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SOUZA, Aline de. Desenvolvimento de sistemas microencapsulados
multicamadas para veiculagdo da Hesperidina metil chalcona utilizando
biopolimeros. 2018. 74 f. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, Parana.

RESUMO

Nas ultimas décadas tem aumentado o desenvolvimento de pesquisa associada a
modificacdo da liberacdo de farmacos, possibilitando melhor aproveitamento do
farmaco pelo organismo, menor custo e efeitos adversos. Os sistemas de liberagédo
sitio especifico, proporcionam que o farmaco encapsulado alcance o local de acao,
podendo ocorrer pela lenta liberacdo do farmaco, por alteracdo de pH ou por ataque
enzimatico. Sao utilizados métodos fisicos, quimicos e fisico-quimicos no
desenvolvimento de sistemas de liberacdo microparticulados. No pressente trabalho
foram desenvolvidas microcapsulas multicamadas (MCM) pelo método de
coacervacao complexa, utilizando o conjugado polimérico de caseina e pectina, uma
proteina e um polissacarideo, respectivamente, para o revestimento da hesperidina
metil chalcona (HMC), flavondéide com propriedades antioxidantes e anti-
inflamatorias. As MCM foram preparadas pela deposicéo alternada dos biopolimeros
sobre o conjugado polimérico alcancando 5 (cinco) camadas sobrepostas, e foram
secas em spray dryer. Avaliou-se a quantificacdo de HMC encapsulada e a
eficiéncia de encapsulacéo (EE), e os resultados mostram a presenca de 93,87% de
HMC na formulacdo, sendo 84,63% microencapsulada. Os resultados do teste de
liberacdo in vitro, mostraram liberacdo de 33,79% de HMC microencapsulada; a
analise de tamanho de particula demonstrou pequena alteracdo do tamanho das
particulas com aumento do nimero de camadas; os resultados do potencial zeta
indicaram maior estabilidade das particulas em solugdo com aumento do niumero de
camadas; por microscopia eletrdnica de varredura (MEV) observou-se MCM
contendo HMC com formato esférico, superficie lisa e coalescidas; a espectroscopia
do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) demonstrou os espectros das
MCM inerte, da HMC e HMC microencapsulada e pode-se observar que o espectro
da MCM inerte se assemelha ao da MCM contendo HMC; a calorimetria exploratoria
diferencial (DSC) demonstrou que na MCM contendo HMC né&o foram observados os
picos caracteristicos da HMC. Os resultados obtidos pelos métodos de FTIR e DSC
mostraram que o farmaco foi revestido pelos polimeros e ndo se encontra presente
em suas camadas mais externas, favorecendo a liberacdo lenta do farmaco,
podendo ser um produto promissor para liberacéo sitio especifico na regiao colonica.

Palavras-chave: Microcapsula. Multicamadas. Pectina. Caseina. Coacervacao.



SOUZA, Aline. Development of multilayer microencapsulated systems for the
delivery of Hesperidin methyl chalcone using biopolymers. 2018. 74 p.
Dissertation (Master's Degree in Chemistry) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, Parana.

ABSTRACT

In the last decades the development of research associated with the modification of
drug release, making better use of the drug by the body, lower cost and adverse
effects has increased. Release specific site release systems, provide that the drug
encapsulated reaches the site of action, and may occur by slow release of the drug,
by changing pH or by enzymatic attack. Physical, chemical and physical-chemical
methods are used on the systems of microparticulate release development. On the
present work were developed multilayer microcapsules (MCM) by the complex
coacervation method, using the polymer conjugate of casein and pectin, a protein
and a polysaccharide to hesperidin methyl chalcone (HMC), flavonoid  with
antioxidant and anti-inflammatory properties. The MCM were prepared by alternative
deposition of biopolymers on conjugate polymer reaching 5 (five) overlapping layers,
and were dried on spray dryer. The quantification of encapsulated HMC and the
efficiency of encapsulation (EE), were evaluated and the results show the presence
of 93.87 percent of HCM in formulation, being 84.63 percent of microencapsulate.
The results of the in vitro release test, show release of 35.81 percent of HMC
microencapsulate; the particle size analysis showed a little change in size of particles
with increase of layers number; the results of zeta potential indicated greater stability
of particles in solution with increase in the numbers of layers; by the scanning
electron microscopy (SEM) was observed MCM with spherical, smooth surface and
coalesces; spectroscopy by Fourier transform infrared (FTIR), demonstrated the
spectra of MCM inert, the HMC and HMC microencapsulate can be observed that the
specter of MCM inert resembles that of MCM containing HMC; the differential
scanning calorimetric (DSC) showed that in the MCM containing HMC peaks were
not observed characteristic of HMC. The results obtained by FTIR and DSC methods
showed that the drug was covered by polymers and is not present on its outer layers,
favoring the slow release of the drug, and may be a promising product for specific
site release in colonic region.

Keywords: Microcapsule. Multi-layered. Pectin. Casein. Coacervation.
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1 INTRODUCAO

As formas farmacéuticas liquida, solida ou semissoélida, administradas por
via oral sdo as mais utilizadas e melhor aceitas pelos pacientes (BARACAT, 2004;
PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007). Nas dultimas décadas tem aumentado o
desenvolvimento de pesquisa associada a modificacdo da liberacdo de farmacos,
para possibilitar melhor aproveitamento do farmaco pelo organismo (LOPES; LOBO;
COSTA, 2005).

As modificacdes sdo realizadas alterando propriedades fisico e/ou quimicas
do farmaco e/ou da forma farmacéutica, como comprimidos revestidos com filmes,
lipossomas, micelas, emulsfes, sistemas poliméricos e micro/nanoencapsulacao
(CAMILO, 2007; LYRA, et al, 2007).

Sdo utilizados meétodos fisicos, quimicos e fisico-quimico no
desenvolvimento de sistemas microparticulados, como spray drying, leito jorro, spray
cooling; inclusdo molecular, polimerizacdo interfacial e coacervacdo (BIZERRA,
SILVA, 2016; MATTE; ROSA, 2013).

A coacervacao é a separacao de duas fases liquidas em sistemas coloidais
(LEIMANN, 2008; GOUIN, 2004). Pode ocorrer de forma simples; apenas uma
substancia como agente encapsulante; ou complexa onde sdo utilizados dois
polimeros de cargas opostas (CALEFFI, 2014; CAMILO, 2017; PRATA, 2006;
REYNA, et al. 2015).

A encapsulacdo baseia-se na preparacdo de uma dispersao entre o
composto a ser encapsulado, o nacleo, e o0 material encapsulante, seguido por uma
secagem do solvente (CALEFFI, 2014). E utilizada para alterar propriedades de
coloides e de superficie; proteger os agentes quimicamente ativos mais instaveis ou
irritantes, impedir sua degradacdo e perda de atividade por agentes ambientais
externos, melhorar estabilidade de farmacos; modular as caracteristicas e taxas de
liberacdo e/ou proporcionar liberacdo sitio especifica (DONBROW, 1992; JURAN, et
al, 2018; PRATA, 2006).

Os sistemas de liberacéo sitio especificas, podem fazer com que haja uma
liberacdo lenta do farmaco encapsulado, possibilitando que alcance o local
especifico de atuagdo e a liberacdo podendo ser ocasionada pela alteracdo de pH

ou por atague enzimatico.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861717313024#!
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Para que ocorra a liberacdo das substancias ativas, estdo envolvidos
processos fisicos e quimicos, como a difusdo, erosdo, degradac¢do do polimero ou
por uma combinagdo dos dois (LYRA, et al, 2007; OLIVEIRA, et al, 1992; LOPES;
LOBO; COSTA, 2005).

As microcapsulas obtidas por coacervacdo complexa sdo formadas por
interacdes eletroestéticas, ligacbes de hidrogénio, ligacbes covalentes, associacao
dipolo-dipolo e interacdes hidrofébicas entre os polimeros e por serem insolUveis em
agua precipitam (BARACAT,et al, 2012; BOBBIO, 2003; LUO e WANG, 2014;
MULLER, 2011; SILVA, et al, 2015).

