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RESUMO

A infeccédo causada pelo Helicobacter pylori (H. pylori) esta associada a inflamacdes
gastroduodenais podendo levar ao desenvolvimento de gastrite, Ulcera gastrica ou
duodenal e cancer gastrico (carcinégeno do tipo 1 para cancer de estbmago). A
amoxicilina € utilizada como terapia de primeira linha no tratamento do H. pylori
associada ao metronidazol ou claritromicina e um inibidor da bomba de protons.
Porém, o esquema ndo é totalmente efetivo devido ao inadequado acumulo dos
antibioticos no tecido gastrico, a inadequada eficacia no nicho ecoldgico do H. pylori,
entre outros fatores. Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo a obtencéo e
caracterizacao de sistemas particulados gastrorretentivos de quitosana — amoxicilina
visando sua utilizacdo para tratamento de infec¢des por H. pylori. As particulas
foram obtidas pelo método de coacervacao/precipitacao utilizando o sulfato de sédio
como agente precipitante e reticulante e duas técnicas: adicdo da amoxicilina
durante a preparacdo em etapa Unica e sorcdo da amoxicilina as particulas
previamente preparadas por coacervacao/precipitacdo e spray drying. A
caracterizacdo fisico-quimica das particulas foi realizada através de MEV, FTIR,
DSC, TG e DRX. O perfil de liberacéo in vitro da amoxicilina livre e incorporada nas
particulas foi obtido em HCI 0,1N (pH = 1,2). As particulas apresentaram eficiéncia
de encapsulacdo superior a 80%, formato esférico, com particulas interligadas ou
aderidas entre si, de diametro nanométrico para o0s sistemas obtidos por
coacervacao/precipitacdo e micrométrico para as particulas obtidas por spray drying.
A caracterizacdo por FTIR, DSC e DRX demonstrou que o farmaco foi incorporado
as nanoparticulas de forma dispersa na matriz polimérica. A analise térmica (TG e
DSC) indicou que a encapsulacdo confere maior estabilidade térmica ao farmaco.
Amoxicilina encapsulada nas nanoparticulas teve liberacdo mais lenta em
comparacao ao farmaco livre. As particulas apresentaram perfil de liberacdo com
etapa inicial mais rapida (efeito burst) atingindo um maximo em 30 minutos de 35%
de amoxicilina para o sistema na propor¢do 1:1 em relacdo ao polimero e de 80%
para o sistema na razao 2:1. Apesar de simples e de proporcionar elevada eficiéncia
de encapsulacdo da amoxicilina, o processo de coacervacao-precipitacdo em etapa
Gnica utilizando o sulfato de sédio como precipitante/reticulante deve ser otimizado
com vistas ao ajuste da cinética de liberacdo de acordo com a aplicacédo pretendida.

PALAVRAS CHAVE: Quitosana — gastrorretencdo — amoxicilina — H. pylori —

nanoparticulas — coacervacao/precipitacao



ABSTRACT

The infection caused by Helicobacter pylori (H. pylori) is associated with
gastroduodenal inflammation can lead to the development of gastritis, gastric or
duodenal ulcer and gastric cancer (type 1 carcinogen for stomach cancer).
Amoxicillin is used as first-line therapy in the treatment of H. pylori associated to
metronidazole or clarithromycin, and a proton pump inhibitor. However, the scheme
is not fully effective due to inadequate accumulation of antibiotics in gastric tissue,
inadequate efficacy of ecological niche of H. pylori, and other factors. In this context,
this study aimed to obtaining and characterization of particulate systems
gastrorretentivos chitosan - amoxicillin aiming its use for treatment of H. pylori
infections. The particles were obtained by the coacervation method / precipitation
using sodium sulfate as precipitating agent and crosslinking and two techniques:
addition of amoxicillin during preparation in a single step and the sorption particles
prior to amoxycillin prepared by coacervation / precipitation and spray drying. The
physicochemical characterization of the particles was performed by SEM, FTIR,
DSC, TG and XRD. The in vitro release profile of amoxycillin free and incorporated in
the particles was obtained in 0.1 N HCI (pH = 1.2). The particles have higher
encapsulation efficiency to 80% spherical shape with interconnected particles or
adhered to each other, the nanometric diameter to the systems obtained by
coacervation / precipitation and fine for the particles obtained by spray drying. The
characterization by FTIR, DSC and XRD showed that the drug was incorporated into
the nanoparticles dispersed in the polymeric matrix. Thermal analysis (TG and DSC)
indicated that encapsulation provides greater heat stability to the drug. Amoxicillin
encapsulated in nanoparticles had slower release compared to free drug. The
particles showed release profile with a faster initial stage (burst effect) reaching a
maximum at 30 minutes 35% of amoxicillin for the system in 1: 1 ratio relative to the
polymer and 80% for the system in the ratio 2: 1. Although simple and provide high
encapsulation efficiency of amoxicillin, the process of coacervation, precipitation in
one step using sodium sulfate as precipitant / cross-linker must be optimized in order
to adjust the release kinetics according to the intended application.

KEYWORDS: Chitosan - gastro retention - amoxicillin - H. pylori - nanopatrticles -
coacervation / precipitation
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Introducao 1

1. INTRODUCAO

Helicobacter pylori € uma bactéria gram negativa, que coloniza principalmente a
mucosa gastrica e tem sido associada com diferentes patologias gastricas
(BUCKLEY; O'MORAIN, 1998; COVER; BLASER, 2009, DUNN; COHEN; BLASER,
1997). A infeccdo pela bactéria é considerada a principal causa de gastrite crénica
ativa e desempenha importante papel no desenvolvimento da Ulcera péptica, bem
como na génese do adenocarcinoma gastrico.

O céancer gastrico € a segunda causa de morte no mundo e em 1994, a bactéria
foi classificada como carcindgeno do tipo 1 para cancer de estdmago pelo Agéncia
Internacional de Pesquisa de Cancer, 6rgdo subordinado a Organizacao Mundial de
Saude (STEWART; KLEIHUES, 2003; TAN, WONG, 2011).

A aquisicdo da infecgéo pelo H. pylori ocorre principalmente na infancia, e
geralmente a colonizacdo é assintomatica, resultando apenas em sinais histoldgicos
de gastrite cronica. E considerada a causa de infec¢do cronica mais freqiiente em
humanos. Estima-se que cerca de 50% da populacdo mundial estejam acometidos
por esse microorganismo (KIM, et al, 2011).

Os tratamentos para a erradicacéo do H.pylori tém-se revelado um verdadeiro
desafio. Tem sido recomendado o uso de um esquema triplo utilizando um inibidor
de bomba de prétons (IBP) em dose padrao, claritromicina 500 mg e amoxicilina 1 g
ou metronidazol 400 ou 500 mg, duas vezes ao dia. Contudo os esquemas de
tratamento do H. pylori recomendados atualmente ndo sao totalmente efetivos,
possuindo uma taxa de erradicacdo de 80% (GRAHAM; 2009, MALFERTHEINER et
al., 2012; O'CONNOR; GISBERT; O’'MORAIN, 2009; ZULLO et al., 2012). Diversos
fatores influenciam a falha no tratamento, tais como, resisténcia aos antibioticos,
dificil acesso ao habitat da bactéria (por baixo da camada de muco aderente a
mucosa gastrica), baixa adesdo do paciente a terapéutica, instabilidade dos
antibiéticos em meio acido e o curto tempo de residéncia dos mesmos (GRAHAM,;
1998; GISBERT; PAJARES, 2005).

Para se conseguir uma melhor erradicacédo do H. pylori, diferentes propostas

tém sido feitas, entre elas, o uso de um esquema terapéutico quadruplo contendo

Fatima Duarte Freire



Introducao 2

bismuto (KATELARIS; 2002), terapia sequencial (TONG et al., 2009, VAKIL; VAIRA,
2008) e a utilizagdo de outros antibioticos, tais como a levofloxacina. (GISBERT et
al., 2006). No entanto, estas opc¢des apresentam algumas limitacdes. O bismuto n&o
esta disponivel em muitos paises e também a necessidade de um maior nimero de
comprimidos, 0 que torna esse esquema mais complexo em comparagcdo com o
regime triplo padréo. A maioria dos estudos sobre a terapia sequencial foi realizada
na Italia e, apesar dos resultados promissores, SHEHADA, SRUGO e SHAOUL
(2007) demonstraram que essa terapia nao teve éxito em criancas e adultos jovens
qguando foi observada falha do regime anterior de tratamento. A levofloxacina, tem
uma ampla utilizacdo para outras infec¢des, e assim, o seu fator de resisténcia ja é
relativamente elevado, cerca de 15% (CAROTHERS et al., 2007).

A fim de se aumentar a eficdcia dos antibidticos, sistemas de liberacéo
gastrorretentivos tém sido delineados utilizando particulas obtidas a partir de
polimeros mucoadesivos para que estes sistemas permitam a liberagdo do farmaco
na area afetada, protegendo-o de fluidos gastricos e aumentando o seu tempo de
residéncia (DHAWAN; SINGLA; SINHA et al., 2004; JAIN; JANGDEY, 2009).

Entre os polimeros mucoadesivos atualmente explorados, a quitosana esta
ganhando cada vez mais importancia devido as suas caracteristicas biolégicas de
biocompatibilidade,  biodegradabilidade,  atoxicidade e  mucoadesividade
(CHOWDAR; RAO, 2004; HEJAZI; AMIJI, 2003). Em condicdes acidas, os residuos
amino protonados da quitosana podem interagir eletrostaticamente com as
glicoproteinas da mucosa gastrica carregada negativamente, uma vez que 0S
grupamentos acido sialico e éster sulfatados sao totalmente ionizados em pH acima
de 2,6 (SOGIAS et al., 2008).

Dentre os antibidticos indicados no tratamento do H. pylori, a amoxicilina é
amplamente utilizada na forma de capsulas e comprimidos por via oral. Estas formas
farmacéuticas convencionais tém um curto tempo de residéncia no estdbmago e,
também pode haver degradacdo em meio acido gastrico (pH 1,2) pela abertura do
anel B-lactamico. Assim, estas formas farmacéuticas convencionais ndo permitem a
obtencdo de concentracdes eficazes do antibidético no local da infeccao.

Consequentemente, para superar estes problemas, a amoxicilina € administrada em

Fatima Duarte Freire



Introducao 3

altas doses (1 mg) duas vezes ao dia, aumentando o risco de ocorréncia de
toxicidade sistémica e efeitos adversos (TAVARES, 2009).

Na literatura h& diversos sistemas propostos para melhorar a eficacia
terapéutica da amoxicilina no tratamento do H. pylori pelo encapsulamento em
sistemas particulados de quitosana, porém nenhum estudo abordou o método de
coacervagao / precipitacdo na obtencéo desses sistemas, 0 qual se caracteriza por
ser um meétodo simples, que ndo necessita de aparatos complexos e hem o uso de
solventes organicos.

Assim sendo, a proposta deste trabalho foi o desenvolvimento de sistemas
particulados de amoxicilina gastrorretentivos de forma que a incorporagcdo da
amoxicilina neste sistema tenha a protecédo contra as acdes do suco gastrico e um

maior tempo de contato com a mucosa gastrica.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Helicobacter pylori

Helicobacter pylori € uma bactéria gram negativa, responsavel por uma das
mais frequentes infeccbes em seres humanos (BUCKLEY; O'MORAIN, 1998;
COVER; BLASER, 2009; DUNN; COHEN; BLASER, 1997). Coloniza a mucosa
gastrica (especificamente as microvilosidades gastricas, localizadas acima da
camada de células epiteliais do estdbmago) de mais de 50% da populacdo mundial,
causando diversas patologias, como Ulceras gastricas e cancer gastrico; no entanto,
a maioria dos individuos infectados é assintomatica. Este grande reservatério de
portadores assintomaticos torna dificil a erradicacdo do H. pylori (AZEVEDO,
HUNTINGTON, GOODMAN, 2009; COVER; BLASER, 2009; KIM, et al, 2011;
ROTHENBACHER, BRENNER, 2003).

A descoberta do H. pylori aconteceu de forma lenta e gradual. O primeiro
relato sobre Ulcera géstrica foi feito em 1586 pelo italiano Marcello Donati.
(BUCKLEY, O'MORAIN, 1998; KIDD, MODLIN, 1998). Durante varios anos,
postulou-se que a patogénese da Ulcera gastrica estivesse associada
exclusivamente ao estilo de vida, tabagismo e estresse, sendo tratada com repouso
e uma dieta especial, pois se acreditava que nenhuma bactéria poderia viver no
estbmago humano, devido a extensa quantidade de &cido produzida neste 6érgao
(GUSTAFSON; WELLING, 2010; KONTUREK, 2003; TAN, WONG, 2011).

Em 1875, Bottcher e Letulle noticiaram a existéncia de bactérias em regides
proximas a Ulceras sugerindo a sua relagcdo com a doenca gastrica (GUSTAFSON;
WELLING, 2010). Em 1892, o pesquisador Giulio Bizzozzero observou a presenca
de organismos em forma de espiral em estbmago de cdes (AXON; QUINA, 1994).
Posteriormente, esses organismos foram encontrados no estdmago de individuos
com carcinoma gastrico por W. Krienitz (KIDD, MODLIN, 1998). Em 1919, Kasai e

Kobayashi relataram a presenca de bactérias espiraladas em varios mamiferos, que
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causavam erosdes hemorragicas podendo ser curadas recorrendo-se a agentes
antimicrobianos.

Diante desses achados, diversos pesquisadores de diferentes paises
comecaram a se interessar por estes microorganismos espiralados, os quais foram
identificados na mucosa gastrica humana bem como pelo tratamento de doencas
géastricas usando a terapia antibiética. No entanto, entre 1960 e 1970, os médicos e
microbiologistas acreditavam que o estdbmago fosse estéril, visto que foram obtidas
culturas bacterianas negativas e, portanto, as evidéncias da presenca de
microorganismos espiralados no estdbmago cairam em declinio (MARSHALL, 2002).

Robin Warren, patologista, observou por varios anos em pessoas com
gastrite, bactérias na camada de muco do tecido gastrico muito semelhantes as
descritas em trabalhos do final do século XIX. Embora ele estivesse convencido de
que, de alguma forma essas bactérias desempenhavam um papel na doenca
gastrica, o ceticismo de seus colegas fez com que ele relutasse em discutir mais
amplamente estes achados na comunidade de gastroenterologia (MARSHALL,;
WARREN, 1994). Em 1982, Barry Marshall, gastroenterologista, sentiu-se atraido
pela hipotese de Warren, e o convenceu a lhe permitir investigar ainda mais seu
contexto clinico. Assim, no mesmo ano, Marshall apresentou um resumo detalhando
suas investigacdes iniciais a Associacao Australiana de Gastroenterologia, o qual foi
rejeitado. Este mesmo resumo foi aceito pelo Workshop Internacional de Infeccbes
por Campilobactérias, ganhando assim credibilidade cientifica (BUCKLEY,
O'MORAIN, 1998; KONTUREK, 2003).

Em 1983, Warren e Marshall, isolaram e cultivaram bactérias de tecido
gastrico humano, sugerindo que os casos de gastrites e Ulceras estomacais eram
decorrentes da colonizacdo da mucosa gastrica por bactérias. A fim de comprovar
gue o microrganismo era o agente causador da doenc¢a, Marshall ingeriu uma cultura
de H. pylori, demonstrando que esta poderia colonizar uma mucosa normal e induzir
gastrite (MARSHALL; WARREN, 1994; MARSHALL et al, 1988; MORRIS;
NICHOLSON, 1987).

Essa descoberta revelou-se essencial para a compreensao da etiologia das

patologias gastricas. Em reconhecimento ao trabalho de Marshall e Warren, foi
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atribuido a eles no ano de 2005, o prémio Nobel de Medicina (WEYDEN;
ARMSTRONG; GREGORY, 2005).

