a sua estrutura. Como a in-
tensidade da coloracao depende da concentracdo daqueles catides, variando este parametro
podem detectar-se diferentes intensidades (ver figura 4.2). Facilmente se observam a crosta
superficial, uma subsuperficie e zonas de gelificacédo forte, média e fraca. Além disso,
existe uma linha de separacéo evidente entre a zona de gelificacdo média e a zona de gelifi-
cacao fraca para baixas concentra¢des de polimero, mas quando esta concentra¢cdo aumenta
a separacgao entre as duas zonas torna-se difusa.

A complexacéao entre ides célcio e o0 acido calconcarboxilico produz uma coloracéo azul
avermelhada, cuja intensidade é também proporcional a quantidade de célcio presente. Os
autores observaram uma cor intensa localizada exclusivamente na periferia da macroesfera
(principalmente na crosta superficial) e verificaram que microestruturas como as cavidades
e as hastes, em aglomerados ou individualmente, eram desprovidas de cor. Este corante
permitiu ainda apurar que a concentracao de ides célcio diminui progressivamente da su-
perficie para o centro da macroesfera. Quanto maior as concentracdes de alginato e de
célcio, mais intensa € a coloracdo nas macroesferas e maiores as diferencas entre a super-
ficie e o nucleo. Além disso, a heterogeneidade aumenta para uma maior concentracéo de

calcio e para uma menor concentragdo de polimero.
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Figura 4.2: Esquema do corte de macroeferas de alginato de calcio, apds exposi¢ao ao calci-
cromo, que mostra a espessura da crosta superficial e a profundidade da zona de gelificacao
intermédia (adaptado de (Bienaimé et al., 2003)).

Velocidade de difusao do calcio

Para distinguir a difuséo dos ides calcio no sentido do nucleo durante a formagéo da
rede polimérica os autores usaram a murexida (esta molécula forma um complexo de cor
laranja com o célcio). Os resultados mostraram que a maior velocidade de difusdo se ve-
rifica quando a concentracao de alginato € menor e a concentracao de calcio € maior. De
facto, a gelificacdo do alginato ocorre através de uma reaccédo por difusdo, na qual os dois
reagentes se difundem um em direc¢ao ao outro formando uma estrutura estavel. Portanto,
estes resultados podem ser explicados pelo facto de uma menor concentracéo de alginato
permitir a difuséo rapida de uma grande quantidade de ifes calcio. Opostamente, uma ele-
vada concentracdo de alginato atrasa a difusdo de uma pequena quantidade de ides calcio.
Na figura 4.3 encontra-se uma representacdo esquematica da organizac¢ado do polimero du-

rante a gelificacdo. Se a camada de polintermr pouco espessa a velocidade de difusao
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€ rapida, mas diminui prontamente com o aumento da barreira polimérica (representada por
di, do eds). As cavidades vao-se formando quando ocorrem contraccdes e enfraquecimen-

tos da crosta superficial.
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gL -
8 ou" 33t (333
ﬁﬂ" = R8s = s
: « .
$it ?w«::::
T a8 OOu
e K e
J Crosta superficial

Subsuperficie
& zona de gelificacao forte

Figura 4.3: Constituicdo da barreira polimérica durante a gelificacdo e formacéo de cavi-
dades (adaptado de (Bienaimé et al., 2003)¥." d M3t representam, genericamente, 0s
catides bi- e trivalentes.

Mecanismo da gelificacao externa

Os fendmenos acima referidos sugerem, pois, que ocorrem de forma gradual e em si-
multdneo diversos processos durante a gelificacdo. Primeiramente, a formagdo de uma
crosta superficial que actua como uma proteccao periférica que vai comprimindo progres-
sivamente a macroesfera e constitui um obstaculo a difuséo dos ides célcio no interior das

macroesferas. Verifica-se também uma reducao de volume da macroesfera com perda de
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moléculas de agua, que resulta da reticulacdo do alginato com o célcio. Por outro lado,
as moléculas de alginato que ndo reajam imediatamente com o calcio movem-se progres-
sivamente do nucleo para a superficie, atraidas pela acumulacédo de ibes calcio naquela
interface, e por isso a densidade de matéria nessa regiao € maior. Finalmente, todos esses
fendmenos produzem uma sucessao de processos ocasionando a formacéo de diferentes mi-
croestruturas (microfracturas, hastes simples e aglomerados, cavidades) que caracterizam a
estrutura heterogénea. A figura 4.4 mostra a formacéo de uma cavidade em forma de haste,
em quePg representa a forca envolvida na formacgéo da rede de alginato de célcio e que
limita a entrada dos ides calcid® representa representa a for¢a envolvida na penetracéo
destes iBes na gota de alginato. Naturalmente que este tipo de microestrutura so se forma

quandoPy > Pg.

Cavidade
em forma de haste

Figura 4.4: Esquema que representa a formac&o de uma cavidade em forma de haste (adap-
tado de (Bienaimé et al., 2003)). Note-se a troca i6nica entre ideeN#" e a perda de
moléculas de dgua que conduz a reducédo de volume da macroesfera.

A heterogeneidade da estrutura interna é acentuada se as concentra¢cdes das solucdes de
célcio e alginato variarem mas, apesar da variedade de microestruturas internas, as macro-

esferas sao altamente reprodutiveis.
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O método de gelificacdo externa também pode ser combinado com uma técnica de
emulsificacdo. Neste caso a solugdo de cloreto de calcio € adicionada na fase final da encap-
sulacdo, o que de alguma forma provoca uma perturbacédo do equilibrio do sistema (Chan
et al., 2002). Ao contrario da extrusédo, nesta variante da técnica o contacto entre as goti-
culas da solugéo de polimero/farmaco e a solucao de cloreto de célcio ndo é imediato: o
inicio da reticulacdo entre o polimero e os ides calcio depende da probabilidade de colisdo
entre os dois tipos de goticulas (Heng et al., 2003). As microcapsulas tendem a agregar-se
antes de endurecerem completamente e o tamanho é dificil de controlar (Poncelet et al.,
1992). E necessario ainda controlar o volume da solucéo de cloreto de célcio para prevenir
uma desestabilizacdo da emulséo e a formacéo de agregados poliméricos irregulares. Além
disso, para que as microcapsulas resultem suficientemente sélidas requere-se um excesso
de sal de célcio (Chan et al., 2002) em relacdo a quantidade de polimero utilizada. Um
outro aspecto a ter em consideracéo € a concentracdo da solucdo de calcio: a adicao de
uma mesma quantidade de calcio na forma de solugéo diluida da origem a formacéo de

microesferas irregulares (Fundueanu et al., 1998).

4.3.2 Gelificacao interna

Pelaez e Karel (Pelaez e Karel, 1981) propuseram uma alternativa a gelificacao externa,
gue consistia na dispersédo de um sal de calcio na solucéo polimérica (de alginato de sédio)
e libertac&o lenta dos ides de célcio via quebra espontanea de gluconolactona. A medida
gue esta se vai degradando, o meio torna-se mais acidico e provoca a libertacdo dos ides
célcio que ficam assim disponiveis para reagirem com o alginato.

Lencki e colaboradores (Lencki et al., 1989) sugerem a utilizacdo de citrato de cal-
cio/citrato de sodio como fonte interna dos catides reticulantes. Neste caso, a acidificacao
do meio seria conseguida por adicdo de um acido miscivel (acido acético) com a fase ole-
osa. Baseando-se nesta proposta, Poncelet e colaboradores (Poncelet et al., 1992) prepara-
ram microesferas de alginato por emulsificacdo/gelificacdo interna e estudaram o efeito das

caracteristicas do alginato e da configuracdo do dispositivo.
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Figura 4.5: Granulometria tipica obtida para microesferas de alginato de célcio preparadas

por emulsificacéo/gelificacéo interna (adaptado de (Poncelet, 2001))

A granulometria tipica consistia em dois picos principais, um pico A com represen-

tacdo de 25% e um pico B representando cerca de 65 a 95% do volume total (ver figura

4.5). Verificou-se ainda a existéncia de varios picos satélite (S) com um baixo indice de

representatividade.

A seleccdo de um vector de calcio adequado para o método de gelificacao interna de-

pende do intervalo de pH que se pretende. Por exemplo, os valores de pH neutros sao

apropriados para a imobilizagédo de células, mas se o trabalho for realizado com culturas

gue tolerem bem ambientes mais acidos o pH pode ser inicialmente mais baixo. Por outro

lado, para o intervalo de pH desejado, a libertacdo dos iGes calcio deve ocorrer lentamente

no inicio da acidificacé@o e depois, a medida que o meio vai ficando mais acido, a libertacédo

dos catides deve ser mais rapida (Poncelet et al., 1999).