A formacdo de microcapsulas multicamadas (MCM), pode ser obtida por
multiplas etapas de coacervacdo complexa, e deposicdo consecutiva de polimeros
carregados positivamente e negativamente (GOUGIN, 2004; JOHNSTON, 2006).

E obtido um maior controle sobre as propriedades das MCM por meio da
composicdo e concentracdo dos polimeros utilizados, pelo nUmero de camadas e pH
do meio reacional (SATO, et al. 2011; ZHANG, et al. 2013).

As MCM de biopolimeros, como a caseina e a pectina, possuem boa
biocompatibilidade e biodegradabilidade (SATO, et al. 2011; ZHANG, et al. 2013). A
caseina € uma classe de proteina proveniente do leite, formada por grupos de
micelas, possui carater anfipatico, apresentando carga negativa acima do ponto
isoelétrico, e carga positiva abaixo (BADUI, 1989; BARACAT, 2004; CAMILO, 2007,
MITTAL, 2018). A pectina é um conjunto de polissacarideos e oligossacarideos que
apresentam uma estrutura complexa macromolecular, pode-se encontrar até 17
tipos distintos de monossacarideos (CANTERI, et al. 2012; WILLATS; KNOX;
MIKKELSEN, 2006; RALET; LEROUGE; QUEMENER, 2009).

A Hesperidina metil chalcona (HMC), classificada como flavondide, extraida
em maior escala de frutas citricas, esta presente no mesocarpo, e epicarpo em
menor escala, tem demonstrado acdo antioxidante, anti-inflamatoria e antibiotica
(CYPRIANO, 2015; MARTINEZ, 2015; PINHO-RIBEIRO, et al. 2015).

O desenvolvimento de um sistema microencapsulado multicamadas a partir
do conjugado polimérico pectina/caseina para a veiculacdo da HMC podera permitir
modular a liberacdo e/ou absor¢éo, otimizando seu uso na terapéutica (LUO; PAN;
ZHONG, 2015).

Nosso grupo de pesquisa tem estudado novos produtos microencapsulados,

a partir do conjugado polimérico de pectina/caseina, que € biodegradavel e possui
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caracteristica de formacdo de sistemas organizados, tendo como vantagens a
realizacdo de todos os procedimentos em meio aquoso, em condi¢cdes brandas e
isentas de residuos poluentes, possibilitando sua utilizagcdo na area farmacéutica e
alimenticia (BARACAT; NAKAGAWA, 2012; GUAZELLI; FATTORI, 2013).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Sistemas de liberacao

Os medicamentos contém uma, ou mais substancias ativas que sé&o
administradas aos pacientes por meio de uma das vias possiveis e mais apropriadas
e sao utilizados com finalidade profilatica, terapéutica ou diagndstica. Sao veiculados
a uma forma farmacéutica (FF) liquida, sdlida ou semissolida. As formas
farmacéuticas de administracdo por via oral sdo as mais utilizadas, por serem
indolores, possuirem maior facilidade de autoadministragédo, serem versateis e terem
uma boa aceitacdo por parte dos pacientes (BARACAT, 2004; PEZZINI; SILVA,
FERRAZ, 2007).

Nas ultimas décadas o desenvolvimento de pesquisa associada a
modificacdo da liberacdo de farmacos, ou outras substancias bioativas, que
proporcione cinética de liberacdo do farmaco de acordo as necessidades clinicas
tem aumentado, a partir do preparo de formas farmacéuticas de liberacéo
modificada (FFLM) ou formas farmacéuticas de liberacdo controlada (FFLC)
(LOPES; LOBO; COSTA, 2005).

As FFLC s&o sistemas desenvolvidos para possibilitar melhor
aproveitamento do farmaco pelo organismo, por ser liberacdo prolongada, requerem
administracdes do medicamento com menor frequéncia quando comparado as
formas convencionais, onde a concentracdo do farmaco apresenta um aumento na
corrente sanguinea, atinge um pico méaximo e declina (Figura 1).

As FFLM promovem a otimizacdo da distribuicdo do farmaco pelo
organismo, evitam flutuacbes na sua concentracdo, e levam a uma melhoria na
biodisponibilidade. Para o desenvolvimento destes sistemas estdo incluidas as
modificacdes das propriedades fisico e/ou quimicas do farmaco, e mudancas na
forma farmacéutica, como comprimidos revestidos com filmes, lipossomas, micelas,
emulsdes, sistemas poliméricos e microencapsulacdo. Tais sistemas sao capazes de
influenciar o perfil farmacocinético, a velocidade de liberagéo, o local e a duracéo da
acdo do farmaco, tendo menores efeitos adversos, por manter a concentracao
plasmatica do farmaco prolongada ou direcionada (CAMILO, 2007; LYRA, et al,
2007).
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Figura 1. Comparacdo ilustrativa das variagdes de concentracdo de farmacos
administrados por métodos convencionais de multidosagem. (a) e sistema de

liberacdo controlada (b), sendo A a dose administrada do farmaco.

Nivel toxico

Nivel Plasmatico

Nivel sub-terapéutico

v

} 4+ 4 4+ Tempo(dia)

A1 A2 A3 A4
Fonte: LYRA, et al, 2007.

Os sistemas de liberacdo sao subdivididos em: sistemas de liberagéo
repetida; retardada; prolongada; controlada e sitio especifica. O sistema de liberacao
repetida é aquele que utiliza farmacos com dosagens repetidas e intermitentes de
uma ou mais unidades de liberacdo imediata. Sistema de liberacéo retardada ocorre
em um tempo pré-determinado como, por exemplo, uma dose Unica de comprimido
com revestimento entérico, onde o revestimento de barreira alcanca uma liberagcéo
temporizada; liberagdo prolongada, tida como liberacdo lenta do farmaco, durante
um longo periodo de tempo. Esta diferencia da liberacdo controlada por nao
alcancar a cinética de ordem zero (ARSH (ARSHADY, 1990). Os sistemas de
liberacdo sitio especifica, ou liberacdo direcionada, fazem com que haja uma
liberacdo do farmaco lenta com o passar do tempo, ou com a ocorréncia de um
evento, como exemplos: a alteracdo de pH ou um ataque enzimatico (CALEFFI,
2014).
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2.2 Microcapsula

A microencapsulacdo € uma tecnologia de revestimento de particulas muito
pequenas, solidas, liquidas ou gasosas, através deste processo € possivel converter
liguidos em sdlidos; mascarar odor e sabor; alterar propriedades de coldides e de
superficie; proteger os agentes quimicamente ativos mais instaveis ou irritantes,
impedir sua degradacao e perda de atividade por agentes ambientais externos como
umidade, ar ou luz ultravioleta e do trato gastrointestinal; melhorar estabilidade de
farmacos; modular as caracteristicas e taxas de liberacdo e proporcionar liberacédo
sitio especifica (DONBROW, 1992; JURAN, et al, 2018; PRATA, 2006). Este sistema
tem sido amplamente utilizado em muitas areas, como: grafica, alimenticia, agricola
e muitos produtos técnicos e domésticos, e principalmente na area farmacéutica e
médica (BAKAN, 2001; LEOPOLD, 1999; REYNA, et al. 2015).

O conceito das microcapsulas tem seu fundamento e foi inspirado no modelo
celular, onde as células apresentam uma membrana que envolve o citoplasma, o
protegendo, assim como outros componentes. Isto ainda permite o controle de
entrada e saida de substéncias das células, com estimulos especificos (PRATA,
2006). Com base nessa estrutura, as microcapsulas sdo compostas de uma camada
de polimero, que promove o isolamento das substancias ativas evitando sua
exposicao (DONBROW, 1992), e a presenca do polimero influencia o tempo de acao
do farmaco no organismo. A liberacdo da substancia ativa ocorre quando o polimero
se dissolve ou quando esta se dissolve junto ao polimero (BAKAN, 2001).