Em 1994, o Instituto Nacional de Saude dos EUA reconheceu H. pylori como
a principal causa de Ulceras pépticas e, n0 mesmo ano, 0 microorganismo foi
categorizado pela Organizacdo Mundial de Saude como uma substancia
cancerigena do grupo 1 (STEWART,; KLEIHUES, 2003; TAN, WONG, 2011). Em
2012, o IV Consenso de Maastricht reforgcou a constatacédo de que a infeccdo por H.
pylori € o fator de risco mais comum para cancer gastrico em humanos
(MALFERTHEINE et al., 2012).

Observado a microscopia 6tica e eletronica, o H. pylori pode ser encontrado
com dois tipos de morfologia: bacilar, encontrada predominantemente em culturas
novas ou cocoide, provenientes de cultura velha (BUCKLEY; O'MORAI, 1998;
KONTUREK, 2003). Mede aproximadamente 3 um de comprimento e 0,5 a 0,1 um
de diametro e possui de 4 a 6 flagelos, os quais ajudam na penetracao através da
camada de muco até chegarem a superficie das células epiteliais gastricas (Figura
1), (KONTUREK, 2003; OWEN, 1998).

Figura 1 - Esquema ilustrativo do Helicobacter pylori invadindo células epiteliais (Fonte:

www.bio.davidson.edu)
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Diversas estratégias permitem a sobrevivéncia do H. pylori no ambiente &cido
do estdbmago aumentando a sua capacidade de causar infec¢cdo. Na fase precoce de
colonizagdo, a bactéria necessita atravessar a camada de muco que protege o
epitélio gastrico, minimizando desta forma sua exposi¢cdo ao meio acido. Para tanto,
sdo sintetizadas proteases e fosfolipases pelo H. pylori, as quais degradam os
componentes do muco, facilitando entdo a invasao da bactéria (AMIEVA; EI-OMAR,
2008; SUERBAUM; LADEIRA et al., 2003; MICHETTI, 2002).

Outra enzima relevante na patogenicidade do H. pylori é a urease. Esta atua
como receptor de H*, gerando pH neutro no interior e exterior da bactéria tornando
assim o meio gastrico favoravel a sobrevivéncia do H. pylori (AMIEVA; EI-OMAR,
2008; BUCKLEY; O'MORAI, 1998; CONWAY, 2005). Outras variedades de enzimas
como superéxido dismutase, catalase e arginase sao sintetizadas, conferindo
protecdo contra a atividade litica de macrofagos e neutréfilos, impedindo uma
resposta eficaz do hospedeiro (AMIEVA; EI-OMAR, 2008).

Além disso, a habilidade do H. pylori em se movimentar e controlar sua
orientacdo espacial através de respostas quimiotaticas € essencial para a sua
colonizacdo. Ja no interior da mucosa gastrica, aproximadamente 20% destas
bactérias sdo encontradas aderidas as superficies das células epiteliais, sendo ainda
encontradas nos espacos intercelulares e no interior das células (ALGOOD; COVER,
2006; AMIEVA; EL-OMAR, 2008).

A aquisicdo da infecgcdo pelo H. pylori ocorre principalmente durante a
infancia. Mesmo nos primeiros meses de vida, entre as populacdes com condi¢gbes
de vida precarias, geralmente nos paises subdesenvolvidos (AMIEVA, EI-OMAR,
2008). Além das condi¢cdes socioecondmicas e as condicdes de vida na primeira
infancia, um fator importante € o modo de transmissao: entre membros da mesma
familia nos paises industrializados (QUEIROZ; LUZZA, 2006). A transmisséo
pessoa-a-pessoa ocorre através de diversas vias: fecal-oral, oral-oral, bem como a
transmissdo ambiental através do abastecimento de agua contaminada. Um
exemplo de transmissao oral-oral € o estilo de vida familiar em paises asiaticos
como Japao e Coréia do Sul em que ocorre compartihamento de refeicdes e
talheres, e onde o abastecimento de agua € seguro; no entanto a prevaléncia da
infeccéo por H. pylori é de 39% e 60% respectivamente (SIAO; SOMSOUK, 2014).
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Para a deteccdo da infeccdo pelo H. pylori existem diferentes testes
diagnésticos, classificados em invasivos e nao invasivos. O teste invasivo mais
comum é a bidpsia, a qual é realizada por endoscopia digestiva. Como testes ndo
invasivos, ha o teste respiratorio com uréia marcada, testes sorologicos e a reacao
em cadeia da polimerase (PCR) em antigeno fecal, (CUSTODIO et al., 2005;
OGATA et al., 2001).

Embora a maioria das infeccées por H. pylori sejam assintomaticas, suas
manifestacdes clinicas podem ser confundidas com outros processos patoldgicos,
como dispepsia funcional e doenca do refluxo. No entanto, uma determinada
populacdo infectada com H. pylori pode desenvolver doencas malignas e nao-
malignas. (WATARI et al, 2014). Atualmente, o tratamento é recomendado apenas
em situacfes especiais. Assim, todos o0s pacientes portadores de Ulcera no
estbmago e duodeno e infectados pela bactéria deverdo ser tratados. Da mesma
forma, familiares de primeiro grau de portadores de cancer de estdbmago deverao ser
investigados quanto a presenca da bactéria e, em caso positivo, submeter-se ao
tratamento. Em outras situacfes clinicas, a critério médico, o tratamento pode
também ser recomendado (MALFERTHEINER et al., 2007).

A monoterapia ndo € eficaz na erradicacdo do H. pylori e pode levar ao
aparecimento de resisténcia aos antibidticos, assim diferentes associaces de
antibioticos, administrados juntamente com um inibidor de bomba de prétons (IBP),
sdo o tratamento de eleicdo (CHEY; WONG, 2007; MALFERTHEINER et al., 2007).

De acordo com Guias Internacionais, o tratamento de primeira linha é
constituido de um IBP em dose padrdo (omeprazol 20 mg, lanzoprazol 30 mg,
pantoprazol 40 mg, exomeprazol 40 mg ou rabenprazol 20 mg), claritromicina 500
mg e amoxicilina 1 g ao dia antes das refeicbes. Para pacientes alérgicos a
amoxicilina, faz-se o uso do metronidazol ou tinidazol. Ndo ha consenso sobre a
duracdo ideal da terapia tripla, assim recomenda-se um periodo de 7-14 dias. As
taxas de erradicacdo com este regime sédo de 80% (MALFERTHEINER et al., 2012;
ZULLO et al., 2012).

Diversos fatores influenciam o insucesso do tratamento, tais como: resisténcia
aos antibidticos, dificil acesso ao habitat da bactéria (por baixo da camada de muco

aderente a mucosa gastrica), baixa adesdo do paciente a terapéutica, instabilidade

Fatima Duarte Freire



Fundamentacdo Tedrica 9

dos antibiéticos em meio acido e o curto tempo de residéncia dos mesmos no local
da infeccdo (GRAHAM; 1998; GISBERT; PAJARES, 2005). A taxa de resisténcia a
claritromicina vem aumentando, provavelmente devido a uma maior utilizacdo desta
em infec¢des do trato respiratorio (BOYANOVA, 2009; CHISHOLM et al., 2009; De
FRANCESCO et al., 2007;LINS et al., 2010; ROMANO et al., 2008). O metronidazol,
utilizado no tratamento de diversas parasitoses atinge cerca de 40% de resisténcia
nos paises desenvolvidos e excede 90% nos paises em desenvolvimento (CALVET
et al., 2000; OSATO, REDDY, REDDY S.G, 2001; ZHOU et al., 2008). Além do
tempo de residéncia dos antibioticos no estdbmago, muitos vezes ser insuficiente
para atingir concentracdes significativas capazes de atravessar a mucosa gastrica e
atingir a superficie das células epiteliais, onde reside o H. pylori, os farmacos podem
sofrer degradacdo &cida. Desta forma, € necesséaria a utilizagdo de doses mais
elevadas, que se refletem no aumento dos efeitos secundarios gastrointestinais,
notadamente diarreia, nauseas, vOmitos, inchaco e dor abdominal, e,
consequentemente, a descontinuidade da terapia (TAVARES, 2009).

Com o proposito de aumentar a taxa de erradicacdo do H.pylori, tém sido
adotadas diferentes propostas, a saber, uma terapia quadrupla contendo bismuto,
terapia sequencial, tratamento concomitante e a utilizacdo de outros antibiéticos, tais
como a rifabutina, levofloxacina e furazolidona (MALFERTHEINER et al., 2007).

Mesmo apoés erradicacdo bem-sucedida, pode ocorrer a reinfec¢do, pois a
resposta imunolégica gerada durante a infec¢do por H. pylori, apesar de intensa, ndo
protege contra infecgdes subsequentes (COVER; BLASER, 2009).

Para superar essas limitacdes, novas terapias tém sido propostas, tais como
o0 uso de probiodticos, sistemas de retencdo gastrica e, em uma abordagem
preventiva, a tentativa de desenvolver uma vacina eficaz (LOPES et al., 2014,
MALFERTHEINER, SCHULTZE, ROSENKRANZ et al., 2008; SCACCIANOCE et al.,
2008; SEPPA’LA et al., 2008)
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2.2. Amoxicilina

A utilizagdo dos antibioticos B-lactamicos a partir do final da 2% Guerra
Mundial representou uma enorme contribuicdo para as ciéncias médicas. Esses
medicamentos continuam muito utilizados devido a alta eficiéncia, baixo custo e
poucos efeitos colaterais (TAVARES, 2009; WILKE et al., 2005).

A amoxicilina (a-amino-hidroxibenzilpenicilina) € uma penicilina semissintética
derivada da ampicilina. A composicao de todas as penicilinas apresenta um nucleo
comum: o 6-APA (acido 6-amino-penicilamico), que € o responsavel pela atividade
destes compostos. Este nucleo é constituido por um anel tiazolidinico e outro -
lactamico, ao qual esta ligado um grupo amina que inicia a cadeia lateral nas
penicilinas. A presenca do grupo carboxila confere a todas as penicilinas natureza
acida (ROLINSON, GEDDES, 2007). A figura 2 mostra a rea¢do de condensacao do
6-APA com a amina ou éster 4-hidroxifenilglicina e fenilglicina para a obtencédo da
amoxicilina (GEDDES, KLUGMAN, ROLINSON, 2007, GONCALVES, GIORDANO,
GIORDANO, R. C, 2005).

A par com outras penicilinas semi sintéticas, a amoxicilina foi desenvolvida
com o intuito de aumentar o espectro de acdo antimicrobiano, tendo em conta 0s
compostos que existiam. Eficaz contra bactérias gram positivas e gram negativas,
revela-se mais resistente ao trato gastrico, demonstrando, portanto, uma maior
absorcdo quando administrado por via oral, comparativamente com as penicilinas
naturais (GEDDES, KLUGMAN, ROLINSON, 2007).

Metanol

NH
HzN s NH, 2
CHy NH <
O—CHj Penicili
//‘ N CH3 + 3 enicllinase CH3
o S N o °© N CHy
0 HO o]
HO o
HO

Ester metil-hidroxifenilglicina

6-APA Amoxicilina

Figura 2 — Reacdo de formacdo da amoxicilina, partindo do 6-APA e do éster
metilhidroxifenilglicina (Fonte: GONCALVES, GIORDANO, GIORDANO, R. C, 2005)
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Para que a atividade destes antibidticos penicilamicos seja efetiva é
necessario que o seu nudcleo central se mantenha intacto. A transformacgéo
metabdlica ou a ocorréncia de qualquer alteragdo quimica nessa por¢do da molécula
resulta na perda de toda a atividade antibacteriana. Algumas penicilinas hidrolizam-
se muito facilmente na presenca de metais pesados, acidos e bases e sao
desativadas na presenca das enzimas B-lactamases, presentes como substancias
naturais em muitos microrganismos. A acidez géstrica pode hidrolisar a amida da
cadeia lateral e, tal como no caso da presenca de B-lactamases, provocar a abertura
do anel de quatro membros (HSU; SHU, 1992).

Embora a ampicilina tenha sido a primeira aminopenicilina a ser introduzida
em terapéutica, a amoxicilina € considerada o composto padrdo deste grupo, dado
gue apresenta um espectro de acdo idéntico. Porém com maior biodisponibilidade
via oral (ERAH, et al, 1997).

O pico de concentracdo plasmética maxima de amoxicilina € atingido ao fim
de cerca de duas horas e, apesar de ter uma boa absorcdo, grande parte do
farmaco é excretada na forma ativa pela urina. O tempo de meia vida plasmatica
deste composto € cerca de 0,7 a 1,4 horas e, num periodo de 6 a 8 horas apds a
administracdo, recupera-se na urina, sob forma intacta, até 80% da dose absorvida.
Distribuem-se facilmente pelos tecidos e liquidos organicos e apenas 19 a 33% da
fracdo absorvida é metabolizada, essencialmente pela hidrolise do anel B-lactamico
com formacao do acido amoxicildico, que € o correspondente acido penicildico nas
demais penicilinas (TAVARES, 2009).

A amoxicilina é utilizada como terapia de primeira linha no tratamento do H.
pylori associado ao metronidazol ou claritromicina e um IBP na forma de capsulas e
comprimidos convencionais por via oral (TAVARES, 2009).

Porém, estas formas farmacéuticas convencionais, mesmo administradas em
altas doses, ndo permitem a obtencdo de concentracfes eficazes do antibidtico no
local da infeccdo (TAVARES, 2009) visto que, além de terem um curto tempo de
residéncia no estdbmago, séo facilmente degradadas em meio gastrico, resultando
numa concentragdo inferior nas microvilosidades. Desta forma, essas capsulas

convencionais podem n&o erradicar completamente infeccdes pelo H. pylori,
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permitindo assim uma recolonizacdo (KAWABAMI; OGATA; PORTORREAL, 2001;
LIN; HSU; LAI, 2002).

A fim de prolongar o tempo de residéncia e proteger a amoxicilina de
degradacdo a nivel gastrico, uma série de sistemas gastrorretentivos tem sido
desenvolvida, na forma de comprimidos flutuantes (HILTON; DEASY, 1992),
comprimidos  mucoadesivos (CLAUSEN; BERNKOP-SCHNURCH, 2001),
microparticulas mucoadesivas, entre outros (WANG et al., 2000; LIU et al, 2005).

2.3 Sistemas de liberacao gastrorretentivos

A biodisponibilidade oral de muitos farmacos € limitada pelo tempo de
residéncia das formas farmacéuticas ao longo do trato gastrointestinal. Desta forma,
os sistemas de liberacdo gastrorretentivos (particularmente micro e nanoparticulas
mucoadesivas) sdo delineados com o intuito de obter um aumento do tempo de
permanéncia gastrica do farmaco superior ao dos sistemas convencionais, bem
como, melhorar a sua absorcdo e vetorizd-lo em sitios especificos de acao
(BARDONNET et al., 2006; COLLNOT; HUSSAIN; LEH, 2012; COWLES; BERNER,
2003; DESHPANDE et al., 1996; MEISSNER; LAMPRECHT, 2008; MOES, 1993). O
desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos vem recebendo atencdo
consideravel de pesquisadores (COWLE; BERNER, 2003; HESLINGA, MASTRIA,
ENIOLA-ADEFESO, 2009; HOU; MAINARDES, 2007; HWANG; PARK, 1998;
RESTANI et al., 2010) uma vez que a obtencdo desses sistemas requer menor
tempo e custo que o desenvolvimento de novos medicamentos baseados em uma
nova molécula ativa (HWANG, PARK, 1998; HOU, COWLE; BENNER, 2003;
MAINARDES, 2007).