Capitulo 5

MATERIAIS E METODOS

5.1 Matérias primas

e Polimero encapsulante
Pectina LM (GRINDSTED pectin LA 410) - Danisco (Grindsted, Dinamarca)

A informagao da percentagem de grupos metoxilo e amida néo foi disponibilizada

pelo fornecedor mas esta referéncia tem, tipicamente, um DE de 33% e DA de 14%.
Pectina HM (GRINDSTED pectin MRS 351) - Danisco (Grindsted, Dinamarca)

A informacéo da percentagem de grupos metoxilo ndo foi disponibilizada pelo for-
necedor mas o DE de uma pectina HM com esta referéncia varia tipicamente entre
58 e 75%.

e Farmaco modelo

Albumina sérica bovina liofilizada (fraccéo V) - Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, EUA)

e Fase oleosa

Parafina liquida (viscosidadgc = 222 1mn?s 1) - Vaz Pereira (Lisboa, Portugal)

e Agente emulsivo

Monooleato de sorbitano (Sp@80) - Fluka Chemie GmbH (Buchs, Suica)
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e Agente reticulante

Carbonato de célcio - Omya (Orgon, Franca)

e Polimero de revestimento

Quitosano de baixo peso molecular (150KDa) - Fluka Biochemika (Steinheim, Ale-

manha)

e Adjuvantes

Tripolifosfato de sédio - Riedel-deHAEN (Seelze, Alemanha)

Os outros reagentes utilizados s@o de grau analitico e as solucdes aquosas foram prepa-

radas com agua desmineralizada.

5.2 Preparacao das microesferas

Para a preparacao das microesferas utilizamos o método descrito por Poncelet e colabo-
radores (Poncelet et al., 1992; 1995) adaptado ao polimero que escolhemos. As diferentes
variaveis estudadas estédo organizadas nas tabelas 5.1 e 5.2 e a seleccao dos parametros de

processo fixos serd justificada no capitulo seguinte.

5.2.1 Configuragao do reactor

Num trabalho de Poncelet e colaboradores (Poncelet et al., 1992) onde se pretendia
estudar a influéncia do tipo de hélices (turbina de seis laminas, lamina dupla achatada
de rede e hélice marinha) e da configuracdo do reactor na distribuicdo de tamanhos das
microesferas, 0s autores concluiram que a dispersao dos picos nao era significativamente
afectada. Todavia, o diametro médio e os rendimentos sofriam alteracdes significativas. Isto
foi justificado pelo facto de terem verificado que durante o desenvolvimento da dispersao
a solucdo de polissacarideo tendia a acumular-se em determinadas zonas do reactor. A

solug&o encontrada foi adoptar uma configuracao que evite a existéncia de cantos no reactor.
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Quanto as hélices utilizadas naquele estudo, a lamina de rede produziu uma emulsao
mais homogénea e, consequentemente, microesferas com menor tamanho. No entanto, os
rendimentos foram baixos devido a adeséo do polimero a lamina.

Tendo em conta estes resultados, a etapa de emulsificacdo do método que aqui apresen-
tamos foi conduzida num reactor cilindrico de fundo redondo usando uma hélice marinha

de trés laminas (ver figura 5.2.1).
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Figura 5.1: Reactor cilindrico de fundo rendondo e hélice marinha de trés laminas.

5.2.2 Preparacao da solucéo de pectina/BSA

A uma solucao de BSA em tampao NaOH/D, (USP XXV, pH 8 0) adicionou-se
a pectina recorrendo a agitacdo magnética até dissolucdo completa. Apds esta dissolucao,
mediu-se o pH (MultiCaR), Weilheim, Alemanha) e deixou-se em repouso para eliminagao

de bolhas de ar.

5.2.3 Emulsificacao/gelificacéo interna

A 50mL de parafina foi adicionado Sp&80 a 1%v/v) e agitou-se a 200rpm re-
correndo a um agitador Ika-Eurostar (Staufen, Alemanha) provido de uma hélice marinha

durante 15 minutos (fasa da figura 5.2). Preparou-se uma suspensao de carbonato de
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calcio a 5%m/v) e adicionou-se a solugdo de pectina/BSA o volume necessario para uma
relacdo de §54%(m/m) (Ca’+/pectina). Esta mistura foi homogeneizada e adicionada a
fase oleosa (faske da figura 5.2). Apos 15 minutos de emulsificacdo adicionaram-se len-
tamente, durante 60 minutos, 20mL de parafina contendo acido acético glacial dase

figura 5.2). A relacdo molar entre este e #C#oi de 7,4. Nesta etapa a velocidade de
agitacao foi ajustada a 400rpm. Apos o periodo de gelificacéo, a velocidade de agitacéo foi
reduzida para 200rpm e as microesferas foram separadas através da adicdo de uma solucéo

tampao acetato (USP XXV, pH 8) a emulséo (fase da figura 5.2).

5.2.4 Revestimento

As solucdes de quitosano foram preparadas através da dissolu¢do do quitosano numa
solucdo de &cido acético a 1%'v) de modo a se obterem as concentragBes pretendi-
das (tabela 5.2). O pH da solucéo foi ajustada 2 &@m uma solucdo de NaOH a 4M
e filtrou-se, para eliminar os residuos nao solubilizados, com filtros de papel (Whatman
GD1). Juntaram-se 30 mL da solug&o de quitosano a um volume igual de parafina e deixou-
se com agitacdo magnética a 1100 rpm durante 1h30. Esta mistura foi adicionada a emulsao
no final da gelificacao (faseda figura 5.2) e reagiu com as microesferas durante 30 minu-
tos sob uma velocidade de agitacdo de 400rpm. As fases foram finalmente separadas com
uma solucao tampéao acetato (USP XXV, p5}

Quando se utilizou o tripolifosfato de so6dio como adjuvante, dissolveu-se primeira-
mente a BSA em solucédo tampao NaOHAHD, (USP XXV, pH 80), adicionou-se a
quantidade de adjuvante necessaria para se obter uma concentracaorje P& depois
de estar completamente dissolvido, juntou-se a pectina. O lote foi seguidamente preparado

segundo os procedimentos descritos.
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Figura 5.2: Esquema da preparacao das microesferas de pectina contendo BSA.
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5.2.5 Lavagem e isolamento

Para se proceder ao isolamento, centrifugou-se a emulsao obtida a 3000rpm durante
10 minutos. Obtiveram-se trés fases, a aquosa que contém as microesferas depositadas, a
oleosa limpida que é rejeitada e uma fase emulsificada que se recolhe por aspiracdo. A
esta Ultima adicionaram-se 25mL de solu¢édo tampao acetato, centrifugou-se novamente
a mesma velocidade durante 10 minutos, aspirou-se o 0leo e separou-se a fase aquosa.
Este passo foi repetido até ndo se detectar a deposicdo de microesferas na fase aguosa.
Juntaram-se todas as fases aquosas ho mesmo copo e deixou-se em repouso. Apos deposi-
cao das microesferas, a solucdo sobrenadante foi aspirada e substituida por solu¢éo nova. O
processo de lavagem repetiu-se até nao ser detectado 6leo na observacao microscopica. As
microesferas hidratadas foram suspensas na solucao de lavagem a uma temperatura entre O
e6C.

Nas tabelas 5.1 e 5.2 encontram-se os parametros de processo e formulacéo estudados

neste trabalho.

5.2.6 Secagem

A liofilizacdo € um método de secagem muito utilizado para aumentar a estabilidade
de farmacos labeis durante a producdo ou armazenamento a longo prazo. Além da vanta-
gem de uma melhor estabilidade, as formulacdes liofilizadas também s&o mais faceis de
manusear (Tang e Pikal, 2004). As microesferas hidratadas foram, pois, distribuidas por
recipientes de forma a que o congelamentedd®°C, em banho de etanol (Benchtop shell
freezer, Freezo@model 79490, Labconco, EUA) a 96%, se processasse rapida e unifor-
memente. A liofilizacdo (Lyoh-loch 6, Labconco, EUA) foi realizada°@ @urante 48

horas.
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Tabela 5.1: Parametros de processo estudados.

Variavel

Valores estudados

pH da solucao de pectina/BSA

7.4
&
8,0

Disperséo do CaC{

agitacao manual

sonicacao

Concentragéo do agente emulsivo({fov)]

0,0
0,5
1,0

Relagédo de fase$\j/v)]

30/70
40/60
50/50

Velocidade de agitacéo [rpm]

400
600
800

Tipo de isolamento

deposicéo

centrifugacdo
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Tabela 5.2: Parametros de formulacao estudados.

Variavel Valores estudados
Tipo de pectina pectina LM

pectina HM

3
Concentragéo de pectina (#6/v)] 4

5

2:1
Proporgéo pectina/BSA1n/m)] 3:1

4:1

0,0
Concentragéo da solucéo de revestimentmid)] 0,3

0,5

1,0

Presenca de emulsificante na solucéo de revestimento [mlJ O
1,0

0,0
Presenca de adjuvante (f/v)] 2
2 + revestimento [B%(m/v)]
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5.3 Caracterizacao das microesferas

5.3.1 Avaliacdo morfolégica

A morfologia das microesferas foi avaliada por microscopia 6ptica (Olympus BH2-
UMA, Tokio, Japan). As imagens foram projectadas num monitor ligado a uma camara de
video (Cue-2, Olympus, Tokio, Japan). Registos digitais das microesferas isoladas foram

realizados com uma magquina fotografica digital Sony (MVC-CD 400, Jap&o).

5.3.2 Granulometria

O tamanho das microesferas e distribuicbes de volume foram determinados através da
técnica de difractometria laser (modelo Fraunhofer) usando um Coulter LS130, num inter-
valo de tamanhos de Da 100Qum. O meio de suspenséo utilizado para a analise granulo-

métrica foi a solucéo de lavagem das microesferas.

5.4 Determinacao da eficiéncia de encapsulacao

Para a determinacdo da eficiéncia de encapsulac¢édo da BSA utilizou-se um método indi-
recto que consistiu no doseamento da albumina nas fases de lavagem.

A eficiéncia de encapsulacao foi calculada de acordo com a seguite relagéo:

_ Quantidade de BSA total Quantidade de BSA Iivrg

EE(% :
(%) Quantidade de BSA total

100 (5.1)

e cada determinacéo foi feita em triplicado.