As substancias ativas podem estar na formulagcdo de microesferas ou
microcapsulas (Figura 2). No sistema aplicado as microcapsulas o farmaco encontra-
se revestido por camada polimérica (Figura 2a, b) enquanto nas microesferas o
farmaco esta disperso em matrizes sélidas (Figura 2c, d), num sistema formado por
cadeias de uma ou mais substancias quimicas polimerizadas, que compdem uma
camada tridimensional, podendo haver ligagcéo covalente, absorcao ou adsorcéo das
substéancias ativas, em sua superficie. Em matrizes hidrofébicas ou lipidicas formam-
se sistemas porosos, dissoluveis ou de disperséo, e para liberacdo das substancias
ativas estdo envolvidos processos fisicos e quimicos, incluindo penetracdo de agua
na matriz, levando a difusdo do farmaco pelos poros da matriz, erosédo, degradacao

do polimero ou por uma combinacdo dos dois processos, dependendo das
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propriedades do farmaco e do excipiente utilizado (Figura 3 e 4) (LYRA, et al, 2007,
OLIVEIRA, et al, 1992; LOPES; LOBO; COSTA, 2005).

Figura 2. Esquema representativo de sistema reservatorio e sistema matricial.

Nanocapsulas Nanoesferas
Parede - — Matriz
polimérica polimérica
Nticleo —
oleoso )
Fémaco” b) ©) 9 armaco

Sistemas tipo Reservatorio Sistema Matricial

Fonte: Adaptado de Schaffazick, 2003.

Figura 3.Etapas de liberacdo dos farmacos em sistemas matriciais inertes ou
hidrofébicos. a) penetracao do liquido de dissolugdo nos poros do sistema
matricial; b) difusdo lenta pelos canaliculos do farmaco dissolvido até o

exterior.
\ I .
G R T
47 —7
DA
— =
JT ‘7' '/1 r\ /T r\ 1& liquido de dissolugao

Fonte: LOPES; LOBO; COSTA, 2005.

Figura 4. llustrac@o do funcionamento da liberagdo de um farmaco encapsulado em
uma microesfera.

A 4
N {
Estagio 1 s /i\ Estagio 2
Material ativo

encapsulado

Liberacdo do Material ativo

aderido a superficie da
microesfera (inicio do Difusdo do Material ativo a
intumescimento da matriz) partir da microesfera

intumescida (relaxacédo das
cadeias do polimero)

Fonte: MATTE e ROSA, 2013.
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Sdo utilizados meétodos fisicos, quimicos e fisico-quimico no
desenvolvimento de sistemas microparticulados, métodos fisicos sé@o: secagem
realizada por atomizacao (spray drying) em uma camara de secagem automatizada
com a formac&o do sistema multiparticulado (Figura 5) (MATTE; ROSA, 2013); leito
jorro ou leito fluidizado, utilizam-se de um fluxo de ar para manter as particulas
suspensas, tornando possivel a automatizagdo do revestimento; “spray cooling” que
€ a solidificacéo de goticulas por resfriamento; e extrusao, se trata do modelamento
de microesferas por meios mecanicos (BAKAN, 2001; CLARKE; O’'CONNOR;
RANTOOLA, 1998; BIZERRA,; SILVA, 2016; REYNA, et al. 2015).

Figura 5.Esquema do processo de secagem por spray drying. (1) entrada de ar; (2)
aquecedor; (3) bico de atomizacdo e entrada de ar de atomizacao; (4)
ciclone; (5) saida de ar; (6) sensor de temperatura, entrada de ar; (7)
sensor de temperatura, saida de ar; (8) frasco coletor.

Fonte: Baracat, 2004.

Entre os métodos quimicos, destacam-se a inclusdo molecular que, trata da

encapsulacdo de algumas moléculas por outras, e a polimerizagéo interfacial, uma
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reacao de polimerizagdo entre duas solucdes, em que o material ativo se encontra
em suspensao (BIZERRA; SILVA, 2016).

Nos meétodos fisico-quimicos utiliza-se uma solucdo contendo o farmaco
disperso juntamente com o polimero, podendo ocorrer a separacdo de fases ou
precipitacdo do polimero, o polimero se dispersa e reorganiza em contato com o
farmaco, esse fendbmeno é denominado de coacervacdo, podendo ocorrer de forma
simples ou complexa (BAKAN, 2001; CLARKE; O’'CONNOR; RANTOOLA, 1998;
OLIVEIRA, et al, 1992; REYNA, et al. 2015).

Alguns aspectos basicos devem ser considerados no desenvolvimento de
sistemas microencapsulados tais como: natureza, estabilidade e propriedades de
liberacdo desejadas do material a ser encapsulado; caracteristicas do polimero
encapsulador e os processos de microencapsulacdo a serem utilizados (CALEFFI,
2014).

A escolha dos solventes é determinada ndo apenas pela solubilidade e
estabilidade do polimero e farmaco, mas também pela seguranca do processo,

aspectos econdmicos e ambientais, e toxicidade (BAKAN, 2001).

2.3 Coacervagéo

Segundo a IUPAC (“IUPAC Compendium of Chemical Terminology, eletronic
version”) a coacervagao € a separagao de duas fases liquidas em sistemas coloidais
(LEIMANN,2008; GOUIN, 2004). O processo de coacervacdo € baseado em
mecanismos fisico-quimicos complexos que envolvem muitas varidveis, como:
caracteristicas do polimero e do ndcleo, relacdo nucleo/parede, taxas de agitacao,
taxas de adicdo e resfriamento (PRATA, 2006). E utilizada tipicamente para
encapsular Oleos, 6leos essenciais e flavorizantes, pois os agregados poliméricos
formados depositam-se ao redor das gotas de oleo dispersas, formando um filme
protetor, apresentam interior hidrofébico (LEIMANN, 2008; PRATA, 2006). Consiste
num fendmeno de agregacdo macromolecular formando um sistema coloidal, possui
duas fases liquidas, o coacervado, rico em coldides, e o sobrenadante, pobre em
coloides (LEIMANN, 2008). Trata-se da deposi¢cado de um polimero ao redor de um
agente ativo, que serd recoberto, podendo ser induzida apdés a alteracdo das
caracteristicas do meio, como alteracdo de temperatura, pH, forga idnica, ou ainda

sua polaridade. A coacervacdo pode ser simples ou complexa, na simples ha
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apenas uma substancia como agente encapsulante, na complexa sdo dois polimeros
de cargas opostas (CALEFFI, 2014; CAMILO, 2007; PRATA, 2006; REYNA, et al.
2015).

2.3.1 Coacervacgéao simples

A coacervacao simples ocorre por meio da mistura entre duas substancias,
sendo uma redutora de hidratacdo e outra coloidal hidrofila. O processo ocorre
devido a fatores relacionados a temperatura, forca i6nica ou variacdo do pH
(CLARKE; O'CONNOR; RANTOOLA, 1998). Esse processo apresenta duas fases,
uma rica em coacervado e outra pobre (LEIMANN,2008). A formacédo de
microcapsulas pelo método de coacervacao simples se da em etapas (Figura 6). Na
primeira etapa se encontram dispersas a fase hidrofébica na solucéo polimérica, na
segunda se tem a separacao de fases do polimero que depende da concentracdo de
eletrdlito e/ou da temperatura. No estagio seguinte ha deposicdo do material
polimérico ao redor das gotas, na superficie do material hidrofébico, havendo a
formacao da parede e seu enrijecimento utilizando compostos capazes de formar
ligagbes cruzadas com o polimero (LEIMANN, 2008; BEZERRA, 2014).

Figura 6.llustracdo das fases do processo de coacervacdo simples. (a) Dispersao
do agente ativo a ser encapsulado em uma solu¢cdo do polimero; (b)
Inducéo da coacervacao, formando goticulas de coacervado; (c) Deposicao
das goticulas de coacervado em torno dos nucleos contendo o principio
ativo; (d) Coalescéncia das goticulas de coacervado para formar uma
camada polimérica; (e) Endurecimento da camada polimérica.

(a) (b) (c) (d) (e)

Agente ativo Goticulas de coacervado Camada polimérica Camada polimérica endurecida

Fonte: LEIMANN, 2008.