No caso do tratamento do H. pylori, as vantagens deste tipo de sistemas
tornam-se evidentes visto que permitem criar um contato mais préximo entre a forma
farmacéutica e a membrana absorvente, reduzindo a barreira de difusdo e
protegendo o farmaco da degradacao no lumen do trato gastrointestinal permitindo

assim, um regime de administracdo Unica diaria, aumentando a adeséo a terapéutica
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e reduzindo os efeitos adversos (BARDONNET et al., 2006; DESHPANDE et al.,
1996; HWANG; PARK, 1998; HOU, COWLES, BERNER, 2003; HUSSAIN; LEH,
2012; MOES, 1993).

Os sistemas gastrorretentivos podem ser classificados em flutuantes,
intumesciveis, magnéticos, de alta-densidade, mucoadesivos, todos com diferentes
formas de atuacgao, vantagens e desvantagens: (HOU et al., 2003).

- Sistemas Flutuantes possuem baixa densidade resultando na flutuacédo do
dispositivo nos conteudos gastricos, 0 que permite a permanéncia no estdmago
durante um periodo prolongado. Podem ser sistemas efervescentes ou né&o
efervescentes. Uma das principais desvantagens dos sistemas flutuantes é a
necessidade de niveis elevados de fluidos no estdmago para o sistema flutuar e
funcionar eficientemente. Além disso, farmacos com baixa solubilidade ou
estabilidade no ambiente acido sao limitacbes para a aplicabilidade desses sistemas
(DESHPANDE, 1997; KAWASHIMA et al, 1992; FELL; WHITEHEAD; COLLETT,
2000).

- Sistemas Intumesciveis possuem polimeros que, em contato com o fluido
gastrico, intumescem, aumentando de tamanho, de modo que ndo consigam passar
através do piloro. Assim, o sistema fica retido no estbmago por um longo periodo
mesmo em estado alimentado. Contudo, a integridade desses sistemas pode ser
perdida em funcdo da forca mecéanica causada pelos movimentos peristalticos ou
erosdo na presenca de sucos gastricos, de modo que, apés um tempo
predeterminado, o dispositivo ja ndo mantém a configuracdo expandida
(DESHPANDE et al., 1997;DESHPANDE et al., 1999; DEVEREUX; NEWTON;
SHORT, 1990; CLARKE; NEWTON; SHORT, 1995).

- Sistemas Magnéticos contém no seu interior particulas magnéticas, sendo
outro ima colocado no abdémen na posicdo do estbmago no intuito de manter as
particulas por mais tempo no local. Apresentam, no entanto, o grande inconveniente
de necessitar de uma elevada precisao na colocacédo do ima exterior e o desconforto
causado ao paciente, que poderda conduzir a uma diminuicdo da adesédo a
terapéutica (ALEXIOU et al., 2002).

- Sistemas de Alta-Densidade possuem uma densidade superior ou igual a

1,3 g/mL, a qual é superior a densidade do fluido gastrico. Desta forma, o sistema
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aloja-se ao ambiente do estdbmago e resiste aos movimentos peristalticos. A
desvantagem deste sistema é a dificuldade em fabrica-lo com uma grande
quantidade de farmaco (> 50%) de forma a obter uma densidade necessaria de 2,4-
2,8 g/mL (DEVEREUX; NEWTON; SHORT, 1990).

- Sistemas Bio/Mucoadesivos aumentam o tempo de retencdo gastrica, pois
aderem a membrana da mucosa gastrica ou a mucina, glicoproteina componente do
muco. A adesdo dos polimeros a membrana mucosa pode ser mediada por
processos de hidratacdo, ligacdo quimica, mecanica, ou por receptor. Contudo, um
muco espesso pode impedir os sitios de ligacdo na interface muco-polimero os
quais, podem ser agravados pela alta taxa de renovacdo do muco (DAVIS;
O’HAGAN, 1994; WILDING; PARK; ROBINSON, 1984; SENG et al.,1995).

Os sistemas de liberacdo gastrorretentivos ndo sé prolongam o tempo de
acdo do farmaco, como controlam a liberacdo deste, em regides especificas de
absorcao (CHAWLA et al., 2003).

A absorcdo de um dado farmaco veiculado através de formas farmacéuticas
sélidas é condicionada pelo tempo de residéncia das formas farmacéuticas no trato
gastrointestinal, sendo este tempo de residéncia distinto entre formas farmacéuticas
unitarias e multiunitarias, especialmente em nivel do esvaziamento gastrico e
transito através do célon (LAMPRECHT; SCHAFER; LEHR, 2001). Desta forma, os
sistemas multiunitarios sdo mais vantajosos do que 0s sistemas unitarios, pois
podem atenuar as consequéncias de um esvaziamento gastrico precoce (BLECHER,;
NASIR; FRIEDMAN, 2011; PRASANTHI; PRASANTHI; MANIKIRAN, 2011).

Dentre uma série de sistemas multiunitarios propostos (micelas, lipossomas,
nanoparticulas e microparticulas), os sistemas microparticulados e nanoparticulados
recebem grande destaque neste ambito (BLECHER; NASIR; FRIEDMAN, 2011; HE,
DAVIS; ILLUM, 1999; LIM et al, 2000; MERTINS et al.,, 2005; PRASANTHI;
PRASANTHI; MANIKIRAN, 2011).
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2.3.1 Sistemas micro e nanoparticulados poliméricos

Nas ultimas décadas, um grande numero de estudos tem focado no
desenvolvimento de novos sistemas eficientes de liberacdo de farmacos a fim de
atender diferentes necessidades clinicas (DISCHER; EISENBERG, 2002; LANGER;
TIRRELL, 2004; QIU; PARK, 2001; XIONG et al, 2014). Sistemas micro e
nanoparticulados a base de polimeros naturais ou sintéticos apresentam varias
vantagens como transportadores de farmacos, tais como alta estabilidade tanto in
vitro e in vivo, biocompatibilidade e multifuncionalidade (ALONSO, 2004; BRIONES;
COLINO; LANAO , 2008; ENSIGN, CONE, HANES, 2012).

A maioria dos autores utiliza os termos "microparticula” e "nanoparticula" para
se referir a particulas com um diametro entre 1-999 ym e 1-999 nm, respectivamente
(BARDONNET et al., 2006; K. BLECHER; NASIR; FRIEDMAN, 2011; PRASANTHI,
PRASANTHI; MANIKIRAN, 2011).

Os sistemas particulados podem ser obtidos por meio de diferentes técnicas,
sendo as principais: (a) gelificacdo ionotropica; (b) coacervacdo simples ou
complexa; (c) emulsificacdo com evaporacdo de solvente; e (d) secagem por
atomizacdo (AGNIHOTRI; MALLIKARJUMA; AMINABHARI, 2004; GRENHA, 2012;
HEJAZI, AMIJI, 2003).

Gelificacdo ionotrépica — Este método € baseado numa interacdo idnica
entre a carga do polimero e as cargas opostas de um poliion (geralmente
tripolifosfato de sédio (TPP)) formando um hidrogel (PATIL; CHAVANKE; WAGH,
2012).

Coacervacao - Envolve uma agregacdo macromolecular provocada pela
dessolvatacdo do polimero em resposta a trocas quimicas ou fisicas no meio,
podendo ser simples (necessita de um unico soluto como, por exemplo, sulfato de
sédio) ou complexa (as microparticulas sao formadas pela interacéo interibnica entre
polimeros de cargas opostas como quitosana e alginato de sddio (DUBEY; SHAMI,
BHASKER-RAO, 2009; KISSEL et al., 2006; TOMARO-DUCHESNEAU et al.,
2013).
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Emulsificagdo com evaporacédo de solvente - envolve a formacdo de uma
emulsdo entre a solugdo polimérica e uma fase continua imiscivel. A emulsédo
formada € submetida a agitacdo até a maior parte do solvente organico evaporar,
levando a solidificacdo das microesferas. As microesferas sdo entdo, lavadas,
centrifugadas e liofilizadas (PATEL et al, 2007).

Secagem por aspersao — neste processo, o farmaco pode ser dissolvido ou
disperso na solucdo polimérica, a qual € depois atomizada. O tamanho das
particulas pode ser controlado pela taxa de alimentacdo da solucéo
farmaco/polimero, tamanho do bico atomizador e temperatura de secagem
(BOWEY;NEUFELD, 2010; GIUNCHEDI; CONTE, 1995)

A escolha do método mais adequado para se obter um sistema particulado
depende da natureza do polimero e do farmaco, da aplicagcdo e do mecanismo de
liberacdo desejado para a sua acao, tamanho de particula desejado, estabilidade
térmica e quimica da substancia ativa. Para tanto, o método escolhido deve
proporcionar um produto final com alta eficiéncia de encapsulagdo e baixa
polidispersdo de tamanho, reprodutibilidade dos perfis cinéticos de liberacéo,
manutencdo e melhoramento da estabilidade e atividade do farmaco (AGNIHOTRI,;
MALLIKARJUNA; AMINABHAVI, 2005; SUAVE et al., 2006).

O quadro 1 apresenta as vantagens e desvantagens destes métodos.
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Quadro 1: Vantagens e desvantagens dos métodos de obtenc¢do de nano e microparticulas

Método Vantagens Desvantagens Referéncias
Gelificagéo Nenhuma exigéncia de | Liberagéo relativamente | PATIL;
ionotropica solventes organicos ou | rapida do farmaco, devido CHAVANKE;

. _ .. . | WAGH (2012)
elevada temperaturas; a baixa resisténcia
NARKAR,SHER
Método simples, rapido e | mecanica das particulas PAWAR (2010)
de baixo custo
Coacervacao Método simples e de | Agregacao das particulas; | DUBEY;  SHAMI
baixo custo; Dificil escalonamento BHASKER-RAO,
A (2009)
Alta eficiéncia de
CHUN et al, (2005)
encapsulagéo do

farmaco;
Alto controle do tamanho
das particulas com baixo

grau de polidisperséo

Emulsificacéo
com
evaporacdo de

solvente

Método il

liberagéo de moléculas

para a

pequenas

Baixa eficiéncia
encapsulagao;

Presenca de

de

efeitos

secundarios apos liberacao

do farmaco devido

a

presenca de residuos de

solventes

MAZZARINO et al.,
(2012)
CHAVDA et
(2009)
PATEL et al, (2007)

al.,

Secagem por

aspersao

Baixo custo de operagéo,
facil escalonamento e
maior rendimento;

Alta

encapsulagao;

eficiéncia de
Pouca dependéncia da
solubilidade do ativo e do
polimero;

definido

tamanho de particula

Controle do

Aglomeracao

particulas produzidas;

das

Ocorréncia de polimorfismo

pela temperatura elevada

GIUNCHEDI,
CONTE, 1995;
BOWEY;NEUFELD,
2010

RAVAL et al 2010

Assim, diferentes particulas (micro e nanoparticulas) tém sido avaliadas para

0 aumento da erradicacdo da infecgéo causada pelo H. pylori (BARDONNET et al.,
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2006; LOPES et al., 2014) porém nenhum estudo abordou o método de coacervacao
| precipitacdo na obtencdo desses sistemas, 0 qual se caracteriza por ser um
método simples, que ndo necessita de aparatos complexos e nem o0 uso de

solventes organicos.

2.3.2 Sistemas de liberacdo gastrorretentivos poliméricos contendo
amoxicilina aplicados a infeccéo do H. pylori

Com base na fisiopatologia relacionada ao H. pylori e nos problemas da
pratica clinica, os sistemas de liberagcdo gastrorretentivos podem melhorar
potencialmente a estabilidade de antibidticos em ambiente géstrico, empregando
diferentes estratégias de formulacfes e permitindo que o antibiético chegue ao sitio
alvo do estbmago, aumentando o tempo de residéncia e eficacia (BARDONET et al.,
20063 BARDONET et al., 2008°; BLECHER; NASIR; FRIEDMAN, 2011; CONWAY,
2005; COOREMAN; KRAUSGRILL; HENGELS, 1993; LOPES et al., 2014

SELGRAD; MALFERTHEINER, 2012).

Patel e Amiij (1996) obtiveram hidrogéis liofilizados de amoxicilina e
metronidazol compostos por quitosana e 6xido de polietileno para liberacdo dos
farmacos no estdmago. O hidrogel apresentou um intumescimento de 16% apo6s 1h
em fluido gastrico simulado (pH = 1,2). Ap6s 2 h, 65% da amoxicilina e 59% do
metronidazol foram liberados do hidrogel em fluido géastrico simulado.

Nagahara et al., 1998, formularam microesferas mucoadesivas contendo
amoxicilina e carboxivinil como polimero bioadesivo. Esse trabalho foi o primeiro a
demonstrar evidéncias in vivo de um sistema mucoadesivo em ratos. Os autores
observaram que as microesferas apresentaram uma atividade 10 vezes superior a
suspensao de amoxicilina para a erradicagéo do H. pylori.

Microesferas mucoadesivas contendo amoxicilina e claritromicina foram
preparadas através da complexacdo de acido poliacrilico com polivinilpirrolidona
(PVP) pelo método de evaporacgdo do solvente. Os resultados deste estudo indicam

a viabilidade da utilizacdo desse sistema de liberacdo gastrorretentivo para a
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erradicacdo do H. pylori visto que a velocidade de liberagdo dos agentes
antimicrobianos foi significativamente menor do que a liberagdo obtida a partir das
microesferas de PVP (CHUN, SAH, CHOI, 2005).

Liu et al., (2005) obtiveram microparticulas mucoadesivas contendo
amoxicilina, etilcelulose (como matriz) e carbopol 934P como polimero mucoadesivo
pelo método de evaporacdo de solvente. O teste de liberac&o in vitro mostrou que
cerca de 90% da amoxicilina foi liberada em pH 1,0 no periodo de 4 horas, e a
avaliacdo de mucoadesividade in vivo, demonstrou que 63% das microesferas ainda
permaneceu em estdmago dos ratos durante esse tempo.

Patel e Chavda, (2009) formularam e avaliaram a performance in vitro e in
vivo de microesferas de quitosana e amoxicilina preparadas por emulsdo usando
glutaraldeido como agente reticulante. Os resultados mostraram que a proporcao
farmaco:polimero e velocidade de agitacdo durante a preparacdo afetaram
diretamente o percentual de mucoadesividade, eficiéncia de encapsulagéo, tamanho
de particula e o indice de intumescimento. O melhor resultado encontrado foi de
79% de mucoadesividade ap6s lhora, eficiéncia de encapsulacdo de 70% e indice
de intumescimento 1,42. A liberacdo do farmaco ocorreu por um periodo maior que
12 horas, apontando o seu potencial para o tratamento da infec¢ao por H. pylori.

Microesferas de amoxicilina foram preparadas com Eudragit RS 100, (o qual
constituiu o nacleo) e HPMC K4, usado como polimero mucoadesivo, pelo método
de evaporacao de solvente para o potencial uso no tratamento de Ulceras gastricas e
duodenais, associadas ao H.pylori. A melhor formulacdo apresentou 96,15% de
liberacdo do farmaco em 12 horas (SINGH et al., 2010).

Em um sistema de liberacdo mucoadesivo de pérolas de gelana e amoxicilina
obtidas por gelatinizacdo ionotrépica, foi verificado para pérolas reticuladas em meio
alcalino (60 a 90%) uma maior eficiéncia de encapsulacdo do que em pérolas
reticuladas em meio acido (32 a 46%). Todos os lotes produzidos mostraram
liberacdo em meio acido em 2 horas e foram posteriormente revestidos com
quitosana. A liberagao in vitro foi superior a 7 horas. As pérolas mostraram uma boa
mucoadesividade in vitro e in vivo e mais do que 85% das pérolas permaneceram
aderidas na mucosa de ratos albinos apos 7 horas (NARKAR, SHER, PAWAR,
2010).
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Microesferas de quitosana contendo amoxicilina e metronidazol foram
produzidas e reticuladas com tripolifosfato de sédio (TPP). A influéncia da
formulagdo no tamanho das particulas, intumescimento e mucoadesividade foi
avaliada. Os resultados mostraram que o tamanho das particulas aumentou com a
concentracdo do polimero. Nas microesferas com maior percentual de agente
reticulante, o intumescimento diminuiu, devido a diminuicdo do tamanho dos poros,
ocasionando uma menor penetracdo de 4gua. O estudo de mucoadesdo mostrou
que, ao final de 8 h, 10% de microsferas ainda estavam aderidas a mucosa
(HEMANT, SINGH, SHIVAKUMAR, 2010).