5.5 Estudos de libertacao

Amostras de 20mg de microesferas liofilizadas foram suspensas em 20mL de tampéao
HCI/KCI (USP XXV, pH 1 2) e colocadas nhuma placa magnética (Variomag, Telesystem,
Alemanha) sob uma agitacdo de 100rpm. Ao fim de 2 horas, transferiram-se as amostras

para tubos de centrifuga e centrifugaram-se a 3000 rpm durante 10 minutos. Apdés recolha
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de 93mL do sobrenadante, as microesferas depositadas foram repostas no recipiente cor-
respondente e adicionou-se um volume igual de tampao NaOHIRH(USP XXV, pH

7,4). Ao fim de 2 horas, transferiram-se novamente as amostras para tubos de centrifuga
e centrifugaram-se a 3000 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante (2mL) foi recolhido e

guantificado. Os ensaios foram realizados em triplicado.

5.5.1 Quantificagéo da BSA

O doseamento a pH,2 foi realizado directamente por espectrofotometria UV (Shi-
madzu UV 1603, Kyoto, Japdo)a= 280nm. Foram também realizados ensaios com
microesferas sem BSA, uma vez que a pectina poderia interferir nos doseamentos, e o0 va-
lor da absorvancia foi descontado.

Para a quantificacdo da BSA a ptbfprocedeu-se da seguinte forma. A 2mL de amos-
tra das fases de lavagem adicionaram-seuB&f NaOH a 02 M, de maneira a aumentar
o0 pH acima do ponto isoeléctrico da BSA e garantir a repulsédo entre esta e a pectina, e
homogeneizou-se. Em seguida adicionaram-se 2mL de etanol e agitou-se (Vortex Genie-2,
Scientifc Industries, New York, EUA) durante 1 minuto, por forma a provocar a precipi-
tacdo de microesferas de granulometria muito pequena que nao se teriam depositado. As
guantidades mencionadas foram escolhidas ap6s estudos de pH, observagdo macroscépica
dos precipitados obtidos e anélise das absorvancias com diferentes volumes de etanol. As
solucBes foram depois centrifugadas a 3000 rpm durante 10 minutos e lidos os valores das
absorvancias num espectrofotémetro U¥ a 280 nm.

A pH 7,4 o doseamento da BSA foi realizado do seguinte modo: a 2mL de amostra foi
adicionado o mesmo volume de etanol com agitacdo em vortex durante 1 minuto. Seguiu-
se uma centrifugacdo a 3000rpm durante 10 minutos e os valores das absorvancias foram

lidos num espectrofotémetro UVia= 280 nm.



Capitulo 6

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em toda a pesquisa efectuada, até a concluséo deste trabalho, ndo foram encontrados
estudos que se debrucassem sobre a preparacdo de microesferas de pectinato de célcio pelo
método de emulsificacdo/gelificacao interna. Assim, apesar de apresentarmos sugestdes
para justificar os resultados obtidos, ndo podemos estabelecer comparagdes com outros
trabalhos que validem, ou refutem, as nossas observacoes.

Nos estudos de libertacéo nédo foi detectada a existéncia de proteinaéaghp@rtanto,

apenas os resultados referentes ao meio que simulou o pH gastrico sdo aqui apresentados.

6.1 Parametros de processo

6.1.1 pH da solucéo de pectina/BSA

Uma vez que tinhamos observado diferencas no aspecto exterior do produto liofilizado
nos primeiros lotes preparados (figura 6.1), averiguamos se 0 modo de congelamento, que
antecede a liofilizacado das amostras, poderia influenciar significativamente a libertacéo de
BSA. Preparamos um lote {h2) com as mesmas condi¢cdes que um outro anteriormente
produzido (A8) mas pretendendo realizar o congelament@& C num banho de etanol a
96%. Logo apos adicdo da solucao de carbonato de célcio verificamos que tinha ocorrido
uma gelificacdo prematura. Voltamos a repetir a experiéncia (16 e obtivémos nova-
mente uma gelificacdo antecipada, apesar de menos extensa, que se reflectiu nos resultados
de granulometria (ver tabela 6.1).

De facto, quando se adiciona a solucao de carbonato de calcio a solucao de pectina/BSA

observa-se um aumento rapido da viscosidade.
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Figura 6.1: Microesferas liofilizadas com congelamente4®°C em banho de etanol a
96% (a esquerda) e com congelamento2®°C em frigorifico (a direita).

Tabela 6.1: Fendémeno de pré-gelificacéo.

Lote pH da solucdo pH da solucdo Diametro médio Moda [um]

tampao pectina/BSA + DP [um]
8 7,4 6,77 59,59 23,93 56
12 7,4 6,87 183 143,2 127,1

14 7,4 6,86 102, 43,6 105,9
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Quando ocorre pré-gelificagdo, o tamanho das microesferas vai aumentar mas nao de
uma forma uniforme. Durante a emulsificacéo, algumas goticulas podem englobar mais ou
menos graos de sal de calcio (Poncelet et al., 1992) resultando depois numa granulometria
heterogénea.

Para aumentar o pH da solucéo de pectina/BSA, dissolvemos os dois reagentes numa
solucao de tampaéo fosfato a dois pH diferente8,e78 0. Dos resultados obtidos verifica-

mos que a subida do pH oferece uma melhor distribuicdo de tamanhos (tabela 6.2).

Tabela 6.2: Resultados da granulometria das microesferas preparadas a partir de solucdes
de pectina/BSA com diferentes valores de pH.

pH da solucdo pH da solucdo Diametro médio Moda [um]

tampéo pectina/BSA + DP [um]

7,4 6,77 59,59t 23,93 56
7,8 7,04 49,15+ 16,91 46,68
8,0 7,08 36,23t 10,62 38,91

6.1.2 Dispersao do carbonato de célcio

O tipo de disperséo da solucéo de carbonato de célcio foi também estudado. Nos pri-
meiros lotes que prepardmos procedemos a uma agitacdo manual da solucéo de carbonato
de célcio. Entretanto passdmos a utilizar a sonicagéo para melhor promover a dispersao do
sal de calcio.

Através da analise granulométrica verificou-se que este parametro influencia o tamanho
das microesferas (tabela 6.3). Esperar-se-ia que 0 recurso a sonicacao proporcionasse uma
granulometria mais homogénea. No entanto, pode observar-se que o desvio padréo é supe-
rior, o que reflecte uma distribuicdo com um elevado indice de polidisperséo. Esta largura
do pico resulta certamente da ocorréncia de uma pré-gelificacéo, ja que o pH da solucao de

pectina/BSA (pH 677), como vimos, permite uma libertacédo antecipada dos ides de célcio.
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6.1.3 Concentracdo do agente emulsivo

O tamanho de microesferas preparadas por um método de emulsificacdo pode ser con-
trolado através da adicdo de um agente emulsivo. De facto, a presenca e aumento da con-
centracdo de Sp@&80 conduziu a uma diminuicdo do tamanho médio das microesferas e
do indice de polidisperséo (tabela 6.3).

Quanto a eficiéncia de encapsulagéo, observamos um aumento de cerca de 3% quando
foram adicionados ,6%(v/v) deste agente emulsivo a fase oleosa, mas para uma maior
concentracdo nao verificamos uma diferenca significativa (figura 6.2). Quando expostas ao
meio acido, as microesferas preparadas com diferentes concentracfes@8Spharta-
ram a maior parte do seu contetldo em BSA. A libertacao foi total para a auséncia de agente
emulsivo, uma ligeira diminuic&o foi observada para a concentracéo intermédialé®1

de BSA foi libertada para uma concentracao de(%%).
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Figura 6.2: Comparacao das eficiéncias de encapsulacao e libertagcdoage-Hicroes-
feras preparadas com diferentes concentracdes de agente emulsivo.

6.1.4 Relacao de fases

A alteracao da relacdo, em volume, das fases aquosa e oleosa nao varia de forma linear

relativamente ao tamanho das microesferas (tabela 6.3). O aumento da fase aquosa de 30
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para 40%v/v) aumentou muito significativamente o diametro médio. No entanto, o tama-
nho das microesferas diminuiu para menos de metade quando se empregou uma relagéo de
fases de 5060(v/v). A variacdo da menor para a maior proporcao de fase aquosa condu-
Ziu a um aumento da eficiéncia de encapsulacao e a uma retencédo de BSA de cerca de 20%
(figura 6.3).

1001 1204

1 OO- ‘—\
80

98-

94

924

Libertagdo de BSA (%)
3
1

Eficiéncia de encapsulagao (%)

0
30/70 40/60 50/50 30/70 40/60 50/50
Relagéo fase aquosalfase oleosa (V/v) Relagdo fase aquosa/fase oleosa (V/v)

Figura 6.3: Comparacao das eficiéncias de encapsulacao e libertacdoage-Hicroes-
feras preparadas com diferentes relacdes de fases.

6.1.5 Velocidade de agitacao

Os tamanhos médios e modas das microesferas preparadas com diferentes velocida-
des de agitacdo encontram-se na tabela (tabela 6.3). Pode, pois, ver-se que para 400, 600
e 800rpm, o tamanho médio diminuiu com o aumento da velocidade. Relativamente as
eficiéncias de encapsulacao, verificamos que diminuem ligeiramente a medida que a velo-
cidade é mais elevada. Para os ensaios de libertacdo &plerlficamos que aumentando
a velocidade de agitacdo aumenta também a libertacdo de BSA, sendo que as diferencgas

observadas entre 600 e 800rpm n&o sé&o significativas (ver figura 6.4).
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Figura 6.4: Comparacao das eficiéncias de encapsulacao e libertagcdoage-Hicroes-
feras preparadas com diferentes velocidades de agitacéo.