2.3.2 Coacervagao complexa
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Entende-se por coacervagcdo complexa um processo que ocorre entre dois
polimeros de cargas opostas, em que ocorre a separacéo de fases pela diferenca de
potencial, atracdo ou repulsdo eletrostatica, entre os polimeros, formando um
complexo polieletrolitico, insolivel em agua (BAKAN, 2001; BARACAT,; et al, 2012;
CLARKE; O'CONNOR; RANTOOLA, 1998). A formacédo dos coacervados se da por
meio da mistura de uma proteina com carga positiva, que deve estar dispersa num
pH a baixo de seu ponto isoelétrico (Figura 7), misturada com um polianion, como
um polissacarideo que deve apresentar carga negativa (BOBBIO; BOBBIO,2003;
SILVA, et al, 2015).

Figura 7.llustracdo das proteinas filamentosas sob diferentes niveis de pH. O pl é o
ponto isoelétrico da proteina.

>~
L

pH distante do pl pH proximo ao pl

Fonte: AUGUSTIN e HEMAR, 20089.

O material a ser encapsulado deve estar presente em uma das fases
poliméricas, na mistura de polimeros a ser coacervada, suspenso ou emulsionado,
ou ainda pode ser adicionado durante a separagdo de fases, com agitacédo
constante. E necessario que os dois coldides se misturem para o ajuste do pH,
havendo a separacdo das fases dos polimeros que apresentam cargas opostas,
forma-se goticulas de liquido fechado ou particulas solidas, as microcapsulas séao
formadas pela interacdo interibnica entre os polimeros e levando a precipitacdo
(Figura 8) (BOBBIO; BOBBIO, 2003; BARACAT,; et al, 2012; MULLER, 2011; SILVA,
et al, 2015).
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Figura 8.Exemplo de coacervacdo complexa. (a) dispersdo do nucleo em gelatina
(p. ex.), (b) coacervacao inicial da gelatina apds a adicdo de um agente de
coacervacgao, (c) coacervacdo da gelatina na superficie do nacleo e (d)
formagé&o do involucro reticulado.

Fonte: AUGUSTIN e HEMAR, 2009.

Existe uma relacdo de interacdo entre os biopolimeros e o complexo
formado, sendo que esta pode ser afetada de acordo aspectos utilizados, tais como
forca ibnica, flexibilidade, cargas e massa do biopolimero e pH, entre outros
(PRATA, 2006). A coacervagcao complexa tem por finalidade melhorar as
caracteristicas dos polimeros de origem, melhorando sua funcionalidade (CAMILO,
2007). Os pontos importantes para que ocorra a interacao/ligacado polimérica, sdo as
interacOes eletroestaticas, ligacbes feitas por hidrogénio e ligacdes covalentes
(BOBBIO; BOBBIO, 2003; SILVA,; et al, 2015).

O uso dos coacervados pode ser limitado devido a dois fatores: forca idnica
e sensibilidade ao pH (SILVA, et al, 2015). Para que sua resisténcia seja
aumentada, deve-se reticular o involucro por meio da utilizagdo de reticulacédo
guimica ou enzimatica que atenda a necessidade de forma adequada. As principais
vantagens da coacervacdo complexa sao: maior capacidade no controle do tamanho
das particulas, maior versatilidade e a possibilidade de trabalhar em condicdes

brandas de temperatura, e sem a necessidade de utilizar solventes organicos
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(AUGUSTIN; HEMAR, 2009; GOUGIN, 2004; JURAN, et al, 2018; MENDANHA,
2009; SILVA, et al, 2015).

2.4 Microcapsula Multicamadas

A formacao de microcapsula multicamadas (MCM) (Figura 9), Layer by Layer
(LbL) é tipicamente obtida por mdultiplas etapas de coacervacdo complexa, pela
deposicdo consecutiva de polimeros carregados positivamente e negativamente,
onde as forcas eletrostaticas, ligacdo de hidrogénio e ligacdes covalentes, fazem
com que ocorra 0 acumulo de camadas na microcapsula (GOUGIN, 2004;
JOHNSTON, 2006). Esta complexacao polimérica ndo ocorre de forma simplificada,
é influenciada pelas propriedades dos polieletrolitos que as formam como: forca
ibnica, massa molecular, grau de acetilacdo, grau de esterificacdo, distribuicdo e
densidade de cargas, além do pH do meio, tempo e temperatura de agitacéo,
atracdo por forca eletrostética, ligacdo de hidrogénio, ligacdo covalente e afinidade
biolégica (KUMAR; AHUJA, 2013; COIMBRA, et al. 2011; SATO; et al.
2011; ZHANG,; et al. 2013).

Figura 9. Preparacdo de microcapsulas LbL de polieletrolitos revestindo farmacos.
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Fonte: SATO, et al. 2011.

camadas, pela composicdo e concentracdo dos polimeros que compde as camadas
e pH do meio reacional. Existem dois sitios distintos onde os farmacos podem ser
acomodados em MCM; o invélucro de polieletrolitos e a cavidade interna (SATO, et
al. 2011; ZHANG, et al. 2013).

A quimica superficial das microcapsulas determina como elas se comportam
dentro de um ambiente biologico. A modificacdo da superficie das MCM tem como

objetivos: impedir o corpo de reconhecer as MCM como material estranho e expeli-
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la; entregar as MCM em locais especificos, como o0 intestino e com a acéo
enzimatica ou pH e liberar a substancia ativa in loco. As MCM de biopolimeros como
a caseina e a pectina, uma proteina e um polissacarideo respectivamente, possuem
boa biocompatibilidade e biodegradabilidade (SATO; et al. 2011; ZHANG, et al.
2013).

2.5 Caseina

O termo caseina é proveniente do latim “caseus”, cujo seu significado é
“queijo”. E uma classe de proteina proveniente do leite, representando 80% da
composicao proteica de mamiferos como os bovinos e cerca de 40% no leite do ser
humano (BADUI, 1989).

E por definicho uma fosfoglucoproteina, complexos de fosfato e calcio
estaveis que formam um grupo heterogéneo de proteinas e fosfoproteinas. Estas
substancias fazem com que a caseina precipite em pH abaixo de 4,6 a 20 °C
(BADUI, 1989; BARACAT, 2004; MITTAL, 2018).

O peso molecular da caseina fica em torno de 84.240, sendo que seu ponto
isoelétrico € de 4.55 mV. Existem quatro fracdes principais, as;, asz, B € K que se
diferem pela mobilidade eletroforética, peso molecular e niumero de aminoacidos

presentes em sua constituicdo, demonstradas na tabela 1 (BADUI, 1989).

Tabela 1. Distribuicdo das proteinas do Leite.

Proteina % de Proteina Ponto Peso molecular Numero de
Isoelétrico (kDa) Aminoacidos

Caseina 80

as1 34 4,1 23.612 199

as2 8 25.228 207

B 25 4,5 23.980 209

K 19 4,1 19.005 169

FONTE: BADUI, 1989
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A estrutura da caseina € formada por grupos de micelas que, por sua vez, sao
compostas por submicelas formando subunidades de caseina que apresentam
diametro que varia de 10 a 20 nm, sendo que estes valores podem variar conforme
fatores como a temperatura, pH e o tipo de concentracdo de caseina (figura 10)
(BADUI, 1989; BARACAT, 2004; CAMILO, 2007).

Figura 10. Submicela e micela de caseina.
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FONTE: FARIA, 2011.

Por ser uma proteina que apresenta carater anfipatico (anfétero), a caseina
apresenta cargas negativas acima do ponto isoelétrico, e carga positiva abaixo do
mesmo. Isso contribui para seu uso em sistemas formadores de filme, sistemas
matriciais e microcapsulas (BARACAT, 2004; CAMILO, 2007).

A caseina e a pectina sdo utilizadas para formulacdo de microcapsulas, pela
sua capacidade formadora de gel e emulsdes. Por ser uma proteina e um
polissacarideo de origem natural, ndo possuem efeitos tOxicos no organismo e sao
biodegradaveis (BARACAT, et al, 2012; CAMILO, 2007).