Em 2010, Raval et al. caracterizaram microparticulas de amoxicilina obtidas
por spray drying e os estudos fisico-quimicos e morfolégicos revelaram que o
aumento na concentracdo do glutaraldeido e o tempo de reticulagdo diminuiram o
intumescimento. O percentual de intumescimento estd correlacionado com a
liberacdo in vitro do farmaco e, desta forma, é possivel o controle da liberacdo ao
soluto pelo ajuste dos parametros acima mencionados.

Arora et al. (2011) desenvolveram sistema nanoparticulado a fim de melhorar
a penetracdo da amoxicilina na mucosa gastrica e sua mucoadesividade através da
modificacdo da carga superficial. Estudos in vivo de mucopenetracdo em ratos
revelaram a permanéncia das nanoparticulas durante 6 h nas camadas mais
profundas da mucosa gastrica, préximo as células epiteliais.

A fim de melhorar o encapsulamento da amoxicilina, utilizou-se
nanoparticulas de quitosana e heparina pelo método de emulsificagdo. O sistema
desenvolvido apresentou uma liberacdo prolongada em pH 1,2, colapsando em pH
7,0. Ainda, os resultados mostraram uma interacdo especifica entre as
nanoparticulas e as células infectadas com H. pylori. Embora as nanoparticulas
tenham apresentado uma incompleta erradicacédo das bactérias, mostraram-se mais
eficazes do que a amoxicilina (LIN et al., 2012).

Angadi et al (2012) desenvolveram microesferas de amoxicilina, alginato de
sédio, carboximetilcelulose sédica e silicato de aluminio de magnésio como ndcleo e
revestiram com quitosana, como polimero mucoadesivo. Para uma maior quantidade

de carboximetilcelulose sddica e silicato de aluminio magnésio obteve-se uma maior
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eficiéncia de encapsulacdo (52 a 92%) apresentando também uma liberacdo
controlada de amoxicilina por 8 horas.

A producdo de microparticulas mucoadesivas de amoxicilina usando fluido
supercritico CO, como alternativa aos métodos de processos convencionais
mostrou-se promissor, visto que foi obtida uma alta mucoadesividade e uma
liberacdo controlada tanto em pH 1,2 como em pH 7,8 (PATEL, PATIL 2012).

Harsha (2013) formulou uma suspensdo contendo nanoparticulas de
amoxicilina e gelatina adicionadas a goma xantana e sorbitol. As nanoparticulas
foram obtidas pelo processo de secagem por aspersao e tiveram o tamanho médio
de 571 nm e eficiéncia de encapsulacdo de 93%. A amoxicilina teve uma liberacéo
controlada por 12 horas e a suspenséo foi estavel por 24 meses (25°C e 60% de
umidade). Porém, estudos suplementares s&o necessarios para confirmar a

efetividade na erradicagéao do H. pylori.

2.4, Quitosana

Varios sistemas gastrorretentivos propostos apresentam a quitosana na sua
composicdo. As propriedades desse polimero, em especial o intumescimento e a
mucoadesividade, além da capacidade de prolongar a liberacdo de farmacos,
justificam o emprego em sistemas gastrorretentivos (BARDONNET et al., 2006;
LOPES et al., 2014).

A quitosana € um polissacarideo linear obtido através da desacetilacédo
alcalina da quitina. A quitina € um importante componente do exoesqueleto de
animais, especialmente de crustaceos, moluscos e insetos (KUMAR, 2000).
Comercialmente é obtida de carapacas de caranguejos e lagostas, representando de
20 a 50% em massa (seca) dos subprodutos do processamento desses animais
(DASH et al., 2011).

MilhGes de toneladas de quitina sdo comercializadas anualmente no mundo e,
portanto, esse biopolimero representa uma fonte de biomassa de baixo custo e

amplamente disponivel (DASH et al., 2011). O Japéao, os EUA e a China sédo os
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maiores produtores mundiais de quitina, mas o polimero também € produzido, ainda
que em menor escala, na india, Noruega, Canada, Italia, Polonia, Chile e Brasil. Por
volta de 1993, o Brasil também passou a comercializar quitina e quitosana em
escala industrial. Assim, duas empresas brasileiras tem se destacado na producéo e
comercializacdo destes biopolimeros: Polymar Indastria Comeércio Exportacdo e
Importagéo, situada em Fortaleza-CE e Kito Quimica Fina, localizada em Palhoca-
SC (SANTOS, 2003).

Durante a reacao de desacetilacdo, os grupamentos acetamido (-NHCOCHS3)
da quitina sédo transformados, em graus variados, em grupos amina (-NH), dando
origem a quitosana. Sua férmula estrutural consiste de um copolimero de N-acetil
glicosamina (B-(1-4)2-acetamido-2-desoxi-D-glicose) e D-glicosamina (2-amino-2-
desoxi-D-glicose), sendo esta ultima predominante (KUMAR, 2000; YEN; YANG;

MAU; 2009). As estruturas da quitina e da quitosana sao mostradas na Figura 3.

Figura 3 - Estruturas da (a) quitina e (b) quitosana (FONTE: KUMAR, 2009)

A desacetilacdo da quitina pode ser realizada por processos quimicos ou
enzimaticos, porém esses ultimos ndo sao empregados em escala industrial, devido
aos custos elevados de extracdo das desacetilases, bem como, sua baixa
produtividade. Os processos quimicos da desacetilacdo de quitina podem ser
realizados pela via homogénea, a qual se realiza com alcali-quitina, ou heterogénea,

sendo esta a mais extensivamente usada e estudada. Geralmente a quitina é
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suspensa em solucdes aquosas concentradas de NaOH ou KOH (40 - 60%) por
tempos variaveis (0,5 - 24 h) e a temperaturas relativamente elevadas (50 - 130 °C).

As caracteristicas da quitosana obtida sdo determinadas pela concentracdo
da solucédo alcalina e razdo quitina/solucdo alcalina, tamanho das particulas de
quitina, temperatura, tempo e atmosfera de reacdo (CHATELET; DAMOUR;
DOMARD, 2001; SANTOS et al., 2003). Dessa forma, a reprodutibilidade de
caracteristicas e de propriedades nem sempre se verifica, mesmo quando condi¢cdes
reacionais semelhantes sdo empregadas na desacetilacdo de quitina (CHATELET,
DAMOUR, DOMARD, 2001; YEN; YANG; MAU; 2009).

A quitosana possui férmula molecular C¢H1;04N, € insolivel em valores de pH
neutro e alcalinos. Na presenca de solucdes diluidas comporta-se como um
polieletrolito catibnico moderadamente basico (pKa = 6,3), e forma sais com acidos
organicos, tais como acido glutamico, acido lactico, acido acético além do acido
cloridrico (SANTOS et al., 2003). A quitosana apresenta grau de desacetilacdo (GD)
maior que 50%, geralmente entre 60 a 95%, com massa molar de 10* a 10° g.mol *
(CHATELET, DAMOUR, DOMARD, 2001; SANTOS et al., 2003).

Possui trés tipos de grupos funcionais reativos, um grupo amino, um hidroxil
primério e um hidroxil secundario nas posi¢cdes C-2, C-3 e C-6, respectivamente. O
carater catibnico da quitosana somado aos Seus grupos reativos proporciona
propriedades Unicas para sua utilizagdo em tecnologias de liberacdo controlada
(SHAHIDI et al., 1999).

A solubilidade da quitosana esta intimamente relacionada com a quantidade
de grupos amino protonados (-NH3") na cadeia polimérica. Quanto maior a
guantidade destes grupos, maior o numero de interacfes eletrostaticas repulsivas
entre as cadeias e também maior a sua solvatacdo em meio aquoso. Deste modo, o
conhecimento preciso do teor de grupos —NH, ou GD é um fator de muita
importancia e que podera condicionar a utilizagdo da quitosana nas suas diferentes
aplicacoes (SINHA et al., 2004).

A quitosana é insoluvel em agua, mas dissolve-se em solu¢des aquosas de
acidos organicos, como acetico, formico, citrico, além de &cidos inorgéanicos, como
acido cloridrico diluido resultando em solucdes viscosas (SANTOS et al., 2003). A

dissolugdo da quitosana pode da origem a hidrogéis, que podem ser utilizados
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diretamente ou processados em outras formas na tentativa de utilizacdo como
biomateriais. Fatores como pH do solvente utilizado, concentracdo e peso molecular
da quitosana estdo diretamente relacionados a viscosidade do hidrogel obtido, bem
como as propriedades do biomaterial final (JANES et al., 2001).

A habilidade da quitosana de formar hidrogéis, mesmo em baixa
concentragcdo, constitui uma de suas mais importantes propriedades funcionais,
assim como a permeabilidade a solutos e o adequado desempenho in vivo. Em vista
desta caracteristica, a quitosana tem sido usada para a preparacdo de hidrogéis
com aplicacdo nas areas de farmacia, medicina e biotecnologia, particularmente
para o tratamento de feridas e como membranas, matrizes ou outros dispositivos
para a liberacéo controlada de farmacos (KHURMA et al., 2006).

No que se refere as aplicacbes biomédicas, a quitosana conjuga as
propriedades de biodegradabilidade, biocompatibilidade, atoxicidade,
mucoadesividade e adsortividade (AZEVEDO et al.; 2007; LEE et al, 2001).

A mucoadesividade da quitosana pode ser explicada pelas for¢cas de atragao
molecular formada pelas interacfes eletrostaticas entre a quitosana carregada
positivamente e as superficies mucosas carregadas negativamente. Tal fator € de
grande vantagem em um sistema de liberacdo géastrica, pois a mucoadeséao favorece
o direcionamento do ativo ao seu sitio de acdo, propicia o tempo necessario para
efetivar sua acdo farmacoldgica, diminuindo a probabilidade de efeitos adversos
gastrintestinais (CHOWDARY; RAO, 2004; LEHR et al., 1992; PEPPAS; SAHLIN,
1996; WANG et al., 2000).

Assim, diferentes sistemas a base de quitosana tém sido avaliados para o
aumento da erradicacdo da infeccdo causada pelo H. pylori através de suas
propriedades acima mencionadas (BARDONNET et al., 2006; LOPES et al., 2014),
conforme ja descrito no item 2.3.2.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho consistiu na obteng&o e caracterizacdo de sistemas

particulados de quitosana — amoxicilina com vistas a utilizacdo como sistemas

gastrorretentivos para tratamento de infecgdes por H. pylori

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Obter sistemas particulados pelo método de coacervagao/precipitacéo;

v" Avaliar a incorporacdo da amoxicilina durante o processo de obtencdo das
particulas em comparacédo a adicdo as particulas previamente preparadas por

coacervacgao/precipitacdo e spray drying

v' Realizar a caracterizacao fisico-quimica das particulas obtidas empregando
as técnicas de MEV, FTIR, DSC, TG e DR-X;

v' Comparar o perfil de liberacao in vitro da amoxicilina livre e incorporada nas

particulas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes e solventes

- Acido acético glacial (Vetec,Brasil)

- Acido fosforico (Labsynt, Brasil)

- Agua ultrapura (Mili-Q)

- Amoxicilina (Farma Face,Brasil)

- Fosfato de sédio monobasico (Vetec,Brasil)
- Fosfato dibasico (Vetec,Brasil)

- Metanol (J. T. Barker, EUA, grau HPLC)

- Polissorbato 80 (Vetec,Brasil)

- Quitosana (Polymar, Brasil)

- Sulfato de sodio (Vetec,Brasil)

4.2. EqQuipamentos e acessorios

- Agitador magnético (DiagTech DT31108)

- Agitador rotacional (Phoenix AP22)

- Agitador mecanico (IKA RW 20 digital)

- Balanca analitica (Radwag AS 220/C/2)

- Banho de ultrassom (Quimis Q3350)

- Bomba a vacuo (Prismatec 131B)

- Célula calorimétrica (Shimadzu DSC-60)

- Centrifuga (Fanem Excelsa®ll 206 BL)

- Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia equipado com degaseificador DGU-20A3,
sistema de bombas binério LC-20AD XR, auto amostrador SIL-20AC XR, forno da
coluna CTO-20AC, sistema de deteccdo DAD SPD-M20A e modulo de
comunicacdo com o computador CBM-20A. Foi utilizada a coluna Shim-pack de
silica porosa ligada a grupos C18, modelo XR-ODS no comprimento de 75 mm x
4.6 mm e didmetro de particula 2,2 ym

- Difratdmetro (Rikugu® modelo Dmax 2500PC)
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- Dissolutor (Sotax AT7)

- Espectrofotometro de Absorcéao na regido de infravermelho (Shimadzu Prestige-
21ATR-FTIR 8300)

- Espectrofotdmetro de Absorcao na regido UV-VIS (ThermoScientificEvolution 300)
- Estufa de secagem (QuimisQ317M-53)

- Freezer - 80°C (Nuaire -85°C Ultralow Freezer)

- Liofilizador (Christ Alpha 1-2 LD)

- Microscopio eletronico de varredura (MEV SSX 550 Shimadzu)

- Mini Spray Dryer (Bichi MD 191 B)

- pHmetro (Hanna Instruments HI 221)

- Termobalanca (Shimadzu, modelo TGA-60)

- Ultrassom (QUIMIS-Q3350)

- Zeta-Meter System 3.0+ (Zeta-meter Inc., EUA)

4.3. Métodos

4.3.1 Purificacdo da quitosana

A quitosana foi purificada de acordo com o procedimento descrito por Caroni,
(2009). Amostra de quitosana foi dissolvida em &cido acético 2% sob agitacédo
constante por 24 horas de modo a se obter uma solugdo a 1% (m/v) do polimero. A
solucdo foi entdo filtrada primeiramente em filtros com tela de nylon e,
posteriormente, foi feita uma filtracdo a véacuo com filtro qualitativo. A soluc&o
filtrada, adicionou-se aos poucos hidroxido de sddio a 5% (m/v), com agitacédo
simultanea até a precipitacdo. Para cada 250 mL da solucdo polimérica, foram
adicionados 100 mL da solucdo de NaOH. O precipitado foi lavado exaustivamente
com agua destilada até atingir pH neutro. Em seguida, o material foi submetido a
secagem em estufa a uma temperatura em torno de 40°C. Por fim, o material foi

pulverizado e tamisado.
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4.3.2 Caracterizacdo da quitosana

4.3.2.1 Grau de desacetilacao

O grau de desacetilacdo foi determinado por titulacdo potenciométrica
baseado na reacdo de neutralizacdo de acido cloridrico com hidroxido de soédio.
Uma massa de 0,20 g de quitosana foi dissolvida em 25 mL de solugéo de HCI 0,02
mol.L" e submetida & agitacdo magnética por 24 h a 25°C. A titulacdo
potenciométrica por excesso foi conduzida utilizando NaOH 0,10 mol.L™ como
titulante (BEPPU, 1999).

As variacdes de pH durante a titulacdo foram medidas e através da curva de
titulacdo e dos pontos de inflexdo foi possivel determinar o percentual de unidades
desacetiladas correspondentes aos grupos amino protonaveis (GD) conforme a

equacéo 1.

Mpyg B inicigl — ¥ Nz -azziyg J* 1861
—_ NaOH NeOH inicial NelH reagiu.
GD = - Eq.1

onde Mnaon € a molaridade da solucdo de NaOH (mol.L™?), V1 e V2 sdo
respectivamente os volumes de NaOH empregados para neutralizar o excesso de
HCl e a amostra de quitosana protonada (L), 161 é a massa molar da unidade
monomérica da quitosana e m, a massa da amostra no estado seco tomado para

titulacao (Q).