6.1.6 Isolamento das microesferas

As microesferas isoladas por centrifugacdo apresentaram um tamanho médio ligeira-
mente mais pequeno do que as obtidas por deposicéo (tabela 6.3). As eficiéncias de encap-
sulacdo para os dois tipos de isolamento séo idénticas e, apesar de a libertacdo de proteina a
pH 1,2 ser maior para o isolamento por centrifugacéo, a diferenca entre os dois parametros

nao é significativa (figura 6.5).
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Figura 6.5: Comparacao das eficiéncias de encapsulacao e libertacdoage-Hicroes-
feras isoladas por deposicéo e centrifugacéo.
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6.2 Parametros de formulacio

6.2.1 Tipo de pectina

Quando utilizamos uma pectina com elevado grau de esterificacdo diminuiu o tamanho
médio das microesferas (tabela 6.4). A eficiéncia de encapsulacao foi reduzida em cerca de
6% e a libertagéo de BSA a pHZfoi total (figura 6.6).

< 1001 120-
o )
l% 98- E, 100+ /
2 B 80-
S 96 '33
:cj S 601
94+ ]
S §‘ 204
© =
g 924 g 20-
@ ]
2 90 0
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Tipo de pectina Tipo de pectina

Figura 6.6: Comparacao das eficiéncias de encapsulacao e libertagcaoage-Hicroes-
feras preparadas com dois tipos diferentes de pectina.

6.2.2 Concentracéo de pectina

Os resultados obtidos mostram que aumentando a concentragao de pectina de 3 para
5%(m/v) o didmetro médio das microesferas ndo varia proporcionalmente (tabela 6.4).
Uma concentracéo de pectina de @3%v) produz microesferas com um tamanho médio
muito grande (7378um) e um indice de polidispersédo elevado. A figura 6.7 mostra o efeito
da concentracao do polissacarideo na eficiéncia de encapsulagéo e na libertacédd.a pH 1
Para as microesferas preparadas com a pectina a 3ra Afq a eficiéncia de encapsulagéo
foi semelhante e aumentou ligeiramente para(B%). Relativamente a libertagdo em
meio acido, s6 com a maior concentracdo foi possivel uma retencéo de cerca de 20% de

BSA no interior das microesferas.
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Figura 6.7: Comparacao das eficiéncias de encapsulacao e libertacdoage-Hicroes-
feras preparadas com diferentes concentracdes de pectina.

6.2.3 Proporcao polimero/proteina

O tamanho médio das microesferas com diferentes razdes entre a pectina e BSA variou
entre 335 e 475um, ndo tendo sido obtida uma relacéo linear (tabela 6.4). O tamanho
aumentou quando se aumentou a concentracdo da BSA até uma razdo de 3 : 1 mas aumen-
tando até 2 : 1 o tamanho diminuiu. A figura 6.8 mostra o efeito da quantidade de BSA
adicionada na eficiéncia de encapsulacao e na libertacdo a2pHPara ambas, podemos

ver que a menor razao pectina/BSA proporciona os melhores resultados.

6.2.4 Revestimento com quitosano

A reticulacdo da pectina com os ies?Caliminui a hidrossolubilidade e intumes-
céncia do polissacarideo o que, teoricamente, conduz a inibicdo da libertacdo do farmaco
encapsulado. Todavia, a difuséo para o meio circundante das moléculas de farmaco que se
encontram a superficie das microesferas ndao € completamente suprimida. De facto, verifi-
camos que mesmo a alteragdo de alguns parametros de processo e de formulacdo nao foi
suficiente para reduzir a libertagdo de BSA.

O quitosano € um polissacarideo constituido por copolimer@s-glecosamina éN-

acetilglucosamina que pode ser extraido da quitina dos crustaceos via desacetilacéo alcalina
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Figura 6.8: Comparacao das eficiéncias de encapsulacao e libertagcaoage-Hicroes-
feras preparadas com diferentes razGes entre pectina e BSA.

parcial. O termo quitosano refere-se a um vasto numero de polimeros que diferem entre
si quanto ao grau dl-acetilacédo (40 a 98%) e ao peso molecular (entre 50 e 2000kDa),
caracteristicas que influenciam as propriedades fisico-quimicas deste polimero. O quito-
sano é uma base fraca cujo pKa do grilpglucosamina esta entrede 7,0 e, portanto,

€ insolavel a valores neutros e alcalinos de pH. Em meios acidos, os grupos amina sao
protonados e o polimero adquire uma elevada densidade de carga positiva, dissolvendo-se
prontamente (Hejazi e Amiji, 2003). O quitosano pode formar complexos com polime-
ros anionicos, o que resulta num reforco da matriz e consequentemente numa reducgéo da
erosdo desta em meios aquosos (Murata et al., 1993).

As microesferas de pectinato de calcio revestidas com uma solucéo de quitosano, apli-
cada como foi indicado no capitulo anterior, apresentaram um diametro médio e um indice
de polidispersao muito elevados relativamente as microesferas ndo revestidas (tabela 6.5),
0 que representa um elevado grau de aglomeracao.

Analisando a figura 6.9 podemos ainda verificar que ha uma pequena diminui¢cdo da
eficiéncia de encapsulagdo quando o revestimento € aplicado e que a libertagdo de BSA a

pH 1,2 € de apenas 20%.
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Tabela 6.5: Influéncia do revestimento de quitosano na distribuicdo de tamanhos.

Diametro médio+ DP [um] Moda [um]

Nao revestidas 36,28 10,62 38,91
Revestidas 170,0& 73,09 219,40
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Figura 6.9: Influéncia do revestimento de quitosano na eficiéncia de encapsulagcéo e na
libertacéo a pH 2.

Melhoramento da granulometria

Uma vez que as microesferas revestidas apresentaram um tamanho médio tao elevado,
além da enorme polidispersdo, seguimos um procedimento testado no nosso Laboratorio
de Investigacdo que tinha produzido bons resultados com o alginato, e que consistia em
adicionar o agente emulsivo (no nosso caso &) a solucdo de revestimento.

Da tabela 6.6 vemos que a adicdo de 1 mL de agente emulsivo diminui drasticamente
o tamanho das microesferas revestidas para um valor aproximado do obtido para as micro-
esferas ndo revestidas. A figura 6.10 mostra que a eficiéncia de encapsulacdo aumentou

ligeiramente mas a libertacado de BSA a pR2 1oi significativamente influenciada.
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Tabela 6.6: Influéncia da adicdo de S@80 a solucao de revestimento na distribuicéo de
tamanhos.

Volume de SparR)80 [mL]  Didmetro médio + DP [um] Moda [um]

0 170,00+ 73,09 219,40
1 39,88+ 12,99 42,62
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Figura 6.10: Influéncia da adicdo de S@80 a solucdo de revestimento na eficiéncia de
encapsulacao e na libertacéo a pia.1

Concentracéo da solucdo de revestimento

O aumento da concentracdo de quitosano resultou também num aumento do tamanho
médio das microesferas (tabela 6.4), que variou entrg336 1157um. A adicdo de
quitosano aumentou a eficiéncia de encapsulacédo até uma concentrac&8&ode )
mas néo houve diferenca significativa na retencao durante a suspenséao e phhdo
ser para a concentracdo mais elevada, para a qual se observou uma retengcéo de cerca de
28% (figura 6.11).
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Figura 6.11: Comparacéao das eficiéncias de encapsulacao e libertacagzageHniicro-
esferas preparadas com diferentes concentracdes de quitosano.

6.2.5 Presenca de adjuvantes sem e com revestimento

Uma outra estratégia possivel para controlar a libertagdo de farmacos é a incorporacéo
de outros polianides na solucdo de pectina. Para este trabalho seleccionamos o tripolifosfato
de sodio, que interage com o quitosano por meio de forgas electrostéticas.

Os resultados de granulometria indicaram-nos que a adi¢cdo deste adjuvante fez aumen-
tar o tamanho médio das microesferas (tabela 6.4). Quanto a eficiéncia de encapsulacéo,
verificAmos que esta diminuiu ligeiramente em relacdo as microesferas de pectina (figura
6.12). A libertacdo de BSA a pH, 2 diminuiu significativamente, tendo sido conseguida
uma retencao de cerca de 72%.

A andlise granulométrica das microesferas preparadas com tripolifosfato de sodio e re-
vestidas com uma solugéo de quitosano mostrou uma diminui¢éo significativa do tamanho
médio relativamente as microesferas nao revestidas e também as microesferas preparadas
apenas com pectina (tabela 6.4). A eficiéncia de encapsulacéo foi analoga a das microesfe-

ras nao revestidas mas a libertacdo de BSA a jfHalimentou (figura 6.12).
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Figura 6.12: Comparacéao das eficiéncias de encapsulacao e libertacagageHniicro-
esferas constituidas por pectinato de célcio (CaP), pectinato de calcio e tripolifosfato de
sédio (TPP) e por pectinato de célcio e tripolifosfato de sddio revestidas com quitosano
(TPP/Quitosano).