2.6 Pectina
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Composta por uma estrutura macromolecular, a pectina € um conjunto de
polissacarideos e oligossacarideos que apresenta uma estrutura complexa,
constituida por um conjunto de biomacromoléculas que apresentam uma
composicao diversa, onde se podem encontrar monossacarideos de até 17 tipos
distintos. Sao provenientes de diversas fontes, tais como frutas, vegetais, algas
entre outros (CANTERI; et al. 2012; WILLATS; KNOX; MIKKELSEN, 2006; RALET;
LEROUGE; QUEMENER, 2009).

A estrutura contém polissacarideos diferentes, sendo os trés principais: a
ramnogalacturonana tipo Il (RG-Il); homogalacturonana (HG) e a
ramnogalacturonana tipo | (RG-I). Desta forma, as pectinas caracterizam-se como
biopolimerosmultiblocos (Figura 11) (CANTERI; et al. 2012; FRAEYE; et al. 2010;
JOLIE; et al. 2012).

Figura 11. Alternativa para representar a estrutura da Pectina.
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Fonte: CANTERI; et al. 2012.

Dos trés principais polissacarideos presentes na estrutura da pectina, a
homogalacturonana € uma cadeia composta por residuos acidos, sendo estes a-D-
galacturdnico (GalA) que podem apresentar um namero em torno de 200 unidades
(CANTERI; et al. 2012; YAPO, 2009, 2011).

Além desta, pode-se encontrar nas pectinas estruturas de grupos amida ((R-
C)ONH2), sendo estes ligados por meio C-6. Este caso acontece quando a

desmetoxilacdo ocorre em meio alcodlico com utilizagdo de amonia, onde a pectina
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passa a ser denominada como amidada, tendo sua propriedade funcional
influenciada pelos niveis e propor¢cdes dos grupos amidicos, acetilicos e metilicos
(Figura 12) (FRAEYE; et al, 2010).

Figura 12. Estrutura da cadeia de homogalacturonana.

Grupos carboxilicos
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Fonte: FRAEYE; et al, 2010. Adaptado.

2.7. Flavonoides

Entende-se por flavonoides compostos bioativos que pertencem ao grupo
dos polifendis, séo provenientes do metabolismo secundario de plantas (DORNAS;
et al. 2007), possuem uma estrutura basica composta por 15 atomos de carbono,
possuem duas unidades distintas: um fragmento Cs-C3 que contém o anel BC e o
fragmento Cg que contém o anel A (Figura 13) (BOHM; et al. 1998; SILVA, 2008).
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Figura 13. Estrutura bésica dos flavonoides.

Fonte: DORNAS; et al. 2007.

Possuem uma por¢do oleofinica e uma carbonila conjugada, ligada a
grupamentos aromaticos e diferem-se pelo grau de oxidacdo e padrdo de
substituicdo do anel (PADARATZ, 2009).

Os flavonoides dividem-se em classes, sendo que as principais sdo as
flavanonas, isoflavonas, chalconas, flavandis, flavonas, flavan-3-6is, auronas e
antocianidinas (DORNAS; et al. 2007). Essas classes apresentam diferencas na
substituicdo do anel central (C) e em seus graus de oxidacao.

Os principais aspectos dos flavondides estdo relacionados as suas acodes
anti-inflamatoria, antioxidante, antimicrobiana, anticancerigena e analgésica. Dois
fatores importantes tornam estas substancias indicadas ao uso terapéutico, sendo a
sua alta capacidade em transferir elétrons em reacdes e um potencial redox
considerado baixo. Os compostos fendlicos atuam como antioxidantes, pois
combatem os radicais livres por meio da doagcéao de atomos de hidrogénio, presentes
em grupos hidroxila (OH), localizados na estrutura aromatica, possui a capacidade
de acomodar o elétron desemparelhado, pois h& deslocalizacdo eletrbnica, por
ressonancia no anel aromatico e o grupo carbonila, fazendo com que estes sejam
neutralizados mantendo-se uma estrutura estavel (CALEFFI, 2014; PADARATZ,
2009).
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Sua acdo anti-inflamatéria ocorre porque os flavondides sdo capazes de
inibir mediadores inflamatérios como citocinas e algumas enzimas. Realizam a
neutralizacdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) (BOHM; et al. 2008).

Compostos fenolicos presentes na dieta tém demonstrado efeitos benéficos
a saude, com acdo antialérgica, antiviral, anti-inflamatoria, vasodilatadora e
apresentam baixa toxicidade e raros efeitos adversos (PINHO-RIBEIRO; et al. 2015;
RUIZ-MIYAZAWA; et al. 2015; MARTINEZ; et al. 2016).

2.7.1. Hesperidina Metil Chalcona (HMC)

Classificada como um flavonoide a hesperidina pertence ao grupo das
flavononas, sua extracdo é realizada em maior escala em frutas citricas (PINHO-
RIBEIRO; et al. 2015), esta presente no mesocarpo e em menor escala no epicarpo
(TSIRIGOTIS-MANIECKA; et al. 2017). Estudos determinam que 50% da fruta séao
convertidos em suco enquanto o restante é transformado em bagaco, o farelo de
polpa citrica € um residuo sélido produzido por meio da prensagem e da secagem
de frutas de onde séo extraidos cerca de 1,5% de hesperidina (CYPRIANO, 2015).

E utilizada como medicamento tanto de forma isolada quanto em
combinacdo com outras substancias como o DIOSMIN (GIANNINI; et al. 2015). Atua
sobre as veias do sistema circulatério, tais como ma circulacio, varizes, hemorroidas
e, ainda, linfoedemas. Outra acao da hesperidina € o combate a inflamacao (PINHO-
RIBEIRO; et al. 2015).

Os flavonoides séo considerados moléculas promissoras no tratamento de
Doencas Inflamatérias Intestinais por apresentarem baixa incidéncia de efeitos
colaterais (GUAZELLLI, et al. 2013).

Quando flavonoides sado metilados sua estabilidade metabdlica é
aumentada, aumentando também a solubilidade, assim como a distribui¢c&o tecidual,
com maior biodisponibilidade oral, além de inibir o aumento de células cancerigenas
(MARTINEZ; et al. 2015).

A hesperidina metil chalcona é produzida por meio da metilagdo do
flavondide em condicbes alcalinas (Figura 14). A vantagem é a obtencdo de uma
chalcona que torna a HMC melhor distribuida, com maior resisténcia e maior

absorcao intestinal, se comparada com a hesperidina (YUN; et al. 2016). Ressalta-
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se que os flavondides em geral apresentam baixa absorcao intestinal (MARTINEZ;
et al. 2015; PINHO-RIBEIRO; et al. 2015).

Figura 14. Producéo da Hesperidina metil chalcona.
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Fonte: PINHO-RIBEIRO,; et al. 2015.

A HMC é uma chalcona glicosidica, utilizada em formulacdes farmacéuticas
associada ao extrato de Ruscus aculeatus e acido ascérbico como Cyclo 3°, na
reducdo dos sintomas e melhora da qualidade de vida de pacientes com doenca
venosa cronica (ALLAERT; et al. 2011). Além disso, a administracdo de HMC inibe o
estresse oxidativo e inflamacédo induzidos pela radiagdo UVB na pele (MARTINEZ,
2015, 2016). Dessa forma, existe grande perspectiva nos efeitos anti-inflamatérios
da HMC.

A HMC ja demonstrou atividade antioxidante e anti-inflamatéria, a atividade
antioxidante € atribuida a relacéo estrutura atividade da 7,8 ligacdo dupla conjugada
com a funcdo 9-oxo, e a presenga de OH nos carbonos 3 e 2’ (Figura 15) séo
importantes para a atividade farmacoldgica vasoprotetora (LUO; PAN; ZHONG,
2015; MARTINEZ, 2015).

As substituicdes nos anéis A e B das chalconas resultam em mudancas nas

propriedades quimicas e na eficacia de sua acao terapéutica e também supde-se
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que a presenca do grupo ceto a, B insaturado possa ser responsavel por suas
atividades bioldgicas (COSTA,; SILVA, 2014; PADARATZ, 2009).