4.3.2.2 Massa molar viscosimétrica média

A determinacdo de viscosidade intrinseca, [n], foi determinada por
viscosimetria capilar, de acordo com o procedimento descrito por kasaai, 2007. Uma
solucéao de quitosana 0,25% (m/v/) foi obtida em solucdo tampéo (acido acético 0,5
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mol.L*/acetato de sédio 0,2 mol.L™, pH = 4,5), sob agitagdo constante por 24horas.
Em seguida, a solugdo foi filtrada em membrana de celulose (Millipore) de
porosidade 0,45 ym para diluicdo seriada. A cada volume de 10 mL foram
adicionados volumes crescentes de solucdo tampéo (0, 1, 2, 3, 4 e 5 mL). Os
tempos de escoamento de Vviscosidade intrinseca [n] das solucbes foram
determinados em viscosimetro, sendo a determinagcdo da massa molar
viscosimétrica obtida de acordo com a equacdo 2, a qual relaciona a viscosidade

intrinseca a massa molar do polimero.

[n] = KM Eq. 2

Onde: M, é a massa molar viscosimétrica média (g.mol™), [n] é a viscosidade
intriseca (dL.g™), K e a sdo constantes para um determinado polimero-solvente a
25°C

4.3.3 Analise da amoxicilina por espectroscopia de absor¢éo na regiao do UV

4.3.3.1 Obtencéo do espectro de absorgdo da amoxicilina

Solucdo de amoxicilina (500 pg.mL™) em &cido acético 2% (v/v), pH = 4,0, foi
submetida a andlise de varredura numa faixa de comprimento de onda entre 200 e
400 nm para determinacdo do pico de absor¢cdo maxima do farmaco. Uma solucéo
composta de quitosana 0,25% e Tween 80 1% em &cido acético 2% (v/v) (branco) foi
também analisada nas mesmas condicbes para avaliar a interferéncia dos
componentes da solucdo para obtencdo das particulas na quantificagdo da

amoxicilina.
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4.3.3.2 Curvas analiticas para quantificacdo da amoxicilina por espectroscopia

de absorcéo naregido do UV

As curvas analiticas da amoxicilina foram obtidas em acido acético 2% (v/v) e
tampéo fosfato pH 7,4. Para a realizagdo da curva em acido acético 2%, partiu-se de
uma solugdo estoque (500 pg.mL™) sendo tomadas aliquotas para o preparo de
diluicdes na faixa de concentracdo entre 100 e 350 pg.mL™. Para a curva em
tampao fosfato pH 7,4, a faixa de concentracéo utilizada foi a mesma.

Todas as leituras foram realizadas em 272 nm e os valores médios das
leituras de cada concentracdo foram utilizados para construgcdo do gréafico
correspondente com a determinacdo da faixa de linearidade, da equacao da reta e

do coeficiente de correlacdo.
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4.3.4. Obtencéo das particulas

A Figura 4 apresenta o fluxograma com a descri¢cdo da metodologia utilizada.

Obten¢do das particulas
Sem o farmaco
* por coacervagao / precipitagao
* por spray drying

Adicao da AMX durante a Sorcdo da AMX nas particulas
formagao das particulas previamente obtidas
(coacervacdo / precipitacdo) Por coacervacdo / precipitacdo
Por spray drying
|
Razao massica Avaliagdo do tempo de contato(1 e 3 h)
AMX:Qs(0,5:1/1:1/2:1) e Razdo massica
AMX: Part.Qs (1:1/2:1/3:1/4:1)

l

Determinagaoda EE Determinacaodo gm

| |

I
v MEV
v Analises térmicas
v DRX
v FTIR
v Perfil de liberagdo

Figura 4 - Fluxograma com a descricdo da metodologia utilizada
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4.3.4.1 Particulas obtidas sem o farmaco pelo método de

coacervagao/precipitacao

As particulas foram obtidas pelo método proposto por Berthold et al (1996).
Uma solucdo de quitosana a 0,25% (m/v) foi obtida em &cido acético 2% (v/v) e
Tween 80 a 1% (m/v), com agitacdo mecanica até completa solubilizacdo da
quitosana. Sobre a solucdo de quitosana, foi gotejada uma solucdo de sulfato de
soédio 20% (fluxo de 5 mL/min) com agitacdo mecanica de 400 rpm e banho de
ultrassom simultaneamente. Apés a adi¢do do sulfato de sddio (2 mL), a agitacao
mecanica e o banho de ultrassom foram mantidos por mais 1 hora.

Em seguida, a suspensao obtida foi centrifugada por 15 minutos a 3.000 rpm
e as particulas foram congeladas a -80°C em freezer durante 24 h e liofilizadas
durante 48 h. Ao final do processo de secagem as particulas foram coletadas e

armazenadas em dessecador.

4.3.4.2 Particulas obtidas sem o farmaco pelo método de secagem por
asperséo (spray drying)

As particulas foram obtidas a partir de uma solucéo de quitosana a 0,5% (m/v)
em acido acético 2% (v/v), e nebulizada em mini spray dryer sob as seguintes
condicbes: temperatura de entrada de ar 140°C, fluxo do ar de 6 mL.min™, asperséo
90% e pressdo 600 N.L™ de acordo com Santos, Moura, Raffin, (2003). Ao final do

processo, as particulas foram coletadas e armazenadas em dessecador.
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4.3.4.3 Particulas obtidas com o farmaco

4.3.4.3.1 Avaliacdo da estabilidade das solugcfes de amoxicilina em acido

acético 2% (v/v)

Inicialmente, para avaliar a estabilidade da amoxicilina no meio acido de
producdo das particulas, uma solucdo de quitosana e amoxicilina em acido acético
foi avaliada nos tempos 0, 30°, 60", 90’ e 120" minutos para verificar a degradacéo
do farmaco através de analises em Cromatografo Liquido de Ultra Eficiéncia (CLUE).

Foram preparadas solucdes de quitosana a 0,25% (m/v) e amoxicilina 0,25%
em acido acético 2% (v/v). As amostras foram levadas ao banho de ultrassom até a
completa solubilizacao, filtradas em um filtro de seringa (0,22 um) e acondicionadas
individualmente no vial para injecdo cromatografica para posterior avaliacdo de sua
degradacédo nos diferentes tempos do estudo.

Foi utilizada uma coluna com fase estacionaria C18 com fase movel tampéo
fosfato dibasico 10 mM ajustado com &cido fosférico ao pH 5 e metanol, nhuma
proporcao 90:10. A temperatura utilizada foi 30°C, volume de injecdo 1 uL, fluxo 0,4

mL/min com o tempo total de andlise de 7 min.

4.3.4.3.2 Adicdo do farmaco as particulas

Para a incorporacdo da amoxicilina nas particulas, duas técnicas foram
utilizadas: adicdo da amoxicilina durante a formacdo das particulas (etapa Unica)
pelo método de coacervacao/precipitacdo e sor¢cdo da amoxicilina as particulas

previamente preparadas pelos métodos de coacervacao/precipitacao e spray drying.
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4.3.4.3.3 Adicdo do farmaco durante a formacgé&o das particulas (etapa Unica)

Para obtencéo das particulas com a amoxicilina em etapa Unica, foi seguido o
mesmo meétodo descrito em 4.3.4.1, porém, incluindo a solubilizacdo do farmaco na
solucdo de quitosana. Raz6es massicas de amoxicilina : quitosana (0,5:1; 1:1; 2:1)

foram adotadas objetivando a avaliagéo da eficiéncia de encapsulacao.

4.3.4.3.4 Adicdo da amoxicilina por sorcdo as particulas previamente
preparadas.

Para incorporacdo da amoxicilina por sorcdo as particulas previamente
preparadas conforme 4.3.4.1 e 4.3.4.2, a amoxicilina foi solubilizada em 10 mL de
tampéo fosfato 0,02 M pH 7,4 e as microparticulas de quitosana (10 mg) foram
adicionadas a solucdo de amoxicilina e acondicionadas em tubos falcon, em
diferentes propor¢cdes de amoxicilina : particulas (m:m) (1:1; 2:1; 3:1; 4;1),
mantendo-se agitacao rotacional. Em tempos pré-determinados (1 e 3 h), os tubos
foram retirados do agitador, a solucédo foi centrifugada a 3.000 rpm durante 15
minutos e filtrada em membrana de 45 um. O sobrenadante coletado foi utilizado
para determinacdo da concentracdo final de amoxicilina em espectrofotometro de
absorcao na regido do UV/Vis a 272 nm a partir de uma curva analitica.

Assim, calculou-se as capacidades de sor¢do maxima (gm) da amoxicilina

nas particulas através da equacéo 3:

: - (€, — Colwl
Quantidade de sorcio (gm) = —2——
m I.','LC::'DEE'.“’!E

Eqg. 3
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Onde, Co (mg.L™) corresponde & concentracéo inicial de amoxicilina, Ce (mg.L™) a
concentracdo final ou equilibrio de concentracdo, V (L) ao volume da solucdo de

amoxicilina e m (g), a massa das particulas de quitosana.

4.3.5 Determinacao da eficiéncia de encapsulacéo

A quantificacdo da amoxicilina na obtencéo das particulas em etapa Unica, foi
determinada apos a centrifugacdo da suspensao por 15 minutos a 3.000 rpm na qual
o sobrenadante foi analisado em espectrofotdbmetro de absorcao na regidao do UV no
comprimento de onda de 272 nm e determinado o teor e a eficiéncia de
encapsulacédo (%) a partir das equacgdes 4 e 5, respectivamente:

Measso deo farmece nas partic

% Incorporacio do farmaco = ( ] * 100 Eq. 4

ny y a it =y 1
SlEEF0 GaS Pariiculas

Quantidade real do farmacoe

% Eficiéncia de encapsulacio = ( ] ¥ 100 EqQ.5

\Quantidads tedrica do féarmaco/

4.3.6 Caracterizacéo fisico-quimica das particulas

4.3.6.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A avaliacdo da morfologia e distribuicdo granulométrica das particulas foi
realizada em um microscoépio eletronico de varredura. As amostras foram fixadas em

um suporte metalico, recobertas com uma fina camada de ouro e observadas no
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microscopio eletrénico. A partir das imagens do MEV, foi obtida a medida do
diametro de 200 particulas segundo método de Ferret e, com o auxilio do programa
computacional Image J foi construida a curva de frequéncia com a distribuicdo

granulométrica de cada amostra.

4.3.6.2 Determinacao do potencial zeta

A carga superficial das particulas foi medida através da determinacédo da sua
mobilidade eletroforética, yg, a uma temperatura de 25°C. As particulas foram
primeiramente dispersas em agua destilada a uma concentracédo de 0,05% (m/v), em
seguida colocadas em uma célula eletroforética, na qual foi estabelecido um

potencial elétrico. O potencial zeta, £, foi calculado a partir do emprego da equacéao

de Smoluchowski:

uEn

{ = — Eq. 6

Onde =0 é a permissividade do vacuo, =+ é a permissividade dielétrica relativa

do meio (constante dielétrica) e n é a viscosidade da fase continua

4.3.6.3 Difrac&o de raios-X (DRX)

Os ensaios para a amoxicilina, particulas sem, e com o farmaco foram
realizados usando o difratdmetro nas seguintes condigdes: radiagao CrKa, angulo de
varredura variando de 2° a 60° a uma velocidade de 2° por minuto, tensdo de
varredura 40 kV, corrente de varredura 20 mA e rotagédo da amostra 40 rpm.
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4.3.6.4 Espectroscopia de absorgdo no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

Aproximadamente 2 mg de amoxicilina, particulas sem, e com o farmaco
foram adicionadas a 200 mg de KBr e as misturas homogeneizadas em almofariz.
As pastilhas foram obtidas em prensa hidraulica. Os espectros de IV foram obtidos
em um espectrofotdmetro ‘entre 4000 e 700 cm™, em uma resolucéo éptica de 1,0

cm™ e uma média de mais de 20 scans.

4.3.6.5 Analise termogravimétrica

As curvas de TG foram obtidas na faixa de 25 - 300°C, sob atmosfera de N
(50 mL.min™), com a razdo de aquecimento de 10°C/min™. Durante os ensaios, foi

utilizado o cadinho de platina contendo cerca de 5 mg de amostra.

4.3.6.6 Analise calorimétrica exploratdria diferencial

Aproximadamente 2 mg de amoxicilina, quitosana, particulas com, e sem o
farmaco foram colocadas em cadinhos de aluminio e submetidas a aquecimento em
uma faixa de temperatura de 25 — 300°C com raz&do de aquecimento de 10°C min™
em atmosfera de nitrogénio em vazdo de 50 mL.min™. As células de DSC foram
calibradas com indio (Tysao= 156°C) e zinco (Tiuszo= 419,4°C).
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4.3.7 Estudos de liberagéo in vitro

A liberagcdo da amoxicilina a partir das particulas e do farmaco livre foi
realizada em um dissolutor, usando o aparato 2 USP, rotacdo de 100 rpm e meio de
dissolucéo, 450 mL, HCI 0,1N a 37°C. Particulas com o farmaco (equivalentes a
32,5 (1:1) e 61,3 mg (2:1) de amoxicilina foram colocadas em capsula de gelatina e,
em intervalos pré-estabelecidos (15, 30, 60, 90 e 120 min) aliquotas de 5 mL foram
retiradas, filtradas em papel de filtro Whattman n° 41 e analizadas por
espectrofotometria UV a 272 nm. O mesmo volume de HCI 0,1N foi reposto a cada

coleta.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Purificacdo da quitosana

A quitosana, ao contrario da quitina, pode ser facilmente dispersa em soluctes
acidas diluidas com pH inferior a 6. Isso possibilita a sua purificagdo através da
dissolucdo em &cidos diluidos, e, apos filtracdo, precipitacdo com a adicdo de uma
solucéo alcalina forte. Dessa forma, impurezas insollveis ou que nao apresentem o

mesmo comportamento de solubilidade em &cidos diluidos, ficam retidas na filtracao.

5.2Caracterizacdo da quitosana

5.2.1 Determinacéo do grau de desacetilacao

O grau de desacetilagdo € uma das caracteristicas mais importantes da
quitosana, visto que esse parametro determina o conteddo de grupos amino livres
no polissacarideo, diferenciando a quitosana da quitina e influenciando
principalmente a sua solubilidade e a sua reatividade com outros polieletrdlitos
(SANTOS et al., 2003). Diversas técnicas séo propostas para determinacdo do grau
de desacetilacdo, incluindo potenciometria, condutivimetria, cromatografia,
espectroscopia de absorcdo no infravermelho e ultravioleta, ressonancia magnética
nuclear e espectroscopia de massas (RAYMOND et al., 1993).

Neste trabalho, a quitosana foi dissolvida em um excesso conhecido de acido
cloridrico e a solucdo foi entdo titulada potenciometricamente com hidréxido de

sédio. A Figura 5 apresenta a curva de titulagdo potenciométrica da quitosana.
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Figura 5 - Curva de titulagéo da quitosana obtida por titulagéo potenciométrica

Nota-se nesta curva dois pontos de equivaléncia de titulagdo. A primeira
equivaléncia refere-se a neutralizacdo do excesso de acido presente, enquanto que
a segunda equivaléncia refere-se a neutralizacdo da quitosana protonada. A
diferenga entre o volume final e o volume inicial de &cido cloridrico corresponde a
quantidade de acido necessaria para protonar 0s grupos amino da quitosana. Assim,
de acordo com a equacao 1, descrita anteriormente no item 4.3.2.1, foi determinado
um grau de desacetilacdo de 64%.