6.3 Discussao geral

6.3.1 Escolha dos parametros fixos de processo e formulacéo
Fase oleosa

Num trabalho de Esquisabel e colaboradores (Esquisabel et al., 1997) foi estudada a
influéncia do tipo de 6leo em microcapsulas de alginato revestidas com polilisina prepa-
radas pelo método de emulsificacao/gelificacéo interna. Para o efeito foram utilizados os
Oleos de sésamo, améndoas doces, esqualeno, camomila e jojoba e a viscosidade de cada
um foi determinada através de estudos reoldgicos. Os autores verificaram que o tamanho
das microcapsulas diminuia linearmente com o aumento do valor da viscosidade dos 6leos
utilizados. Uma vez que a viscosidade da parafina é superior a de qualquer um daqueles
Oleos vegetais mencionados, seria de esperar uma diminuicdo e optimizacédo da granulo-
metria das microesferas. Por este motivo escolhemos como fase oleosa para a etapa de

emulsificacéo o 6leo de parafina.
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Fonte dos ides calcio

Poncelet e colaboradores (Poncelet et al., 1995) experimentaram cinco sais como fonte
interna de iBes célcio para a preparacdo de microesferas de alginato. Os sais utilizados
foram o oxalato, tartarato, fosfato, carbonato e citrato de calcio. As microesferas obtidas
com citrato de calcio apresentaram uma granulometria complexa, caracterizada por dois
picos principais. Mesmo a um pH de(8a gelificacdo ficou completa em 4 minutos, muito
antes de a emulsao ter atingido o equilibrio. Com os sais oxalato e tartarato ndo foi pos-
sivel a consolidacédo das microesferas porque os catibes néo sédo libertados num intervalo
de pH adequado (ver figura 6.13). O fosfato de célcio formou agregados no centro das
microesferas e a gelificacdo incompleta induziu a sua aglomeracgéo. Ja as microesferas pre-
paradas com carbonato de calcio apresentaram-se mais esféricas e com uma distribuicéo de
tamanhos unimodal. A mistura do sal carbonato com uma solucédo de alginato manteve-se
estavel a pH ;5 durante 48 horas e quando o pH foi reduzido parébb provocou uma

gelificagéo instantanea.

Calcio livre (mM)
50

40 \ \
N ——

\ \ \:arbonato

20
wrtarato k
10
oxalato ;
0 = -

2 4 6 8
pH

Figura 6.13: Concentracao de calcio livre em funcdo do pH para diferentes sais de calcio
(adaptado de (Poncelet et al., 1995; Poncelet, 2001)).
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Como o carbonato de célcio foi, dos sais de célcio analisados com a finalidade de serem
empregues na gelificacdo interna, o que proporcionou a preparacao de microesferas com as

melhores caracteristicas, optamos por utiliza-lo no nosso trabalho.

Relacéo C&'/pectina

Também na escolha da relacdo?C/pectina baseamo-nos nos trabalhos publicados
com o alginato. A quantidade de calcio, segundo Poncelet (Poncelet, 2001), que é suficiente
adicionar a uma solucédo de alginato para assegurar uma gelificacdo completa € 25mM, que
corresponde a uma relagdo em massa de 5%. Como uma pectina LM tem, em principio,
mais grupos carboxilicos disponiveis para interagir com os i8é5 €ano caso de uma
pectina amidada, que parece refor¢car essa interacgdo, optdmos por empregar uma relagcéo

massica entre a pectina e os ibe$ Cde 6 64%.

Relacéo acido acético/CG4

Quando se inicia a fase de acidificagédo o carbonato de célcio vai reagindo lentamente

(porgue o ritmo da adicéo de acido é lento) com o acido acético segundo o0 esquema:

2H* + CaCQ; — Ca&" + H,0+ COy. (6.1)

Obviamente que a relacéo entre acido acético e ides calcio determina o grau da gelifi-
cacao (Silva et al., Submitted) e, consequentemente, a qualidade do gel. Se a quantidade
de &cido for insuficiente para dissociar todos os ides calcio do sal carbonato, as microes-
feras que se formarem apresentardo uma elevada fragilidade ja que a quantidade de calcio
presente é dos factores que mais influencia a resisténcia do gel (Liu et al., 2003). Por outro
lado, quando Poncelet e colaboradores (Poncelet et al., 1992) iniciaram o estudo da micro-
encapsulacao por emulsificagcédo/gelificacéo interna comegaram por variar a relagdo molar
acido acético/Ca de 166 a 1665. No entanto, a influéncia deste parametro nas caracte-

risticas das microesferas nao foi discutida pelo que desconhecemos qual a propor¢cdo mais
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apropriada.

Tendo em consideracdo a estequiometria da reaccao anterior (traduzida pela equacao
6.1), os factores relacionados com a gelificacéo da pectina e o estudo de Poncelet e colabo-
radores, optdmos por uma relacdo molar acido acétiéb/@a 7 4. Este valor representa
um excesso de acido relativamente aos ides calcio, necessario para garantir uma gelificacdo

completa, e € um valor intermédio no intervalo referido.

Meio de lavagem das microesferas

Huguet e Dellacherie (Huguet e Dellacherie, 1996) fizeram um estudo da influéncia do
meio de armazenamento de microesferas de alginato de calcio na libertacdo de BSA. As
microesferas foram suspensas em agua destilada (pH 6) e numa 3&j@:ad1Cl (pH 4)

e apos 15 dias de armazenamento observou-se que em solucéo acidica a libertacdo de BSA
foi significativamente inferior (88%) em relacdo a agua destilada,(1%).

A escolha do pH da solugéo de lavagem e de armazenamento € muito importante para
evitar a difusédo da proteina encapsulada para o meio de suspenséo. Pensa-se que ha forma-
¢cdo de um complexo reversivel do tipo electrostatico entre a pectina e a BSA que depende
do pH do meio circundante. A figura 6.14 mostra um esquema da interac¢ao pectina-
proteina. Se o pH do meio for superior ao ponto isoeléctrico da proteina, ambas as molé-
culas estdo desprotonadas e ha repulsdo entre grupos carboxilicos. Quando o pH do meio
€ igual ao ponto isoeléctrico, o nUmero de cargas positivas é igual ao nimero de cargas
negativas e comecam a estabelecer-se algumas ligacfes entre 0s grupos amina da proteina
e 0s grupos carboxilicos desprotonados da cadeia galacturonica. Se o valor do pH do meio
se encontrar entre 0 pKa da pectina e o ponto isoeléctrico da proteina, os grupos carboxili-
cos livres da pectina continuam negativamente carregados e podem interagir com 0s grupos
amina protonados da proteina. No caso de o pH ser ainda inferior ao pKa da pectina, os
grupos carboxilicos adquirem um protédo e repelem o0s grupos amina que estdo também
protonados.

O valor do pH deve situar-se, portanto, abaixo do ponto isoeléctrico da proteina de
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Figura 6.14: Esquema da interaccao entre pectina e proteina (adaptado de Thakur e cola-
boradores (Thakur et al., 1997)).

modo a promover-se a interaccdo entre proteina e polimero e, assim, inibir a difusdo da
BSA para o meio de lavagem e armazenamento. O estudo da variacao do pH em condi¢des
de simulacéo da fase de gelificagdo mostrou que, para a relacéo de &cidotiGzada

(7,4), o valor final do pH néo é inferior a 2. Por outro lado, um valor de pH situado entre

0 pKa da pectina e o ponto isoeléctrico da BSA é assegurado pela lavagem das microesferas

com uma solucao tampéao de ptb4
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6.3.2 O fendmeno de pré-gelificacédo

O controlo do pH é, como pudemos apreciar ha sec¢ao anterior, essencial para prevenir
o fendmeno da pré-gelificacéo.

Lembremo-nos agora do que foi referido no capitulo 4 quanto ao comportamento da
molécula de BSA em diferentes valores de pH. Uma vez que as isomeriza¢des sao rever-
siveis, que a forma “normal” se mantém no intervalo de pHXe o tamanho médio das
microesferas preparadas a partir de uma solucado com@FBo de menor valor, além de
se ter obtido uma granulometria mais homogénea, o meio de dissolucéo escolhido para a
preparacao das solucdes pectina/BSA foi o tampéo fosfato aaH 8

Mesmo assim, € necessario ter em conta que para um pH finaDdera solugéo de
pectina/BSA em tampao fosfato pH®produz um pH final entre,® e 7,1) h4 alguma
libertacdo de ides calcio para o meio (Poncelet et al., 1995; 1999; Poncelet, 2001) e, se a

homogeneizacao néo for suficientemente rapida a mistura pode gelificar.

6.3.3 Analise da granulometria

As microesferas preparadas pelo método de emulsificagcdo/gelificacdo interna que des-
crevemos neste trabalho apresentaram, de modo geral, um tamanho médio infegior a 50
e um baixo indice de polidispersdo, uma forma esférica regular e um baixo grau de aglome-
racao (figura 6.15). Outros métodos de preparacdo de microesferas de pectinato de célcio,
nomeadamente emulsificacéo/gelificacdo externa (Wong et al., 2002b; Heng et al., 2003)
ou combinacédo da emulsificacdo com uma gelificacdo por arrefecimento Esposito et al.
(2001), foram ja apresentados. No entanto, as microesferas obtidas através destas técni-
cas apresentam uma forma geralmente irregular, didametros médios maiores, um grau de
aglomeracéao elevado e uma fraca capacidade de eliminacéo da fase oleosa (figuras 6.16 e
6.17).