Figura 15. Estrutura quimica da HMC.

HO o O——CH,
CH, Q
O™

Fonte: GUAZELLI, 2017.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver e avaliar microcapsulas multicamadas (Layer by Layer)
preparadas com conjugado de pectina/caseina como polimero de revestimento,
contendo hesperidina metil chalcona (HMC) e avaliar a atividade antioxidante in vitro

do sistema de liberacao obtido.

3.2. Objetivos especificos

e Definir as condi¢cdes de preparacdo do conjugado pectina/caseina em
que ocorra maxima interacéo e a formacdo das multicamadas;

e Padronizar os parametros de obtencdo do sistema microencapsulado
multicamada pelo método de coacervacao complexa;

e Avaliar a influéncia dos processos de secagem nas caracteristicas do
sistema;

e Avaliar as caracteristicas morfologicas das microcapsulas multicamadas;

e Determinar a distribuicdo de tamanho das microcdpsulas multicamadas;

e Quantificar a HMC nos sistemas microencapsulados multicamadas pelo
método ABTS;

e Avaliar o perfil de liberacdo dos sistemas obtidos, simulando o TGI
superior e colbnico;

e Avaliar os espectros obtidos por espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR);

e Avaliar as curvas obtidas por calorimetria exploratéria diferencial (DSC).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Materiais Pectina GENU® 8003 (ref. 13595) foi obtida da CP Kelco (Limeira,
Brasil). Caseina da Kauffman&Co (Kehl, Germany). Acido citrico, hidréxido de sodio,
acido cloridrico e fosfato de sddio foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Germany).
HMC da Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, USA); 2,2-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato, sal de diaménio, ABTS); e persulfato de potassio
foram adquiridos da Sigma ChemicalCo. (St. Louis, USA). Todos os reagentes

utilizados foram de grau analitico.

4.2 Métodos

4.2.1 Preparacédo das Microcapsulas

Foram preparadas microcdpsulas multicamadas (MCM) utilizando os
biopolimeros, caseina e pectina, para a veiculacdo da Hesperidina metil chalcona
(HMC), por meio da técnica de coacervacdo complexa, na proporcao 1:5
farmaco/polimero, de acordo com BARACAT et al.(2012) com adaptacdes.

Utilizou-se 2,50 g de pectina e 2,50 g caseina, dispersas em agua
deionizada 50 mL e 25 mL respectivamente, sob agitacdo mecanica constante, o pH
foi elevado a 8,0 + 0,1, usando hidroxido de sédio (NaOH) 4M. A dispersédo de
caseina foi adicionada a solucdo de 5,00 g de HMC, sob agitacdo mecanica em
Turrax (Fisaton 713D) por 3 minutos, ap0s esse tempo sob agitacdo mecéanica
(Fisaton 713), adicionou-se a dispersédo de pectina, reduzindo o pH para 3,0 + 0,1
com o uso de acido citrico 1M, lentamente para a formagéo das microcapsulas (MC).

Incorporou-se a dispersdo de MC 5,00 g de pectina (pH + 4,2), o pH foi
elevado a 8,0 + 0,1 com NaOH 4M, adicionou-se a dispersdo contendo 5,00 g de
caseina em pH 8,0 = 0,1, reduzindo-se o pH novamente a 3,0 + 0,1. Repete-se 0
procedimento adicionando-se a dispersdo de pectina e posteriormente a de caseina,
reduzindoopH a3,0+0,1.

As MC foram secas por spray dryer (LabPlant, modelo SD-05) usando bico

atomizador do tipo duplo fluido com mistura externa e orificio de saida de 1 mm. Os
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parametros do processo foram: temperatura do ar de entrada mantida constante a
180 °C e temperatura de saida de 104-110 °C; o fluxo de ar de 66 m®/ h e a taxa de
alimentacéo de 377,8 mL / h.

4.2.2 Curva analitica: porcentagem de acéo antioxidante por ug de HMC.

Esta andlise baseia-se na habilidade dos antioxidantes em sequestrar o
radical cation 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato, sal de diaménio) -
ABTS+e. Primeiramente, o ABTS foi dissolvido em agua para concentragao final de 7
mM. Para gerar o radical cation, foi adicionado persulfato de potassio 2,45 mM a
solucéo de ABTS, e esta mistura foi mantida no escuro, a temperatura ambiente, por
16 horas. Esta solugdo do radical cation ABTS+e foi diluida em tampao fosfato de
potassio (pH 7,4 + 0,1) até atingir uma absorvancia de 0,700 a 750 nm. Aliquotas de
10 pL de solugdes de HMC com concentragfes de: 50; 40; 25; 20; 12,5; 10; 6,25; 5;
3,175; 2,5; 1,25; 0,625; 0,312; 0,156 g reagiram com 1 mL da solucdo do radical
cation ABTS+ durante 6 minutos, e as absorvancias foram determinadas, gerando

uma curva analitica de porcentagem (%) de acdo antioxidante por pg de HMC.

4.2.3 Quantificacdo da HMC nas microcapsulas e determinacdo da Eficiéncia de

Encapsulacao (EE)

A quantificacdo de HMC encapsulada pela MCM, foi realizada por extracao
exaustiva do farmaco, utilizando-se 13,2 mg da formulacdo dispersa em 5 mL de
etanol absoluto, levado ao ultrassom por 3 horas e centrifugadas a 0,8 g por 15 min.
A HMC presente no sobrenadante foi quantificada pela técnica da capacidade
sequestradora do radical ABTS ao reagir com a solugédo do radical cation ABTS+e
por 6 minutos, seguida da leitura da absorvancia utilizando o comprimento de onda
de 730 nm. Utilizou-se a equacao da reta da curva analitica de HMC para determinar
a quantidade do farmaco presente no sobrenadante. O procedimento de extracdo da
HMC foi realizado varias vezes, até o esgotamento do farmaco nas MCM.

A eficiéncia de encapsulacdo da HMC foi realizada por meio da dispersao de
15 mg da MCM em 1 mL de etanol absoluto, agitado manualmente e centrifugada a
0,8 g por 15 min. A HMC presente no sobrenadante foi quantificada pela técnica da

capacidade sequestradora do radical ABTS, seguida da leitura da absorvancia, A
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730 nm. Utilizou-se a equacdo da reta da curva analitica de HMC para determinar a
quantidade do farmaco presente no sobrenadante, foram realizadas 3 (trés)
extracbes. A eficiéncia de encapsulacdo (EE) foi calculada de acordo com a

equacéo 1:

{ HMC naformulacio (pg)— HMC no sobrenadante (pgl) ~
EE(%) = oRoE —_— *£~ x 100 (Equacéol)
HMC na formulacdo (pg)

4.2.4 Liberagéo In Vitro/Teste de dissolugéo

O ensaio de dissolucdo das formulac6es microencapsuladas foi realizado
durante 12 horas, utilizando dissolutor Erweka DT800, aparato USP tipo 1 e
velocidade de 50 rpm. Durante as 2 primeiras horas, o meio de dissolu¢éo utilizado
foi 500 mL de HCI 0,1 M, pH 1,2 + 0,1, a 37 °C, simulando as condi¢cdes do suco
gastrico. Nas proximas 10 horas, o meio de dissolucdo foi 500 mL de KOH-KH;PO4
0,1 M, pH 7,1 £ 0,1, simulando as condi¢cdes da regido intestinal. Em intervalos de
tempos de 15, 30 e 60 minutos, as amostras foram coletadas e as respostas aos
meios de dissolucao, filtradas em papel de filtro Millipore de 0,45 microns. As
amostras foram quantificadas pela técnica da capacidade sequestradora do radical
ABTS, seguida da leitura da absorvancia em A 730 nm. Utilizou-se a equacédo da reta
da curva analitica de HMC para determinar a quantidade do farmaco presente no
sobrenadante. Os resultados foram expressos em porcentagem (%) de farmaco

liberado em funcéo do tempo.