A quitosana possui grau de desacetilacdo (GD) entre 60 a 95% (CHATELET,
DAMOUR, DOMARD, 2001; SANTOS et al., 2003). O grau de desacetilacéo
influencia diretamente no tamanho das particulas a serem obtidas, na faixa de
concentracdo dos eletrolitos envolvidos para a obtencao do sistema particulado e na
incorporacdo do farmaco que se deseja encapsular (SANTOS et al.,, 2003). De
acordo com a literatura, este grau de desacetilacdo é considerado baixo, esperando-

se entdo a obtencédo de particulas com tamanhos pequenos.
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5.2.2 Massa molar viscosimétrica média

A massa molar determina o tamanho e a flexibilidade da cadeia das moléculas
de quitosana em solugdo. Comercialmente, a massa molar da quitosana varia de
80.000 a 180.000 g.mol™ e é considerada baixa massa molar quando os valores se
situam entre 80.000 e 110.000 g.mol™, média massa molar, entre 120.000 e 150.000
g.mol™ e alta massa molar, acima de 150.000 g.mol™ (SANTOS et al., 2003).

A quitosana em estudo apresentou uma alta massa molar viscosimétrica média,
de 280.000 g.mol-! para a qual, de acordo com a literatura, espera-se obter
particulas com tamanhos maiores (LUCAS, SOARES, MONTEIRO, 2001). Porém,
Berthold e colaboradores (1986), em estudos de microscopia eletrénica de varredura
(MEV) relatam que a massa molar média da quitosana ndo teve influéncia no

tamanho e nem na aparéncia das particulas obtidas.

5.3 Analise da amoxicilina por espectroscopia de absorcdo na regido do
Ultravioleta (UV)

5.3.1 Obtencao do espectro de absor¢cao da amoxicilina

Inicialmente foi verificado o comprimento de onda de maxima absor¢cao (Amax)
em que a solucdo de amoxicilina em acido acético 2% absorve a radiacdo UV. A
Figura 6 mostra o espectro de absor¢do da amoxicilina na regiao do ultravioleta em
comparacdo a solucdo contendo os componentes utilizados na preparacdo das
particulas (branco), ou seja, quitosana a 0,25% e Tween 80 a 1% em solucdo de
acido acético a 2%. O comprimento de onda de 272 nm foi selecionado para a

quantificacdo da amoxicilina por apresentar melhor seletividade do que o
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comprimento de onda de 230 nm (a absorbancia do branco foi de 0,2172 em 230 nm

e de 0,028 em 272 nm).

230 nm
2.0 1- AMX
1 2 - Branco

1,5
.G
e
@ 1,04\2
Q 272 nm
2 /
0
o
©

0,5

0,0 4 N e ——

T T T T T T T 1
200 250 300 350 400

Comprimento de onda (nm)

Figura 6 - Espectro de absorcéo na regido do ultravioleta (UV) da amoxicilina em solucéo de

acido acético 2% (1) e do branco (2)

5.3.2 Curvas analiticas para quantificacdo da amoxicilina

As Figuras 7 e 8 ilustram as curvas analiticas obtidas para quantificacdo da

amoxicilina em solucéo de &cido acético 2% e em tampéao fosfato pH 7,4.
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Figura 7 - Curva analitica da amoxicilina em acido acético 2% em 272 nm
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Figura 8 - Curva analitica da amoxicilina em tampdo fosfato pH 7,4 em 272 nm.
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A equacdo linear representativa obtida para curva padrdo para analise
quantitativa da amoxicilina nas particulas em acido acético foi y = 0,03385x .
0,00244 (r* = 0,9994), enquanto que para a andlise em tamp&o fosfato foi y =
0,01581x + 0,00285 (r* = 0,9987).

POde-se verificar em todas as curvas um coeficiente de correlagdo (r) muito
proximo a 1, traduzindo assim, uma resposta linear do procedimento analitico,
proporcional a concentracdo dos constituintes, possibilitando utilizar essas curvas
analiticas para analises quantitativas da amoxicilina por apresentar uma boa

correlacdo entre concentracao e absorbancia.

5.4 Obtencéao das particulas de quitosana

5.4.1Particulas obtidas sem 0 farmaco pelo método de

coacervagao/precipitacao

Diferentes métodos tém sido utilizados na preparacdo de sistemas
particulados de quitosana (BLECHER; NASIR; FRIEDMAN, 2011; PRASANTHI;
PRASANTHI; MANIKIRAN, 2011).

Berthold e colaboradores (1996) propuseram primeiramente o uso do sulfato
de sb6dio como agente de precipitacdo para formacdo de particulas de quitosana
pelo método de coacervacdo. Na adicdo por gotejamento de sulfato de s6dio em
uma solucdo de quitosana, o0 anion, ao entrar em contato com a carga positiva do
polimero, forma uma ligacdo ibnica, neutralizando a carga e obtendo assim, a
particula que, uma vez formada, precipita.

Inicialmente, foram testadas quantidades crescentes do agente precipitante

na solucdo de quitosana até observar através da mudanca da coloragdo de
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ligeiramente amarelada para opalescente, a precipitacdo e consequentemente a
formacdo das particulas. Neste processo, foram utilizados 2 mL de solucdo de
sulfato de sodio a 20% para cada 0,25 g de quitosana (0,4 g de sulfato de sodio para
cada 0,25 g de quitosana) o que corresponde aproximadamente a uma proporc¢ao 1:

1 de sulfato : polimero em massa.

5.4.2 Particulas obtidas sem o farmaco pelo método de secagem por asperséo
(spray drying)

Microesferas de quitosana com diversos farmacos tém sido preparadas para
diferentes propostas de aplicacdo/interesses através do uso da técnica de spray
drying (BOWEY; NEUFELD, 2010, HUANG; CHIANG; YEH, 2003). Dentre as
vantagens deste método, esta a producao reprodutivel de particulas, sendo que os
fatores de formulacdo e os parametros de processo determinam as propriedades
das particulas produzidas (DESAI; PARK, 2005; RE, 1998; SANTOS; MOURA;
RAFFIN, 2003; TEWA-TAGNE; BRIANC; FESSI, 2006).

No presente trabalho, particulas de quitosana sem a adicdo de qualquer
agente de reticulacdo foram preparadas pela técnica de spray drying. Duas
concentracbes de quitosana (0,5% e 1,0%, em massa) foram utilizadas. Testes
preliminares mostraram que as solu¢cdes com uma concentracdo massica de 1% de
quitosana resultaram em particulas bastante aglomeradas e ocorreu entupimento do
bico atomizador durante o processo. A modificacdo da temperatura de entrada nao
diminuiu a ocorréncia de entupimentos no bico atomizador, sendo, portanto a
concentracéo 0,5% escolhida para a continuidade do trabalho.

A secagem por spray drying foi utilizada também para as particulas obtidas
sem o farmaco pelo método de coacervacao/precipitacdo, porém nao houve sucesso
visto que ocorreu também entupimento do sistema por aglomeracdo das particulas
previamente formadas. Sugere-se que a utilizacdo de uma elevada massa molar,

resultando numa viscosidade elevada das solu¢des, tenha contribuido para o
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insucesso do processo, visto que SANTOS; MOURA; RAFFIN (2003) obtiveram

particulas utilizando o mesmo equipamento.

5.4.3 Particulas obtidas com o farmaco

5.4.3.1 Avaliacdo da estabilidade quimica das solu¢fes de amoxicilina em
acido acético 2% (v/v)

A incorporagcdo de um farmaco sensivel em pH &acido representa um dos
principais problemas aos sistemas multiparticulados de quitosana, visto que a
solubilizacdo da quitosana é realizada em meio acido. Sendo assim, inicialmente, foi
feito um estudo da estabilidade da amoxicilina em acido acético 2% (v/v), visando
avaliar a estabilidade da mesma no meio acido de obtencado das particulas.

A estabilidade quimica da amoxicilina em solugéo acida foi avaliada através
do teor de amoxicilina em funcado do tempo, determinado por cromatografia liquida
de ultra eficiéncia, nas mesmas condicbes de preparacdo das particulas de
amoxicilina - quitosana.

A Figura 9 apresenta os cromatogramas obtidos das solu¢des de amoxicilina
em acido acético 2% (v/v) nos tempos 0 e 120 min. A Tabela 1 mostra que a
amoxicilina manteve-se estavel durante 2 horas, tempo superior ao necessario para
a obtencao das particulas, sugerindo que ndo ha degradacao da amoxicilina durante

0 processo de preparacdo das particulas.
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TABELA 1: Avaliacdo da estabilidade quimica das solu¢des de amoxicilina em acido acético
2% (v/v)

Tempo Concentracéo Teor
(min) (ng/mL) (%)
0 100,0 100,0
30 102,9 102,9
60 103,6 103,6
90 102,1 102,1
120 103,8 103,8
AMX

mAU
AN —— 120 min.
1500000 ”
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500000 J
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Tempo (min)

Figura 9 - Cromatogramas das solu¢Bes de amoxicilina em &cido acético 2% (v/v) nos

tempos 0 e 120 min
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Erah e colaboradores (1997) realizaram um estudo sobre a estabilidade da
amoxicilina em HCI 0,01 e 0,1 M e tampéao fosfato 0,04 M (pH 1,0-8,0) a 37°C e
verificaram que a amoxicilina foi mais estavel na faixa de pH = 4 - 7. Na primeira
hora, foram perdidos 12,2% e 3,5% em solu¢des de pH = 1,0 e 2,0 respectivamente.
O anel B-lactamico da amoxicilina é mais susceptivel a degradacao hidrolitica
guando o pH desvia significativamente do seu ponto isoelétrico (pH = 4,8). Em nosso
trabalho, a solugdo de quitosana-amoxicilina apresentou pH = 4,0, condicao
favoravel a sua estabilidade o que corrobora com os resultados apresentados na

Tabela 1 e Figura 9.

5.4.3.2 Adi¢cdo da amoxicilina durante a formacao das particulas

Comparando-se aos outros processos de obtencdo de nano e microparticulas,
0 método de coacervacao/precipitacdo se caracteriza por ser um método simples,
gue ndo necessita de aparatos complexos nem o0 uso de solventes organicos e,
dentre os diversos sistemas propostos para a melhoria da eficacia terapéutica da
amoxicilina no tratamento de infeccdes bacterianas, especialmente por H. pylori,
nenhum estudo prop6s a utilizacdo deste método para a obtencdo dos sistemas
particulados.

O encapsulamento de farmacos em sistemas particulados pode ser feito
através de dois métodos, ou seja, durante a preparacdo das particulas
(incorporacdo) e ap6s a formacdo das particulas por sorcdo (incubacao)
(AGNIHOTRI et al, 2004). No primeiro método, o farmaco é incorporado fisicamente
na matriz durante a preparacdo das particulas. A encapsulacdo maxima do farmaco
pode ser conseguida por incorporacao durante a formacgéo das particulas, mas pode

haver interferéncia dos parametros do processo, tais como método de preparacao, a
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presenca de aditivos, natureza do farmaco, velocidade de agitacdo, entre outros
(SINHA et al, 2004).

A relacdo quantitativa entre o polimero e o farmaco é um fator critico durante
a formacdo das particulas e pode influenciar os valores de eficiéncia de
encapsulacdo (MAGHSOOQODI, 2009).

A Tabela 2 apresenta os resultados de eficiéncia de encapsulacdo e da
concentracdo de amoxicilina incorporada (teor) nas particulas obtidas em etapa
Unica, determinada pela diferenca entre a quantidade inicial e final de amoxicilina
livre medida no sobrenadante ap0s a centrifugacao da suspensao obtida pela adi¢cao
de sulfato. Apenas os ensaios 2 e 3 foram satisfatorios, mostrando uma alta
eficiéncia de encapsulacdo da amoxicilina nas particulas obtidas pelo método de

coacervagao / precipitagéo.

TABELA 2 — Eficiéncia de encapsulagcédo e concentracdo de amoxicilina incorporada

(teor) para diferentes concentracdes de quitosana:farmaco

RM Qs AMX M EE
Ensaio
Qs : AMX (%) (mg) (%) (%)
1 1:05 0,25 125 10,4 20,8 (+0,02)
2 1:1 0,25 250 420 83,6 (+ 0,03)
3 1:2 0,25 500 48,4 92,0 (+0,02)

RM: Razdo massica; Qs: Quitosana; AMX: Amoxicilina; M;: concentragcdo de amoxicilina

incorporada (teor); EE: Eficiéncia de encapsulagéo; (+): Desvio Padréo.

A eficiéncia de encapsulacédo variou de 20 a 92%. Os resultados mostraram
que a eficiéncia de encapsulacdo aumenta com a quantidade inicial de amoxicilina

em relacdo ao polimero. Sugere-se que esse efeito pode ser simplesmente devido a
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maior quantidade do farmaco em relacdo a quantidade de polimero adicionada, o
gue favoreceu a encapsulacéao.

Na encapsulacdo em particulas de quitosana por outros métodos € comum
obter valores bem menores do que estes, por exemplo, Kumbaret e colaboradores
(2002) encapsularam diclofenaco de sodio em microesferas de quitosana pelo
método da emulsificacdo e obtiveram valores de 15 a 30%. Para microesferas de
quitosana e amoxicilina obtidas por esse mesmo método, foi obtido um resultado
melhor utilizando o glutaraldeido como agente reticulante, em que a eficiéncia de
encapsulacdo foi de 70% (PATEL, PATEL, 2007). Porém, o inconveniente na
utilizacdo deste reticulante é sua toxicidade. Assim, outros agentes de reticulacao
tém sido utilizados como a genipina, o TPP, a epicloridrina, entre outros (BERGER
et al., 2004).

Microparticulas de quitosana contendo cisplatina foram obtidas pelo método
de emulsificacdo e o farmaco foi incorporado durante a formagdo das particulas. A
eficiéncia de encapsulacdo variou de 28 a 99%. A concentracao inicial de cisplatina
e o volume de glutaraldeido néo tiveram efeitos sobre a eficiéncia de encapsulacéo
uma vez gue essa aumentou com a concentracdo de quitosana (AKBUGA,
BERGISADI, 1999).

SEZER e AKBUGA (1995) incorporaram piroxicam durante a obtencdo de
microparticulas de quitosana pelo método de geleificacdo ionotrépica com TPP e
obtiveram 90% de eficiéncia de encapsulagédo. LUBBEN e colaboradores (2001)
seguiram o mesmo método de coacervacdo/precipitacdo com o sulfato de sédio
utilizado neste trabalho e obtiveram microparticulas de quitosana e ovalbumina com
eficiéncia de encapsulacdo de 82%. Os valores elevados para a eficiéncia de
encapsulacdo obtidos em nosso trabalho corroboram com esses resultados.

Tetraciclina, antibiético também utilizado contra o H. pylori, foi incorporado em
microparticulas de quitosana seguindo 0 mesmo procedimento proposto no presente
trabalho. A incorporacéo do farmaco nesse sistema ocorreu de duas formas: durante
a formacédo das microparticulas (antes da precipitacdo) e com as microparticulas
previamente preparadas. Quando a tetraciclina foi adicionada durante a formacgéao

das microparticulas, apenas 8% do farmaco foi incorporado. Quando o farmaco foi
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incubado com as microparticulas previamente preparadas, foi alcancada uma
eficiéncia de encapsulacdo de 69% do farmaco. Os autores apontam o baixo
encapsulamento para o primeiro método devido ao farmaco ter sido extraido durante
0 processo de lavagem antes da secagem ou ainda a possibilidade de ter ocorrido
uma degradacédo do farmaco na solugéo acida de quitosana (HEJAZI, AMIJI, 2002).

5.4.3.3 Adicdo da amoxicilina por sor¢cdo nas particulas previamente

preparadas

O processo de sorcao envolve o movimento das moléculas do farmaco em
solugcdo aquosa no sentido dos sitios ativos situados nos poros dos adsorventes
(particulas poliméricas) e pode ser controlado pelos efeitos de transferéncia de
massa das particulas (difusdo externa e intraparticula) e pela taxa de adsorcédo no
sitio ativo do adsorvente (SILVA et al., 1999). Os resultados relacionados a sor¢ao
da amoxicilina em particulas de quitosana previamente preparadas sao

apresentados na Figura 10.
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Figura 10 - Incorporacdo da amoxicilina em particulas previamente preparadas por

coacervagao / precipitagdo e spray drying nos tempos de 1 e 3 horas.