O tamanho médio das goticulas formadas numa suspensao constituida por duas fases,

depende de véarios parametros como o design do esquema de trabalho, a viscosidade das
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Figura 6.15: Fotografia de microscopia Optica das microesferas preparadas com a pectina
LM amidada e sem revestimento. A ampliacéo foi de 500x.

Figura 6.16: Microesferas de pectinato de calcio preparadas por emulsificacdo/gelificagéo
externa (Wong et al., 2002b)).

Figura 6.17: Microesferas de pectinato de calcio preparadas por emulsificacdo/gelificagéo
por arrefecimento (Esposito et al., 2001)).
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duas fases imisciveis ou a velocidade de agitacdo da mistura. Podemos encontrar descritas
na literatura cientifica diversas (e semelhantes) relagdes empiricas entre o tamanho médio
das particulas e aqueles parametros (Kafarov e Babanov, 1959; Scully, 1976; Arshady e

Ledwith, 1983). A equacgao

. DvRvgy
~ DsNvmCs
onded representa o tamanho médio das particldasxpressa uma variavel dependente do

d (6.2)

esquema de trabalhb,, e Ds sdo respectivamente os didmetros do reactor e da hélice do
agitador,R traduz a razéo (em volume) entre a fase das particulas e 0 meio de suspensao,
N é a velocidade de agitacéey e v, representam respectivamente as viscosidades da
fase das particulas e do meio de suspeng@a tensdo superficial entre as duas fases
imisciveis eCs € a concentracdo do emulsivo, foi adaptada por Arshady (Arshady, 1990).
Esta relacdo pressupde que as particulas atinjam, ou pelo menos se aproximem, de uma
distribuicdo de equilibrio antes do processo de reticulacéo, isto é, que a distribuicdo de
tamanhos permanece estacionéria sob uma agitacédo constante. O periodo necessario para
atingir um tal estado estacionario podera ser extenso mas € conseguido geralmente entre 10
a 30 minutos.

Na seccao anterior verificdamos que aumentando a quantidade dg8padlicionada
a parafina diminuia o didametro das microesferas. O aumento da concentragao do agente
emulsivo diminui a tensao interfacial e impede a coalescéncia das goticulas, permitindo
uma reducdo significativa do tamanho médio das microesferas, o que esta de acordo com a
equacao 6.2.

Comrespeito arelacéo de fases, seria de esperar que o aumento da razéo fase aguosa/fase
oleosa aumentasse proporcionalmente o tamanho das microesferas. No entanto, podemos
observar que ha uma diminui¢cdo do tamanho médio quando aumentamos o volume de fase
aquosa de 40 para 50mL. Aumentando o volume da fase interna (aquosa) aumenta também
0 numero de gotas, a area interfacial e a tenséo superficial. Sendo o nimero de gotas maior,
a distancia de separacao entre elas diminui o que promove as colisdes e favorece o aumento

do tamanho das microesferas. Esta explicacao parece justificar o aumento do diametro mé-
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dio entre as razdes 300 e 4060(v/v), tal como foi obtido por Tin e colaboradores (Tin

et al., 1997) para microesferas de alginato. Contudo, num trabalho recente (Silva et al.,
Submitted) é referido que o aumento da fase aquosa na emulséo resulta numa reducéo li-
geira do tamanho das microesferas.

Quanto a velocidade de agitacéo, verificamos que o tamanho médio diminuiu com o
aumento da velocidade, tal como se previa por aplicacdo da equacao 6.2. O aumento da
forca de agitacado conduz a uma maior dispersao da fase interna, promovendo uma emulséo
mais fina e prevenindo a aglomeracéo, e as microesferas que se formam sdo mais pequenas.

O tamanho médio e eficiéncia de encapsulacdo para as microesferas isoladas por depo-
sicdo e centrifugacdo sdo semelhantes. A vantagem de utilizar a centrifugacdo € a maior
facilidade em eliminar a fase oleosa. Todavia, quando é aplicado o revestimento de quito-
sano, as microesferas em vez de se depositarem depois de centrifugadas ficam suspensas
pelo que, nestas condic¢des, este ndo € o modo mais apropriado de as isolar.

Quando usamos a pectina HM obtivémos microesferas com menor diametro médio.
Este resultado era esperado uma vez que verificAmos que a solu¢do aquosa desta pectina
se apresentava mais fluida que a pectina LM amidada. Relembrando a equagéo 6.2, ve-
mMos que quanto maior a viscosidade da fase das microesferas (no nosso caso a solucéo de
pectina/BSA que constitui a fase aquosa) maior serd o tamanho das microesferas.

A diminuigc&o da concentragéo de pectina (de 5 paraB¥)) produz solugbes menos
viscosas e, por isso, esperavamos um aumento proporcional do tamanho das microesferas.
O que verificAmos foi que o tamanho médio diminuiu para uma concentracao(de/4%o
e voltou a aumentar para uma concentragdo dén3%e). O aumento da concentracdo de
pectina implica um aumento da viscosidade da solucéo.

Voltando mais uma vez a equacao 6.2, temos que quanto maior for a viscosidade da
fase das goticulas maior é o tamanho das goticulas formadas, o que justifica 0 aumento do
tamanho médio das microesferas para a variagao de 4 pama/A2pde pectina. Quando
utilizamos uma concentracao de 88t/v), o rendimento em volume obtido foi muito baixo

e observou-se o aparecimento de fragmentos gelificados na fase de separacédo das micro-



Resultados e Discussdo 108

esferas (figura 6.18). Esta concentracdo parece ser demasiado baixa para a preparagao de
microesferas pelo método de emulsificacdo/gelificacdo interna e, talvez por isso, ndo se
verifigue uma relacéo linear no estudo da distribuicdo de tamanhos.

Tin e colaboradores (Tin et al., 1997) também observa-

ram que as microesferas de alginato de célcio preparadas com - k|
baixas concentracdes de polimero ndo passavam para ﬁ :

aguosa, mesmo apds um contacto muito prolongado.
tores verificaram que, como resultado da fraca recupera
uma elevada proporcao de microesferas se perdeu dura
rejeicdo da fase oleosa. Aquelas que foram isoladas apre

tavam um aspecto pegajoso, formando agregados provenien-

Figura 6.18: Aspecto dos

fragmentos obtidos quando
A presenca (antes do melhoramento da granulometriggieytilizada a solucdo de

tes de uma gelificagdo incompleta.

aumento da concentracdo da solucdo de quitosano apliP&§ina a 3%m/v).
como revestimento das microesferas, bem como a presenga
do tripolifosfato de sédio, conduziram a um aumento do tamanho médio e da polidispersao.
Este resultado era também esperado uma vez que aumentando a concentracdo em termos
de conteudo polimérico aumenta a viscosidade da solucao e, consequentemente, o tamanho
das microesferas.

Quando o revestimento de quitosano € aplicado as microesferas contendo tripolifosfato
verifica-se uma diminuicdo para cerca de metade (da8para 2206um) do diametro
médio. Recorrendo a microscopia 6ptica (ver figuras 6.19 e 6.20) podemos observar que a
amostra de microesferas revestidas é composta predominantemente por fragmentos muito
pequenos e ndo por microesferas. Pensamos que 0 quitosano reagiu com o tripolifosfato
de sddio produzindo particulas, provavelmente gelificadas, muito pequenas e cuja presenca

foi detectada pelo difractémetro.
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Figura 6.19: Fotografia de microscopia Optica das microesferas preparadas com a pectina
LM amidada e tripolifosfato de sodio. A ampliacéo foi de 500x.
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Figura 6.20: Fotografia de microscopia Optica das microesferas preparadas com a pectina

LM amidada e tripolifosfato de sddio e revestidas com quitosano. As setas indicam o local
das microesferas. A ampliagao foi de 500x.
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6.3.4 Analise das eficiéncias de encapsulacao e libertacdo & pH

Para todos os parametros estudados obtivemos eficiéncias de encapsulacédo acima dos
90%. Esta elevada eficiéncia pode ser atribuida a dimenséao e natureza hidrofilica da BSA,
gue dificultam a sua difusdo para a fase externa oleosa durante o processo de emulsificacao
e gelificacao.

A libertacdo da BSA a pH,2 foi, de modo geral, muito elevada (superior a 70%), ape-
sar de a pectina ser insoluvel neste meio. De facto, se o material encapsulado for hidros-
solavel a sua libertacdo ocorre tal como para um sistema matricial hidrofilico, aumentada
pela elevada area de superficie da forma farmacéutica multiparticula (Munjeri et al., 1997).
Como as microesferas tém dimensdes reduzidas, a quantidade de polimero que forma a ma-
triz pode também n&o ser suficiente para formar uma barreira que retarde de modo eficaz a
libertacdo da BSA. A BSA, em pH acido, adquire uma conformacéo estendida (ver capitulo
2), 0 que pode explicar a facilidade de difusdo desta proteina (Huguet e Dellacherie, 1996).

Por outro lado, a pH baixo os protdes competem com os ides célcio pelos grupos car-
boxilicos das moléculas de pectina. Como o coeficiente de difusdo de um prdtéo (9
10-5cr?s 1) é cerca de 10 vezes superior ao de um &0 @8, 79 x 10 °cn?s 1) (Heng
etal., 2003), presume-se que a ligacio aos idepridvalece sobre a ligacio aos idedCa
Esta substituicao idnica perturba a rede matricial, apesar de as microesferas manterem a sua
estrutura macroscopica com propriedades mecéanicas semelhantes devido a formacéo de li-
gacoes de hidrogénio que lhe conferem estabilidade (Fundueanu et al., 1999), deixando-a
mais permeavel a hidratacdo e a difusédo da proteina para o meio exterior.