4.2.5Anélise de Tamanho de Particula, potencial Zeta e influéncia do pH na
estabilidade das MC.

A distribuicdo do tamanho de particula das MC e o potencial Zeta foram
analisados com o equipamento Zeta - APS (Matec Applied Sciences, Northborough,
MA, USA). ApoOs a adicdo de cada camada de pectina e caseina pelo processo
Layer by Layer, foram feitas medidas da mobilidade eletroforética das microcapsulas
em agua, imediatamente apods a adi¢cdo de cada dispersao, variando o pH de 11 & 3,

a temperatura de 25 °C. O tamanho de particula foi obtido por analise cumulativa
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usando o software Zeta-APS, para confirmar a adsor¢ao das multicamadas sobre as

microcapsulas.

4.2.6 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A morfologia das amostras de MC unicamada, MCM inerte e contendo HMC,
foram realizadas utilizando-se o Microscopio Eletrénico de Varredura Quanta 200
(FEI, EUA) do Laboratério de Microscopia Eletronica e de Microanalise - LMEM da
Central Multiusuaria de Laboratérios de Pesquisa da UEL (CMLP), as amostras
foram cobertas com ouro sob atmosfera de argbnio e as imagens obtidas com um
aumento de 1000, 6000 e 12000 vezes.

4.2.7 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Compostos organicos e inorganicos, que contenham ligacdes covalentes,
absorvem varias frequéncias de radiacdo eletromagnética na regido do
infravermelho do espectro eletromagnético.

As moléculas absorvem radiacdo e sao excitadas para atingir um estado de
maior energia, um processo de absor¢cdo quantizado. Ocorre uma variacdo do
comprimento das ligacbes entre os atomos nas vibracdes de estiramento, e nas
vibracbes de dobramento a posicdo dos atomos muda em relacdo ao plano de
ligacdo original. Neste processo, sdo absorvidas as frequéncias de radiacdo que
equivalem as frequéncias vibracionais naturais da molécula. Cada tipo de ligacdo
tem sua propria frequéncia natural de vibracdo, sendo assim o espectro de
infravermelho pode ser um método de identificacdo para as moléculas como as
impressoes digitais sdo para os seres humanos (PAVIA, 2010; SILVERSTEIN,1994).

Foram realizadas analises de espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) da HMC, das MCM inerte e contendo farmaco,
utilizando espectrémetro IR PRESTIGE-21 (Shimadzu, Jap&o) do Laboratério de
Espectroscopia - ESPEC da Central Multiusuaria de Laboratorios de Pesquisa da
UEL (CMLP), no modo de transmiss&o na faixa de 400 a 4000 cm™. Com objetivo de
confirmar a encapsulagdo do farmaco nas MCM, foi realizada a comparacdo dos
espectros e identificacdo das bandas de absorcao na regido do infravermelho para

cada tipo de MC e também para a HMC. Para realizar as analises, as amostras
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sélidas foram preparadas em pastilhas de brometo de potassio (KBr). Para cada
amostra, adicionou-se MC e KBr, a mistura foi homogeneizada utilizando pistilo e
almofariz de agata, até obter um p6 fino, em seguida, o p6 foi prensado no formado
de pastilha usando uma prensa hidraulica manual (Specac) até a pressao de 5

toneladas.

4.2.8 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As curvas de DSC da HMC e das MCM inerte e contendo farmaco foram
realizadas em equipamento Shimadzu DSC-60. As amostras foram aquecidas de 25

a 300 °C com razéo de aquecimento de 10 °C/min sob atmosfera de nitrogénio.

4.2 9 Andlise estatistica

Os dados foram expressos como meédia + erro padrdo da média. As
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos foram determinadas
através do teste paramétrico ANOVA de uma via seguida. As andlises estatisticas
foram realizadas usando-se o software GraphPadPrism6 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, EUA). As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas
para valores correspondentes a p < 0,05, ou seja, nivel de significancia de pelo

menos 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As MCM foram obtidas pela técnica de coacervacdo complexa em multiplas
etapas, Layer by Layer, pela deposicdo consecutiva de polimeros (GOUGIN, 2004;
JOHNSTON, 2006). Utilizando-se a pectina, um polissacarideo que apresenta carga
positiva acima de seu ponto isoelétrico (pl) de 4,1; e a caseina, uma proteina que
apresenta carga negativa acima de seu pl de 4,55 (BARACAT, 2004; CAMILO,
2007). Entre os biopolimeros ocorrem ligacdes/interacbes poliméricas, por
interacdes eletrostaticas, ligacdes feitas por hidrogénio e ligacdes covalentes
(BOBBIO; BOBBIO, 2003; SILVA; et al. 2015). Os polimeros conjugados foram
utilizados para revestir a HMC, um flavondide do grupo das flavononas, que tem
demonstrado atividade antioxidante e anti-inflamatéria, e atividade farmacologica
vasoprotetora (MARTINEZ; et al. 2016). Flavonoides sdo moléculas promissoras no

tratamento de Doencas Inflamatérias Intestinais (GUAZELLLI; et al. 2017) .

5.1 Quantificacdo da HMC nas microcapsulas e Determinacao da Eficiéncia de

Encapsulacéo (EE)

A eficiéncia de encapsulacéo foi realizada por andlise indireta, por meio da
guantificacdo da atividade antioxidante dos flavondides, ou seja sua capacidade de
doar elétrons, pela técnica da capacidade sequestradora do radical cation ABTS+e.
Utilizou-se a equacdo da reta da curva analitica de porcentagem de acao
antioxidante por pug de HMC (Figura 16), para determinar a quantidade do farmaco

nos sobrenadantes, utilizando-se a equacao 2.

Y =2,69*X + 2,07 (Equacao 2)
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Figura 16. Curva analitica porcentagem de acéo antioxidante por ug de HMC.
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A eficiéencia de encapsulacdo foi obtida a partir da diferenca entre a
porcentagem da quantidade total de HMC presente na amostra apds extracao
exaustiva (quantificacdo) e a porcentagem da quantidade de HMC presente no
sobrenadante, utilizando a equacéo 1.

O resultado da porcentagem de agao antioxidante na quantificacdo foi de
13,21%.

Utilizando-se a equacdo 2, obtida pela curva analitica, os resultados
mostraram que a quantidade de HMC extraida da MCM foi de 4,14 ug, onde 4,4088
png de HMC corresponde a 100% de farmaco tedrico incorporado na formulacéo da
MCM utilizada para a realizacdo da andlise, ou seja 93,87% de farmaco esta

presente na amostra (Tabela 2).

Os resultados da eficiéncia de encapsulacdo mostraram que 15,37% de
HMC esta presente no sobrenadante, sendo assim 84,63% da HMC encontra-se
encapsulada. Os sobrenadantes mostraram atividade antioxidante de 11,75; 2,53 e
2,29%, de capacidade de doar elétrons, utilizando a equacéo 2, assim, observou-se
gue foram extraidos 3,60; 0,17 e 0,08 pg de HMC, respectivamente, com somatoria
de 3,85 pg de HMC presente no sobrenadante. Para realizacdo da eficiéncia de
encapsulacao foi utilizado 25,05 pg de HMC corresponde a 100% de farmaco tedérico

incorporado na formulacdo da MCM (Tabela 2).
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Tabela 2. Analise da quantificacao e eficiéncia de encapsulacao.

Analise 100% tedrico HMC presente no % de HMC % de HMC no
de HMC na sobrenadante na MCM sobrenadante
MCM (ug) (hg)

Quantificacdo 4,41 4,14 6,13 93,87

Eficiéncia 25,05 3,85 84,63 15,37

Os resultados demonstrados por GUAZELLI, 2017, no desenvolvimento de
duas formulacées microencapsuladas contendo HMC (MH) com proporcdes de
farmaco:polimeros MH1:5 e MHL1:3, obteve-se eficiéncia de encapsulacao de 46% e
39%, respectivamente. Considerando o0 baixo resultado de eficiéncia de
encapsulacdo nas microcipsulas com apenas uma camada, sugeriu-se que novas
técnicas de revestimento seriam necessarias para melhorar a eficiéncia de
encapsulacdo de farmacos que facilmente se difundem para o meio externo. Desta
maneira, o0 método de revestimento multicamadas, LbL, utilizando a técnica de
coacervagao complexa mostrou-se mais eficiente para encapsulacédo da HMC.