Os valores da capacidade de sorcdo, gm nas particulas aumentou com a
concentracado inicial da amoxicilina, C,. Os resultados mostram valores maiores de
capacidade maxima de sor¢do para as particulas obtidas por
coacervagao/precipitacdo quando comparado com as obtidas por spray drying.

Prednisolona sodica foi sorvida em microesferas de quitosana previamente
preparadas por coacervacao/precipitacdo. O processo de sor¢do mostrou-se ser
dependente da concentracao inicial do farmaco, ou seja, para uma concentracao
inicial mais elevada, obteve-se uma maior eficiéncia de encapsulacdo (BERTHOLD
et al., 1996), corroborando com 0s nossos resultados.

Entretanto, no tempo de 3 horas os valores de sor¢cdo ndo aumentaram

guando comparados com 1 hora, indicando preenchimento e saturacdo dos sitios de
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sorcdo na superficie externa e interna das particulas no menor tempo, sugerindo
assim, que o tempo de 1 hora é suficiente para a incorporacédo da amoxicilina.

Para as particulas obtidas por spray drying, observa-se também um aumento
da capacidade de sorcao, porém essa capacidade € menor quando comparada com
a capacidade de sor¢cdo das particulas obtidas por coacervacao/precipitacdo, em
especial quando C, é aumentada. Os valores superiores de g, obtidos para as
particulas preparadas por coacervacao/precipitacdo podem ser explicados, em
parte, pela diferenca entre os tamanhos das particulas obtidas através dos dois
processos. Os resultados apresentados na secdo 5.4.1 indicam que as particulas
obtidas por coacervacgao/precipitacdo possuem menores tamanhos em relacdo as
particulas obtidas por spray drying, indicando uma maior area superficial para as
particulas resultantes do processo de coacervagao/precipitacao.

Por outro lado, as particulas obtidas pelo processo de
coacervacao/precipitacdo sofreram um processo de reticulacdo fisica através do
sulfato de sodio, diferentemente das particulas obtidas por spray drying, onde néo foi
utilizado agente reticulante. As modificacdes das propriedades fisico-quimicas de
sistemas particulados de quitosana podem ser realizadas pela adicdo de agentes
que promoverao reticulacdo na cadeia polimérica, com a finalidade de modificar as
caracteristicas mecanicas, fisicas e/ou quimicas do polimero (BERGER et al., 2004;
LANGER; PEPPAS, 2003).

Os diferentes tipos de reticulacdo (quimica e fisica) levam a formacdo de
estruturas diferenciadas, 0 que consequentemente gera caracteristicas
heterogéneas (intumescimento, carga superficial e hidrofobicidade) para as
particulas de quitosana (BERGER et al., 2004).

Ao comparar as capacidades de sorcdo das particulas obtidas por spray
drying apds 1 e 3 horas de experimento, observa-se uma diminuicdo da capacidade
de sorcdo no tempo de 3 horas. Sugere-se que as particulas obtidas por essa
técnica, pelo fato de néo terem sofrido reticulacdo e, possivelmente apresentarem
elevada porosidade (HE, DAVIS, ILLUM, 1999), tiveram maior grau de

intumescimento, perdendo sua integridade fisica, ou ainda, a relacdo de
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amoxicilina/quitosana ndo foi suficiente para manter a estrutura integra (SIEPMANN,
PEPPAS, 2001).

Embora a reticulacéo reduza a capacidade de sorcao da quitosana devido aos
sitios de ligacOes estarem ocupados, promove a melhora da resisténcia mecéanica
contra o meio acido e béasico. Desta forma, modificagdes na estrutura da quitosana
pela reticulacdo s&do necessarias para se aumentar a resisténcia mecanica,
modificando sua hidrofobicidade e tornando-a mais resistente a erosédo (BERGER et
al., 2004).

Os resultados obtidos corroboram com a literatura visto que, em
concentracdes crescentes de amoxicilina, uma maior eficiéncia de encapsulacéo foi
obtida e o sulfato de sodio (agente reticulante fisico) pode ter conferido as particulas
preparadas por coacervacao/precipitacdo maior resisténcia mecanica em relacéo as
particulas obtidas por spray drying durante o experimento.

Dessa forma, experimentos para determinar o intumescimento das particulas
obtidas por coacervacao/precipitacao e por spray drying devem ser realizados a fim
de verificar sua influéncia na capacidade de sorcdo. Além disso, a fim de se
averiguar o papel das interagdes eletrostaticas no processo de sor¢do da amoxicilina
nas particulas, uma andlise da carga superficial das particulas através do potencial
zeta durante o processo de sor¢cdo pode ser realizado de modo a se obter um

mecanismo mais definido do processo de sorcao.

5.5 Caracterizacdao fisico-quimica das particulas

5.5.1Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura foi utilizada para avaliar a morfologia e

o tamanho das particulas obtidas.
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As imagens obtidas por MEV para as particulas sem o farmaco obtidas por
coacervacao/precipitacdo e spray drying, particulas com o farmaco obtidas em etapa
Gnica na razdo 1:1 amoxicilina : polimero e por sor¢cdo durante 1 hora, séo

apresentadas nas figuras 11-14.

_

AccY  Probe Mag WD Det) FH————— lmm
15.0k¥ 40 %18000 16 SE © U@ 4 s
3

Figura 11 - Fotomicrografias das particulas sem o farmaco obtidas por

coacervacao/precipitacdo obtidas por MEV (aumento 18.000 X)
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Figura 12 - Fotomicrografias das particulas sem o farmaco obtidas por spray drying
obtidas por MEV (aumento 2400 X)
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Figura 13 - Fotomicrografias das particulas com o farmaco obtida em etapa Unica
(coacervacaol/precipitacdo) na razdo 1:1 amoxicilina : polimero obtidas por MEV
(aumento 20.000 X)
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Figura 14 - Fotomicrografias das particulas com o farmaco obtida por sorcéo
durante 1 hora obtidas por MEV (aumento 10.000 X)

As fotomicrografias revelaram a formacdo de um sistema de particulas
aproximadamente esféricas, interligadas ou aderidas entre si, de tamanho de ordem
de grandeza nanométrica para as particulas obtidas por coacervacgao /precipitacéo e
micrométrica para as particulas obtidas por spray drying. Além das caracteristicas da
quitosana, o tamanho das particulas é definido pela técnica de obtencédo, uma vez
gue o método de spray drying resulta em particulas com tamanho variando entre 2 —
10 um (RE, 1998).

De acordo com Chasteigner e colaboradores (1995) durante o estagio de
congelamento, na etapa de liofilizacdo, as tensGes provocadas pela cristalizacao da
agua poderiam "quebrar" as particulas ou agrega-las. Tem sido relatado que a
presenca de um crioprotetor € fundamental para o processo de liofilizacdo sendo
gue os crioprotetores mais comuns sdo os carboidratos (glicose, sacarose, manitol,
frutose), considerados também os mais efetivos na manutencdo das caracteristicas
iniciais de tamanho das particulas (NAGPAL, SINGH, MISHRA, 2010). Isso
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explicaria 0 aspecto observado nas amostras obtidas por coacervacao/precipitacao,
onde a secagem foi realizada por liofilizac&o.

Alguns autores relatam que o formato esférico da particula de quitosana seja
influenciado também pelo valor de seu grau de desacetilacdo, ou seja, quanto maior
o GD mais facil a obtencéo de esferas (DASH et al., 2011; VILLA NOVA; OREFICE;
CUNHA, 2010). Por outro lado, Berthold e colaboradores (1996) afirmam, apds
estudos com quitosana de diferentes massas molares, que este parametro ndo
influencia o formato das microparticulas nem o formato interfere na liberagdo do
farmaco.

A partir das fotomicrografias, foi obtida a distribuicdo granulométrica das
particulas. Os resultados da frequéncia de distribuicdo de particulas sdo mostrados
nas Figuras 15-18. O didametro médio foi de 106, 561 e 139 nm para as particulas
sem o farmaco obtidas por coacervacaol/precipitacdo, particulas com o farmaco
obtidas em etapa Unica na raz@o 1:1 amoxicilina : polimero e por sor¢do durante 1
hora, respectivamente, e de 3,7 um para as particulas obtidas por spray drying.
Pode-se verificar que a distribuicdo do tamanho de particulas foi monomodal para

todas as amostras.
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Figura 15 - Distribuicdo granulométrica para particulas sem o farmaco (obtida por

coacervagao/precipitacao)
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Figura 16 - Distribuicdo granulométrica para particulas sem o farmaco (obtida por

spray-drying)
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Figura 17 - Distribuicdo granulométrica para particulas com o farmaco obtidas em

etapa Unica (coacervacgao / precipitacdo) na razdo 1:1 amoxicilina : quitosana
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Figura 18 - Distribuicdo granulométrica para particulas com o farmaco obtidas por

sorcao durante 1 hora

Esse tamanho é condizente com o valor do grau de desacetilacdo do polimero
(= 64%), visto que este tem influéncia diretamente no tamanho das particulas a
serem obtidas, ou seja, quanto menor o grau de desacetilacdo, menor o tamanho de
particulas obtidas (SANTOS et al., 2003).

Bardonnet e colaboradores (2008) relatam que o tamanho nanométrico
desempenha um papel central na difusdo das nanoparticulas em alcancar o H. pylori
na mucosa gastrica visto que intensificam a penetracdo na mucosa epitelial.

Em virtude da morfologia apresentada pelo sistema obtido por sorcdo, a
caracterizacdo posterior foi realizada apenas para as nhanoparticulas obtidas em

etapa Unica.
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5.5.2 Determinagao do potencial zeta

O potencial zeta reflete o potencial de superficie das particulas, o qual é
influenciado pelas mudancas na interface com o meio dispersante, em razdo da
dissociacdo de grupos funcionais na superficie da particula ou da adsorcdo de
espécies idnicas presentes no meio aquoso de dispersao (WANG et al., 2000). Os
valores meédios de potencial zeta das nanoparticulas obtidas por
coacervacgao/precipitacdo sem o farmaco e com o farmaco incorporado na razéo 1:1
em etapa Unica foram + 17 e + 20 mV, respectivamente.

Embora os ions sulfato tenham sido usados como precipitante/reticulante, as
nanoparticulas apresentaram carga positiva. Isto indica que apenas uma parte dos
grupos amina foram neutralizados durante a formacéo das nanoparticulas, sendo os
grupos amino residuais os responsaveis pelo potencial zeta positivo. Além disso,
esses grupos estariam livremente acessiveis para a interacdo com os farmacos e
com os residuos de acido sialico carregados negativamente da mucina no
estbmago, através de interacdes eletrostaticas, favorecendo a mucoadesividade e
prolongando assim, o tempo de residéncia da amoxicilina nos sitios de acao
(BERTHOLD et al., 1996).

Também se observa que ndo houve alteracdo significativa nos valores do
potencial zeta quando se comparam as nanoparticulas com e sem o farmaco, o que
mostra que a amoxicilina ficou mais no interior das particulas ou estd em quantidade

baixa.

5.5.3 Difracado de raios-X (DRX)

Substancias no estado solido podem apresentar caracteristicas cristalinas ou
amorfas e, em alguns casos ambos. A analise por difratometria de raios-X fornece

informacdes importantes quanto a cristalinidade do material em estudo e,
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consequentemente possiveis alteracfes do estado cristalino, quando submetidos a
processos de encapsulacao (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1991).

A Figura 19 sumariza os resultados obtidos por difracdo de raios-X para as
nanoparticulas obtidas por coacervacao/precipitacdo sem o farmaco, carreadas com
amoxicilina (razdo massica AMX : QS, 1:1 e 2:1) além de amoxicilina matéria-prima.
A amoxicilina possui caracteristicas cristalinas, evidenciadas no difratograma sob a
forma de picos, dos quais apresentam maior intensidade relativa os que aparecem
em 26 = 12°, 15°, 18°, 19°, 23°, 25° e 28° (CASTILLO-ORTEGA et al., 2011). Por
outro lado, a quitosana apresenta um difratograma sem picos, indicando um
comportamento amorfo (SANTOS, et al., 2003), dados ndo mostrados.

Comparando-se as particulas sem o farmaco as carreadas com amoxicilina
(razdo massica AMX : QS, 1:1 e 2:1), observam-se perfis de difracdo semelhantes,
denotando que amoxicilina apresentou um comportamento disperso no material
polimérico, com reducdo expressiva de sua cristalinidade. Os resultados sugerem
que o processo de encapsulacdo promoveu uma diminuicdo notavel dos picos
caracteristicos da amoxicilina, levando a uma dispersdo molecular do farmaco na

particula.
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Figura 19 -: Difratogramas das nanoparticulas sem o farmaco (NP sem AMX),
nanoparticulas com amoxicilina na razdo massica farmaco : polimero 1:1 (NP 1:1) e

2:1 (NP 2:1) e amoxicilina matéria-prima (AMX).

5.5.4 Espectroscopia de absorcdo no infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

A Figura 20 apresenta os espectros de transmitancia de infravermelho da
quitosana, nanoparticulas sem o farmaco, nanoparticulas com amoxicilina na
proporcdo 1:1 e 2:1 em relacdo ao polimero, amoxicilina e quitosana matérias-

primas bem como sulfato de sodio.
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Figura 20 - Espectros de infravermelho da amoxicilina (1), quitosana (2), sulfato de
sédio (3), nanoparticulas sem o farmaco (4), nanoparticulas com amoxicilina na
razdo massica farmaco : polimero 1:1 (5) nanoparticulas com amoxicilina na razao

massica farmaco : polimero 2:1 (6).

No espectro da amoxicilina (matéria-prima) é possivel identificar eventos
caracteristicos do farmaco como a banda em 1770 cm™ atribuida & vibracéo do anel
B-lactamico, a deformac&o do grupamento amida (NH) vista em 1517 cm™ e a banda
em 1390 cm™correspondente & vibracdo simétrica do COO", além de bandas mais
sutis observadas por volta de 750 e 1200 cm™, regides de vibracées caracteristicas
da amoxicilina (ANGADI et al., 2012; BOUTELLIEZ et al., 2011).

O sulfato de sédio apresenta banda na regido de 1150 cm™ caracteristica do
grupo sulfato (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1991).

Para a quitosana, observam-se bandas de absorcédo em 1080 cm™ referentes
a absorcdo das aminas priméarias e secundarias, respectivamente (SANTOS et al.,
2003).
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Na analise banda a banda do espectro do sistema particulado contendo o
farmaco (1:1) ndo € possivel identificar picos caracteristicos da amoxicilina,
provavelmente devido a baixa concentracdo nas particulas e a alta concentracdo do
sulfato de sédio associado a intensidade do seu comportamento espectral, levam a
sobreposicdo dos picos caracteristicos do farmaco. A banda em 1150 cm™ é
referente a porcao do grupamento sulfato evidenciando a formacéao das particulas.

A partir dos espectros para o sistema particulado contendo o farmaco na
proporcdo 2:1 em relagdo ao polimero, bandas de absorcdo caracteristicas da
amoxicilina (descritas anteriormente) foram observadas, confirmando a incorporacao
do farmaco a particula em quantidade suficiente para a identificacdo por esta

técnica.

5.5.5 Anélise termogravimétrica

A Figura 21 mostra as andlises termogravimétricas das matérias-primas
amoxicilina e quitosana e das nanoparticulas com amoxicilina na proporcéo 1:1 e 2:1

em relacdo ao polimero.
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Figura 21 - Curvas TG da amoxicilina (1), quitosana (2), nanoparticulas com
amoxicilina na razdo massica farmaco : polimero 2:1 (3) e nanoparticulas com

amoxicilina na razdo massica farmaco : polimero 1:1 (4).