Também a um valor de pH baixo e inferior ao pKa da pectina a interaccdo desta com a
proteina é praticamente nula, contribuindo para a difusdo da BSA através da rede polimé-
rica.

Além disso, vimos que quando o carbonato de calcio reage com o acido acético durante
a fase de gelificacdo, a reaccéo processa-se com libertacdo de diéxido de carbono. Ha

autores que consideram que estando a solucdo do sal de célcio dispersa na solugdo de
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pectina/BSA, o diéxido de carbono libertado no interior da matriz podera ser responsavel
por um aumento da porosidade das microesferas (Chan et al., 2002) e, consequentemente,
facilitar a libertacdo da BSA.

A liofilizacao também pode ter contribuido para uma libertacdo elevada, ja que este tipo
de secagem poderda induzir alteragdes na estrutura das microesferas, promovendo uma di-
fusdo mais rapida da proteina. Num trabalho publicado por Schaffazick e Guterres (Schaf-
fazick e Guterres, 2003) é referido que apos re-hidratacéo de nanocapsulastdeiiinA
zoato de benzilo liofilizadas mais de 50% de farmaco (foi utilizada a indometacina como
farmaco modelo) foi libertado. Chasteigner e colaboradores (Chasteigner et al., 1995) suge-
riram que as tensdes na estrutura provocadas pelo congelamento da dgua poderiam quebrar
as nanocapsulas com consequente perda do conteddo para a fase aquosa, enquanto que
Gursoy e colaboradores (Gursoy et al., 1989) atribuiram a elevada libertacdo a possiveis
alteracdes na estrutura das nanocapsulas. No entanto, num trabalho realizado por Guterres
e colaboradores (Guterres et al., 2000) mostrou-se que filmes poliméricos de PLA eram
rapidamente dissolvidos pelo benzoato de benzilo e, portanto, ndo haveria constituicéo de
nanocapsulas mas formar-se-iam micelas. As alteragées na estrutura polimérica propos-
tas ocorreriam entdo antes da fase de congelamento devido a dissolucéo do polimero pelo
benzoato de benzilo (Schaffazick e Guterres, 2003).

Por outro lado, também importa saber se as propriedades da BSA sao alteradas face ao
processo da liofilizagdo. O problema da estabilidade € particularmente importante no caso
das proteinas ou farmacos peptidicos ja que pode ocorrer desnaturacao pelo frio ou des-
naturacdo nas interfaces. Embora exista desestabilizacdo termodinamica provocada pela
baixa temperatura ou outro tipo de perturbacao durante a liofilizacdo, n&do significa neces-
sariamente que ocorra desdobramento da proteina se a velocidade de desdobramento for
suficientemente lenta para que a fase de secagem termine sem que se verifigue um desdo-

bramento completo. Se assim for, a proteina pode ser liofilizada com seguranca (Tang e

IPLA = poli(acido lactico).
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Pikal, 2004).

Embora o agente emulsivo seja mais influente no controlo do tamanho de particulas,
os resultados obtidos para as microesferas preparadas na presenca@8®pastra-
ram que este parametro favorece a encapsulacao da BSA. Sendo®8pam emulsifi-
cante lipossoluvel, a distribuicdo das suas moléculas em redor das goticulas da fase interna
(aquosa) podera constituir um obstaculo a difusdo da BSA, durante o processo de prepara-
cao das microesferas. Quanto a libertacdo em meio acido ter diminuido proporcionalmente
com o0 aumento da concentracdo, pensamos que se deve ao facto de o agente emulsivo
proporcionar a formag&o de microesferas com melhores caracteristicas.

O efeito da relacdo de fases mostrou que para as rela¢cdes estudadas com uma frac-
¢cdo oleosa maior a eficiéncia de encapsulacao e a retencdo da BSA em meio 4cido sdo
semelhantes, e sdo significativamente melhores para uma relagg@(\p0d/). Sendo a
BSA uma molécula hidrossoluvel, ela tem obviamente mais afinidade para a fase aquosa.
Se a fraccao aquosa for maior entdo esta afinidade podera ser reforcada, resultando num
aumento da eficiéncia de encapsulagéo e da retencao da proteina.

O aumento da velocidade de agitacéo fez diminuir ligeiramente a eficiéncia de encapsu-
lacdo da BSA. Ja vimos que o aumento da velocidade de agitacéo resulta numa diminuicao
do tamanho das microesferas. Consequentemente, aumenta o nimero de goticulas e a area
interfacial. Assim sendo, a difusdo de BSA para o meio exterior estara mais facilitada. Por
outro lado, também a for¢ca mais intensa da agitacao podera contribuir para um aumento da
difusdo da BSA. O mesmo tipo de comportamento foi observado para a libertagdo em meio
acido. Neste caso, como as microesferas preparadas com a menor velocidade de agitacado
(400rpm) apresentaram um tamanho superior, a area de exposi¢cao ao meio exterior € menor
e, portanto, a libertacdo € também menor.

As microesferas preparadas com a pectina HM nao ofereceram qualquer proteccéo a
proteina encapsulada e, de todos os parametros estudados, este foi aquele com o qual ob-
tivémos uma eficiéncia de encapsulacdo mais baixa. De facto, o grau de esterificacdo e

amidacao tém uma grande influéncia na formacao dos geles de pectina induzida pelos ides
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de célcio (Liu et al., 2003), uma vez que a extensédo da ligagdo daqueles ides diminui drasti-
camente com o aumento do contetdo de residuos esterificados aleatoriamente distribuidos
ao longo da cadeia polimérica (Morris et al., 1982). A formacao de zonas de juncao estaveis
entre cadeias requere a participagdo de uma sequéncia minima néo-interrompida de unida-
des galacturdnicas desesterificadas. Para pectinas com um DE ou DA elevado, a sequéncia
consecutiva de grupos carboxilicos livres pode ser demasiado curta para que urfifido Ca
possa ser fixado por dois grupos carboxilicos. Assim, a rede de pectinato de célcio formada
nestas condi¢cdes é mais fragil (figura 6.21), ndo permitindo a formagdo de uma matriz

suficientemente eficaz para reter a BSA.

Figura 6.21: Fotografia de microscopia Optica das microesferas preparadas com uma pec-
tina HM. As setas indicam malformacdes das microesferas. A ampliacéo foi de 500x.

Com o aumento da concentragcdo de pectina par@%) foi possivel melhorar a
eficiéncia de encapsulacédo e reduzir a libertacdo a @1 Uma quantidade de pectina
mais elevada produz provavelmente microesferas mais compactas e, consequentemente,
diminui a permeabilidade da matriz.

Uma maior proporcao de pectina relativamente a BSA deveria favorecer a solidez das
microesferas de maneira a reduzir a sua libertagéo. No entanto verificamos que diminuindo

a quantidade de BSA nas microesferas, a retencao durante a preparacao e apds exposicao
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a meio acido também diminui. Isto acontece provavelmente porque a difusdo de algumas
moléculas de BSA podera permitir a abertura de poros na rede possibilitando a fuga de ou-
tras moléculas para o meio de dissolu¢do. O aumento da quantidade de BSA pode conduzir
também a uma reducéo do grau de intumescimento da rede polimérica e, assim, diminuir
a libertagdo. Outros autores (Ostberg et al., 1993) também verificaram um melhoramento
da eficiéncia de encapsulacao, quando prepararam macroesferas de alginato de calcio con-
tendo teofilina a partir de uma suspensao mais concentrada do farmaco. Observaram ainda,
em fotografias de microscopia electrénica de varrimento, a presenca de um maior nimero
de cristais de farmaco a superficie das macroesferas preparadas com uma menor quantidade
de farmaco. Estes resultados também podem contribuir para justificar uma maior retencao
da BSA nas microesferas obtidas para uma menor razéo pectina/proteina.

O estudo da interaccao entre pectina e quitosano por espectroscopia de infraverme-
lho (Kim et al., 2003) sugere que 0s grupos amina positivos do quitosano formam uma
membrana através de interacc¢des do tipo ibnico com os grupos carboxilicos da pectina.
A figura 6.22, que adaptamos para 0 nosso polissacarideo, mostra uma representacéo es-
guematica da formagcao da membrana do complexo pectina/quitosano. Uma vez que, para
ambos os polielectrélitos, cerca de 70 a 80% do grau de dissociacéo dos grupos carboxilico
e amina se aproxima de pH® cada um pode conservar uma conformagéo rigida e linear
gue resulta na formacao de uma membrana densa (Lee et al., 1997). Como ja foi anterior-
mente referido, o pH da emuls&o ao fim de 60 minutos de gelificacdo nado é inferr a 4
e, portanto, podemos admitir que os dois polimeros interagem daquela maneira.

Pretendia-se, pois, com a adi¢do do quitosano o aumento da estabilidade das microes-
feras, uma reducéo do grau de intumescimento e a diminuicdo da permeabilidade da rede
polimérica.

A ligeira diminuicdo da eficiéncia de encapsulacéo observada para as microesferas re-
vestidas pode ser explicada por uma exposicdo mais longa a agitacdo. Quando se aumenta o
tempo da fase de gelificacdo pode ocorrer a formacao de um maior numero de ligacdes en-

tre a pectina e os ides calcio, o que resulta num aumento da eficiéncia de encapsulacdo. No
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Figura 6.22: Esquema representativo da interac¢éo entre pectina e quitosano (adaptado de
(Lee et al., 1997)).

entanto, um periodo de gelificacdo mais prolongado pode conduzir a difusdo de farmacos
mais hidrossolUveis para o meio circundante, reduzindo a eficiéncia de encapsulacéo (Liu e
Krishnan, 1999). Dos ensaios de libertacéo verificamos que as microesferas revestidas reti-
veram 80% de proteina. Isto aconteceu provavelmente devido a agrega¢ao que ocorre entre
as microesferas durante o processo de revestimento (ver figura 6.23). Estes aglomerados
de microesferas exibem uma area de superficie menor e, portanto, estdo menos expostas ao
meio acido.

Quando usdamos o agente emulsivo na solucéo de revestimento obtivémos, de facto, um
melhoramento da granulometria das microesferas (figura 6.24) mas a libertacdo de BSA
a pH 1,2 aumentou muito significativamente. Este resultado reforca a explicacdo anterior
de que a proteccéao oferecida se devia ao grau de aglomeracao elevado e ndo ao efeito do
revestimento.

Quanto ao revestimento de quitosano em diferentes concentragdes, pudémos observar

um ligeiro aumento para a retencéo da proteina durante o processo de preparacao, até um
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Figura 6.23: Fotografia de microscopia optica das microesferas preparadas com a pectina
LM amidada e revestidas com quitosano. A ampliagéo foi de 200x.

Figura 6.24: Fotografia de microscopia Optica das microesferas preparadas com a pectina
LM amidada e revestidas com quitosano contendo @& A ampliagdo foi de 500x.
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maximo a 05%(m/v). Aumentando a concentracéo da solugdo de revestimento para além
deste valor verificou-se uma diminuicéo da eficiéncia de encapsulacdo. Uma concentracao
de 10%(m/v) torna o revestimento mais dificil de conseguir devido a natureza viscosa da
solucao de quitosano, induzindo uma agregacao provavelmente excessiva das microesferas
(como se pode observar no aumento dramatico do seu tamanho médio). A influéncia deste
factor durante a libertacdo a pHZ2lrevela um padrao de resposta diferente. Para as con-
centracdes mais baixas de quitosano a libertacédo é elevada e diminui cerca de 10% para a
concentracdo méxima estudada. Das observacfes ao microscopio optico pudémos verificar
gue as microesferas estao relativamente bem individualizadas e, portanto, este aumento na
retencao parece dever-se a alguma proteccéo do revestimento de quitosano. Na verdade, o
método de revestimento determina o limite de interac¢éo do quitosano com as microesferas
formadas. Se a solucao de revestimento for aplicada numa sé etapa (como foi 0 nosso caso),
a quantidade de quitosano que estabele ligacdes € baixa, provavelmente porque o quitosano
comeca por se ligar a superficie das microesferas e forma uma membrana que impede a
difusdo de outras moléculas de quitosano para o seu interior (Gaserod et al., 1999). Tal-
vez por isso obtivémos alguma proteccdo apenas para uma solugcdo muito concentrada do
policatido.

A incorporacéo de tripolifosfato de sédio na solucédo de pectina/BSA resultou numa
ligeira diminuicdo da eficiéncia de encapsulagéo e numa grande diminui¢éo da libertacéo
de BSA a pH 12. Pensamos que o tripolifosfato de sédio contribui para um fortaleci-
mento e diminuicdo da porosidade da matriz, impedindo a difusédo da proteina para o meio
envolvente. As microesferas revestidas com quitosano apresentam uma eficiéncia de encap-
sulacdo semelhante as ndo revestidas mas a libertacdo 2 @drhenta. Provavelmente
0 que acontece é que 0 quitosano compete com a pectina pelo polifosfato e a matriz fica
menos resistente, resultando num aumento da libertacao relativamente as microesferas ndo
revestidas. Num trabalho de Kawashima e colaboradores (Kawashima et al., 1985) fo-
ram preparados granulos de teofilina revestidos com um complexo quitosano/tripolifosfato

de sédio. No procedimento utilizado, o tripolifosfato de sédio foi simultaneamente dis-
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perso com a teofilina numa solucéo de acetato de etilo e os granulos depois obtidos foram
expostos a uma solucao de quitosano. Os autores indicam que, durante o processo de re-
vestimento, o tripolifosfato de sddio no granulo dissolve-se e move-se para a superficie,
onde pode reagir com o quitosano. A formacéo de um complexo que constitui a membrana
exterior é revelada pelos registos de microscopia das sec¢des dos granulos. Estes resultados
e as diferencas na microscopia Optica entre as microesferas revestidas e nao revestidas (ver
figuras 6.19 e 6.20), onde as primeiras praticamente néo se distinguem do meio exterior,
reforcam a indicacdo de o tripolifosfato se ligar preferencialmente ao quitosano ocorrendo
uma perturbacao da rede polimérica e, consequentemente, a destruicdo das microesferas.
Por outro lado, ainda existe uma libertacdo de BSA de apenas cerca de 45% que pensamos
suceder devido a retencao da proteina no produto liofilizado e ndo através da proteccéo das

microesferas.



Capitulo 7

CONCLUSOES

Apesar dos obstaculos até hoje encontrados, o interesse em desenvolver formulacfes
para administrar oralmente proteinas ou farmacos peptidicos é elevado. De facto, muitos
farmacos que actualmente s6 estao disponiveis em formas de administracédo parenteral estao
sujeitas a um enorme esforco para disponibilizar uma forma oral.

As vantagens da administracdo oral incluem a aceitacdo e adeséo dos doentes, a faci-
lidade de administracdo, a redugéo de custos para a industria farmacéutica resultante da
dispensa de esterilizacéo e do envolvimento directo de um técnico de saude.

As estratégias farmacéuticas para aumentar a absorcdo no tracto gastrointestinal tém
vantagens e inconvenientes. A modificacdo quimica pode funcionar para moléculas pe-
guenas mas para moléculas maiores, para as quais estruturas terciarias se tornam muito
importantes para a actividade bioldgica, esta alternativa pode nao ter o efeito desejado. A
alteracéo das propriedades da mucosa, através da utilizacdo de promotores de absorcéo,
providencia um aumento da captagédo das moléculas de farmacos. No entanto, alguns pro-
motores actuam provocando danos irreversiveis a mucosa que, consequentemente, permi-
tem a passagem de enzimas e toxinas. A encapsulacao de proteinas ou farmacos peptidicos
em particulas poliméricas surge como uma alternativa que providencia a sua proteccéo.

Devido ao ambiente menos agressivo do tracto gastrointestinal inferior, a libertacéo es-
pecifica no colon aparece também como uma estratégia valida, permitindo uma reducéo da
dose total de farmaco administrada ao doente, dos possiveis efeitos adversos e um aumento
da biodisponibilidade oral do farmaco. Nos ultimos anos tém sido propostas diversas es-
tratégias para que o farmaco seja libertado especificamente no célon. A maior parte dos

sistemas utilizados baseiam-se na variacdo do pH ao longo do tracto gastrointestinal, no
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tempo de transito intestinal e na degradacado enzimatica pela flora bacteriana existente no
célon. No entanto, devido a variabilidade dos tempos de transito intestinal, as estratégias
baseadas nas caracteristicas do local de absorcéo parecem ser mais adequadas do que as
dependentes do tempo. S&o diversos os polissacarideos que podem ser degradados pelas
enzimas do célon e a pectina, pela sua abundancia, caracteristicas fisico-quimicas e por ser
natural, biodegradavel e ndo-toxica, constitui uma alternativa muito promissora.

S&o inUmeras as técnicas que permitem microencapsular um principio activo, depen-
dendo do tipo de substancia e do mecanismo de libertagdo. A maior dificuldade dos siste-
mas microparticula esté relacionada com a necessidade de as proteinas ou farmacos peptidi-
COs permanecerem estaveis durante o processo de encapsulacdo, armazenamento e liberta-
caoin vivo. As microesferas de pectina sdo geralmente preparadas por extrusao/gelificacao
externa, mas esta técnica apresenta limitacdes no que diz respeito a reducdo do tamanho e
transposicao de escala.

O nosso principal objectivo foi a preparacéo de microesferas por um método de emulsi-
ficacdo/gelificagéo interna. Em condi¢cdes moderadas de temperatura e agitagdo, e com 0s
materiais seleccionados, conseguimos obter microesferas de pectinato de calcio contendo
BSA. A granulometria apresentou-se unimodal e, de forma geral, mostrou um baixo indice
de polidispersdo. Para todos os parametros estudados obtivemos eficiéncias de encapsula-
¢ao acima dos 90%.

Podemos concluir que os parametros de processo relacionados com a fase de emulsifi-
cacao nao influenciam significativamente a libertacédo da proteina durante a preparacéo das
microesferas ou apos incubagdo em meio acido a,@Hsendo mais influentes no controlo
do tamanho das microesferas. A eficiéncia de encapsulacéo e a libertagéo da proteina a pH
1,2 dependem sobretudo dos parametros de formulagéo.

Uma vez que nao sao utilizados reagentes tdxicos ou solventes organicos no método
descrito, podem ser consideradas aplicac6es bioldgicas e alimentares. Além disso, como
a fase de emulsificagéo é determinante no controlo do tamanho das microesferas e no ren-

dimento de producao e as dispersdes podem ser facilmente reproduzidas, sao imensas as



Conclusoes 121

potencialidades do método relativamente a conversdo a escala industrial.
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