A curva TG da AMX (Figura 21-1) revela a presenca de trés etapas de perda
de massa, sendo que a primeira ocorreu entre 64 e 92°C, com diminui¢céo de 12,5%
e esta relacionada a perda de 4gua. A segunda etapa ocorreu entre 172 e 222°C,
com perda de massa de 13,8% e a terceira, entre 222 e 300°C com perda de massa
de 25,3%, sugerindo que o farmaco se decompde em duas etapas.

A curva TG da quitosana (Figura 21-2) revela duas etapas de perda de
massa, a primeira ocorre até 137°C, correspondente a 7%, a qual esta relacionada a
perda de agua e a segunda, referente a perda de massa do polimero de 27%, entre
260 e 300°C.

A curva TG da nanoparticula com o farmaco na proporcéo 2:1 (Figura 21-3)

mostrou trés etapas de perda de massa: a primeira, relativa a desidratacdo da
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amostra na faixa de temperatura entre 37 e 63°C, com perda de massa de 9%; a
segunda, entre 185 e 244°C e perda de massa de 14%, e a terceira, entre 244 e
300°C com perda de massa de 17,3%, correspondendo provavelmente a degradacéo
do farmaco e da quitosana.

O mesmo perfil ocorreu para a curva TG da nanoparticula com o farmaco na
proporcao 1:1 (Figura 21-4), com a primeira etapa na faixa de temperatura de 25 a
105°C e perda de massa de 18,5% a segunda etapa entre 194 e 264°C com perda
de massa de 18% e a terceira, entre 264 e 300°C com perda de massa de 13%.

De acordo com os resultados observados para a segunda etapa de perda de
massa das nanoparticulas e da amoxicilina matéria-prima, é possivel inferir que a
incorporacdo do farmaco em particulas de quitosana proporciona maior estabilidade
térmica a amoxicilina, uma vez que a faixa de temperatura em que ocorre a perda de
massa nas nanoparticulas € superior ao que o verificado para a matéria-prima. Assim,
0 sistema que apresentou maior estabilidade térmica foram as nanoparticulas obtidas
na proporcdo 1:1, com inicio de degradacdo da amoxicilina em temperatura 22°C

superior a observada para o farmaco (194 e 172°C respectivamente).

5.5.6 Anélise Calorimétrica Exploratéria Diferencial (DSC)

As curvas de DSC da amoxicilina e quitosana matérias-primas, nanoparticulas

sem e com o farmaco (1:1 e 2:1) encontram-se na Figura 22.
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Figura 22 - Curvas de DSC da amoxicilina (1), quitosana (2), nanoparticulas sem o farmaco
(3), nanoparticulas com o farmaco na proporgéo 1:1 (4), e 2:1 (5) em relagcdo ao polimero

A curva DSC da amoxicilina matéria-prima (Fig. 22 — 1) mostra a presenca de
trés eventos calorimétricos caracteristicos do seu comportamento térmico. O
primeiro evento endotérmico esta relacionado a desidratagédo entre 59 e 128°C, com
Tpico=85°C e AH =35 J.g*. O segundo evento, também endotérmico, correspondente
a fusdo da amoxicilina, ocorre entre 83 e 141°C, com Tpieo = 125°C e AH = 436 J.g™~
Os demais eventos sdo exotérmicos e sdo observados acima de 171°C relacionados
a decomposicdo do farmaco, corroborando com os dados termogravimétricos. A
literatura aponta varios pontos de fusdo para a amoxicilina: 109°C (NARKAR, SHER,
PAWAR, 2010), 124°C (SINHG et al., 2010), 136°C (SONGSURA et al., 2011) e
152°C (HEMANT, SINGH, SHIVAKUMAR). O pico observado na Figura 22 esta em

acordo com o observado por SINHG e colaboradores (2010).
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Na curva de DSC da quitosana (Fig. 22 — 2) sado observados dois picos. O
primeiro, endotérmico (entre 32 e 86°C, Tpe = 73°C com AH = 255 J.gh,
corresponde ao processo de desidratacdo, cuja area segundo Santos e
colaboradores (2003), dependera do histérico de secagem da amostra. O segundo
evento, exotérmico (entre 255 e 326°C, Tpico = 289°C com AH = - 221 J.gh), esta
relacionado ao processo de decomposicdo do polimero, evidenciado também pela
perda de massa na curva de TG que ocorre nessa faixa de temperatura.

A curva DSC das nanoparticulas sem o farmaco (Fig. 22 — 3) mostrou trés
eventos calorimeétricos, sendo o primeiro endotérmico, entre 68 e 102°C (Tpico = 81°C
com AH = 612 J.g%) relativo & perda de &gua remanescente do processo de
obtencdo das particulas. O segundo evento endotérmico foi observado entre 207 e
235°C, com Tpeo = 225°C e AH = 44 J.g'l e € caracteristico apenas das
nanoparticulas, podendo estar relacionado a alguma transicdo na estrutura
polimérica reticulada pelo sulfato de sodio. O terceiro pico, exotérmico, entre 223 e
268°C (Tpico = 250°C e AH = - 37 J.gh), refere-se ao evento de degradacdo da
quitosana. Observa-se que a degradacédo do polimero no sistema particulado inicia a
uma temperatura inferior a quitosana matéria-prima, conforme comparacdo com a
curva 2 da Figura 22 e a curva TG da Figura 21.

A curva DSC das nanoparticulas com o farmaco na proporcédo 1:1 (Fig. 22 —
4) mostra a presenca de quatro eventos calorimétricos. O primeiro evento
endotérmico relaciona-se a desidratagdo entre 25 e 74°C com Tpico = 52°C e AH= 65
J.g*. O segundo evento ocorreu na faixa de 84 - 122°C com Tpico = 101°C e AH = 30
J. g*. O terceiro evento indica um processo endotérmico que ocorreu entre 218 e
241°C (com Tyico = 230°C e AH = 37 J.gh), apresentado também pelos demais
sistemas nanoparticulados, enquanto que o quarto processo observado € um
fendmeno exotérmico entre 244 e 270°C (Tyico = 257°C € AH = - 21 J.g™), referente ao
evento de degradacdo dos componentes do sistema (polimero e farmaco).

A curva DSC das nanoparticulas com o farmaco na proporcéo 2:1 (Fig. 22 — 5)
apresentou quatro eventos calorimétricos. O primeiro evento endotérmico relaciona-
se a desidratagcdo entre 28 e 124°C com Tpico = 77°C € AH= 268 J.g'l. O segundo
evento, exotérmico ocorreu na faixa de 167 - 193°C com Tyico = 187°C e AH = - 13 J.
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g', compativel com a primeira etapa de degradacdo observada na curva TG da
amoxicilina. O terceiro evento estd relacionado ao processo endotérmico
caracteristico do sistema nanoparticulado, que ocorreu entre 223 e 254°C (com Tpico =
237°C e AH = 90 J.g") enquanto que o quarto processo é exotérmico, entre 268 e
304°C (Tpico = 280°C e AH = - 14 J.gh) referente ao evento de degradacdo dos
componentes do sistema.

De um modo geral, a incorporagdo da amoxicilina nos sistemas
nanoparticulados a base de quitosana conferiu maior estabilidade térmica ao farmaco,
uma vez que o inicio da degradacéao foi retardado nas particulas quando comparado a
matéria-prima. Além disso, foi verificada a ocorréncia de um evento endotérmico
caracteristico apenas das nanoparticulas, o que poderia ser utilizado em estudos

futuros como uma comprovacgéao da formacéo desses sistemas.

5.6 Estudos de liberagéo in vitro

O estudo do perfil de liberacdo traz informagcdes fundamentais a respeito da
estrutura, por exemplo, a presenca de poros, e do comportamento molecular da
formulacdo, com possiveis interacfes entre o farmaco e o polimero, e sua influéncia
na velocidade e no mecanismo de liberagdo do farmaco (GIL; ORLANDO; MATIAS,
2001; SIEPMAN, PEPPAS, 2001).

A Figura 23 apresenta o perfil de liberacdo em pH 1,2 da amoxicilina a partir

das nanoparticulas durante 2 horas em comparacdo com a matéria-prima.
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Figura 23 - Perfil de liberagéo in vitro da amoxicilina em pH 1,2 a partir das nanoparticulas

obtidas com razao 2:1 e 1:1 farmaco: polimero e da amoxicilina matéria-prima

Nessa condicdo com pH semelhante ao ambiente gastrico, cerca de 95% da
amoxicilina ndo encapsulada foi liberada nos primeiros 5 minutos de estudo,
enquanto que a liberacdo maxima da amoxicilina dos sistemas nanoparticulados foi
de aproximadamente 30% para o sistema na proporcéo 1:1 e em torno de 70% para
o0 sistema na razéo 2:1, em 15 minutos.

Analisando os perfis de liberacéo obtidos nos primeiros 30 minutos, verificou-
se que a taxa de liberacdo foi mais lenta para a formulagcdo com menor quantidade
do farmaco (particulas na propor¢éo 1:1 farmaco : polimero), aumentando quando a
razdo de amoxicilina era maior. A amoxicilina matéria-prima teve liberacao imediata.

Embora as velocidades tenham sido distintas, a amoxicilina encapsulada nas
particulas apresentou o mesmo perfil de liberacdo, com uma fase inicial mais rapida
(efeito burst), a qual pode ser atribuida a dissolugdo da amoxicilina na superficie da
particula e migracdo do farmaco para o fluido externo por difusdo pela matriz

polimérica. Além disso, o tamanho nanométrico do sistema também pode ter
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contribuido, visto que sistemas com tamanhos de particulas menores exibem uma
liberacdo mais rapida.

Entretanto, ap0s essa primeira fase do ensaio, ndo houve liberacdo do
restante da amoxicilina nas particulas nas 2 horas de duragdo do experimento. Ao
longo do tempo, a liberagcdo do farmaco é devida ao processo de difusdo ou
intumescimento da malha polimérica que aprisiona as moléculas menores (PEPPAS,
2003). Desta forma, o sulfato de sédio teria sido capaz de formar multiplas ligacdes
cruzadas nas cadeias de quitosana proporcionando um sistema de rede mais
estavel, aprisionando a amoxicilina no interior das particulas. E sabido que o grau de
reticulacdo influencia fortemente a velocidade de liberacdo do farmaco (BERGER et
al., 2004). Nesse caso, para que mais amoxicilina fosse liberada ao meio, seria
necessaria uma diminui¢cdo do grau de reticulacdo para um maior intumescimento da
matriz e consequentemente uma liberagdo devido a erosdo da particula e maior
facilidade de difusédo do farmaco.

Por outro lado, ndo pode ser descartada a hipétese ja levantada por Hejazi e
Amiji (2002) ao prepararem particulas de quitosana com tetraciclina utilizando a
mesma técnica, de que o farmaco teria sido extraido das particulas durante a
lavagem. Nesse caso, como o0s percentuais da amoxicilina liberada foram calculados
empregando os valores de teor apresentados na Tabela 2, o platd atingido
representaria a quantidade maxima incorporada as particulas, uma vez que as
perdas ndo foram determinadas. Assim, para que a liberacdo da amoxicilina fosse
mais prolongada, seria necessario um aumento do grau de reticulagcdo para um
maior controle da difusdo do farmaco pela matriz polimérica.

Dessa forma, o processo de coacervacao-precipitacdo para encapsulacdo da
amoxicilina em etapa Unica mostrou-se vantajoso pela simplicidade e pela elevada
eficiéncia de encapsulacao obtida. Porém, estudos sdo ainda necessarios para

ajustar a cinética de liberacdo do farmaco de acordo com a aplicacao pretendida.
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6 CONCLUSOES

O objetivo deste trabalho consistiu ha obtencéo e caracterizacao de particulas
de quitosana — amoxicilina com o propdsito de possivel utilizagcdo como sistema de
liberacdo controlada no tratamento do H. pylori. Diante dos resultados obtidos,

concluimos que:

- Foi possivel a obtencédo do sistema particulado quitosana — amoxicilina pela
técnica de coacervacao/precipitacdo utilizando o sulfato de so6dio como agente
precipitante e reticulante, com eficiéncia de encapsulacdo superior a 80%. Desta
forma, o método mostrou-se eficaz no encapsulamento da amoxicilina. Além disso, a
amoxicilina manteve-se quimicamente estavel na solucdo &cida de quitosana além

do tempo necessario para a obtencao das particulas.

- A caracterizacdo por MEV revelou a formacdo de particulas
aproximadamente esféricas, interligadas ou aderidas entre si, de tamanho de ordem
de grandeza nanométrica para as particulas obtidas por coacervacao /precipitacédo e
micrométrica para as particulas obtidas por spray drying. O tamanho nanométrico &
de maior interesse pois € atribuida maior penetracdo do farmaco na mucosa

géstrica, colonizada pelo H. pylori.

- Adequacbes do método de secagem, com a utilizacdo de crioprotetores
devem ser realizadas objetivando uma completa separacdo das particulas nos

sistemas liofilizados.

- Os resultados de DRX denotam que amoxicilina apresentou um
comportamento disperso no material polimérico, com reducdo expressiva de sua
cristalinidade. A diminuicdo notavel dos picos caracteristicos da amoxicilina sugere
gue o processo de encapsulacado promoveu uma dispersao molecular do farmaco na

particula.
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- Através dos espectros de FTIR, os picos caracteristicos da amoxicilina ndo
foram evidenciados para as nanoparticulas contendo o farmaco na proporcdo 1:1 em
relacdo a quitosana, enquanto que nas particulas obtidas com a proporcdo 2:1
farmaco : polimero, as bandas de absorcdo caracteristicas da amoxicilina foram

identificadas, confirmando a incorporacao do farmaco a particula.

- A caracterizacdo das nanoparticulas por analise térmica indicou que a
incorporacdo da amoxicilina nas nanoparticulas de quitosana proporciona maior
estabilidade térmica ao farmaco, com perda de massa das particulas observada nos
estudos de TG ocorrendo em faixa de temperatura superior e evento exotérmico nas
curvas DSC relacionado a degradacao iniciando em temperatura maior a verificada
para a matéria-prima. Além disso, foi verificada a ocorréncia de um evento
endotérmico caracteristico apenas das nanoparticulas, com ocorréncia na faixa de

220-250°C, comprova a formacéo desses sistemas.

- Em comparacdo a amoxicilina ndo encapsulada, que teve liberacao
imediata, o farmaco foi liberado mais lentamente dos sistemas particulados. As
nanoparticulas apresentaram perfil de liberacdo com etapa inicial mais rapida (efeito
burst) atingindo liberagdo méxima da amoxicilina em 30 minutos de apenas 35%
para o sistema na proporcao 1:1 farmaco : polimero e em torno de 80% para o

sistema na razdo 2:1, com nenhuma liberacao posterior a esse periodo.

- Dessa forma, apesar de simples e de proporcionar elevada eficiéncia de
encapsulacdo da amoxicilina, o processo de coacervacao-precipitacdo em etapa
Unica utilizando o sulfato de sddio como precipitante/reticulante deve ser otimizado
com vistas ao ajuste da cinética de liberacdo do farmaco de acordo com a aplicacéo

pretendida.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Diante dos objetivos alcancados na presente tese, tem-se como perspectivas:

- Adequacdes no processo de obtencdo e método de secagem, para que sejam

obtidas particulas esféricas mais definidas, sem aglomeracéo;

- Otimizacdo do grau de reticulacdo das particulas de modo a obter uma liberacao

prolongada do farmaco em meio acido;

- Avaliacdo in vitro da mucoadesividade das particulas;

- Desenvolvimento de processo de encapsulacdo simultdneo de dois farmacos

utilizados no tratamento do H. pylori (amoxicilina e claritromicina).
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