Como observado por LEE, et al., 2018, no desenvolvimento de revestimento
multicamadas, LbL de PSS [poly(sodium-4-styrenesulfonate)] com PDAMDAC
[poly(diallyldimethylammonium chloride)] adicionada ao PCL [Poly(g-caprolactone)],
para a veiculacdo do retindide dopamida e desenvolvimento de MCM PCL com
PSS/PDAMDAC adicionado camadas de nanoparticulas de silica (NPs) como
revestimento da dopamida, observou-se a presenca de 67% de dopamida ha MCM
com adicdo de NPs, e a presenca de 32% de dopamida nas MCM sem adi¢cédo de
silica, demonstrando que a presenca da silica reforca a camada do involucro. Assim

como a presenca de multicamada nas MC reforca o invélucro.

5.2 Liberacéao In Vitro/Teste de dissolucao

Os resultados da anélise do perfil de dissolucdo da HMC presente em MC
unicamada e MCM contendo HMC (Figura 17), mostraram que n&o houve liberagao
significativa de HMC em meio acido (HCL 0,1M pH 1,2 £+ 0,1) nos primeiros 120
minutos. A liberagdo inicial de farmaco se da em 150 minutos, em meio basico

(tampéo KH;PO4 - KOH 0,2M pH 7,1 £ 0,1), tendo sua porcentagem maxima de
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extracdo de 36,87% no tempo de 600 minutos para MC unicamada, e para MCM
(realizada em triplicata I, 1l e 1ll), de 34,30; 32,21 e 31,49% de HMC liberada das
MCM, respectivamente, no tempo de 600 minutos. Esse resultado demonstra que
com uma melhor eficiéncia na incorporacdo da HMC pela MCM e a presenca de
varias camadas, favoreceu a liberacdo mais lenta da HMC, quando comparada a MC

unicamada.

Figura 17. Perfil de liberagdo das MC unicamada e MCM contendo HMC. Meio acido
(HCI 0,A1M pH 1,2 £ 0,1), no tempo de 0 a 120 minutos, tampéo KH,PO, -
KOH 0,2M (pH 7,1 = 0,1), no tempo de 120 a 720 minutos.
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O perfil de dissolucédo obtido difere-se do obtido por GUAZELLI, 2017, onde
foram desenvolvidas duas formulagbes microencapsuladas contendo HMC (MH)
com diferentes propor¢cdes farmaco/polimeros (MH1:5 e MH1:3), ambas as
formulagBes apresentaram uma liberacdo de 100% do farmaco, dentro de 240
minutos em meio que simula as condi¢gdes do suco entérico.

Assim como os resultados observados por ANSELMO; et al, 2016, no
desenvolvimento de sistemas microencapsulados utilizando quitosana e alginato

(CHI/ALG) para veiculagao de probiotico Bacillus coagulans (BC) via LbL, investigou
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a liberacdo de BC na presenca de fluido gastrico simulado (SGF, pH 2), sais biliares
e fluido intestinal simulado (SIF, pH7). Os autores, demonstram maior eficiéncia na
protecdo do BC com o aumento das camadas de CHI/ALG, e a MC de camada Unica

de quitosana, demonstrou protecédo da BC ineficiente no SGF, sais biliares e SIF.

5.3 Tamanho de Particula e potencial Zeta

As microcapsulas unicamadas e MCM contendo farmaco, preparadas por
coacervacdo complexa e secas pelo método de spray drying foram analisadas de
maneira a obter a distribuicdo do tamanho das particulas, obtendo, desta maneira,

os histogramas de frequéncia (%) e de frequéncia acumulada (%) (Figuras 18 e 23).

Figura 18. Frequéncia (%) e Frequéncia acumulada (%) versus tamanho de
particulas (um) de MC unicamada.
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Figura 19. Frequéncia (%) e Frequéncia acumulada (%) versus tamanho de
particulas (um) de MCM (segunda camada adicionada de pectina).
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Figura 21.Frequéncia (%) e Frequéncia acumulada (%) versus tamanho de

particulas (um) de MCM (quarta camada adicionada de pectina).
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Figura 22.Frequéncia (%) e Frequéncia acumulada (%) versus tamanho de
particulas (um) de MCM (quinta camada adicionada de caseina).
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Figura 23.Frequéncia (%) e Frequéncia acumulada (%) versus tamanho de
particulas (um) de HMC revestida com MCM.
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De acordo com a Tabela 3 pode-se observar que a média de tamanho de
particula foi de 1,9079+0,822 um para MC unicamada e 1,2251+ 0,730 um para
MCM apos a adicdo de 5 (cinco) camadas de biopolimeros.

Com a adicado dos biopolimeros ndo houve um aumento no tamanho das
particulas, como era esperado, houve uma pequena diminuicdo do diametro das
mesmas. Esse resultado sugere que houve maior interacdo entre as particulas
tornando-a mais compacta, para as MCM inerte, porém com a presenca do farmaco
observou-se um aumento no tamanho das particulas alcancando o tamanho médio
de 2,6111 + 1,047. A distribuicdo do tamanho de particula foi demonstrada nas
Figuras 24 e 25, e Tabela 3.

Tabela 3. Tamanho médio de particula

Amostra Tamanho de particula médio (um)
MC unicamada 1,9008 * 0,822
MC 2 1,4465 + 1,013
MC 3 1,8558 + 1,025
MC 4 1,6159 + 1,090
MC 5 1,2251 + 0,730
MCM/HMC 2,6111 + 1,047

Figura 25.Distribuicdo do tamanho de particula. MC unicamada, MCM 2, 3,4 e 5 e
MCM com HMC. As diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos foram determinadas através do teste paramétrico ANOVA de uma
via seguido de Tukey’s, para comparar os grupos (#p > 0,05 comparada
com a MC unicamada).
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O resultado do tamanho de particula se assemelha ao observado por
ANSARIFAR, et al., 2017, em que a formulacdo de MCM obtida pelo método LbL,
constituidas de fibrilas isoladas de proteina de soja (SPI) e pectina com auto grau de
metoxilagcdo (HMP), utilizadas para revestimento do limoleno, demonstraram que o
tamanho das particulas variou de 4,64 a 8,32 ym, o tamanho de particula variou
pouco com o0 aumento do numero de camadas (camadas 1,3 e 5 de SPI) e
(camadas 2,4 e 6 de HMP). Este resultado pode estar associado ao comportamento
de adsorcdo das camadas de SPI que formaram particulas localizadas na interface
das capsulas, formando uma camada porosa onde a HMP foi percolada nesta
estrutura preenchendo os vazios.

O potencial Zeta € um fator importante na estabilidade das particulas
encapsuladas. Quanto maior o potencial zeta das particulas, maior a forca de
repulséo,levando a maior estabilidade da dispersao (ANSARIFAR, et al. 2017).

Os resultados de potencial zeta, Tabela 4, demonstraram que com a
sobreposicdo de duas camadas de biopolimeros a MC inerte, ha um aumento de
79,40 mV no potencial, elevando sua estabilidade, e com a adicdo de pectina na
quarta camada houve diminuigéo de 23,60 mV.

Estes resultados podem ser devido a carga negativa do polissacarideo que
se encontra no pH abaixo de seu ponto isoelétrico (BARACAT, 2004; CAMILO,
2017) e novamente o aumento do potencial com adicdo de caseina. Assim como
observado por MANJU e SREENIVASAN, 2011, na preparacdo de microcapsulas
multicamadas (Layer by Layer) camadas de poli (&cido 4-estireno sulfénico de sodio)
e poli (etileno imina) sequenciais, revestindo a curcumina, 0s resultados mostram
carga global da particula em suspensdo aquosa maior que 50 mV cada adsorcéao,
demostrando elevada estabilidade de micro particula em suspenséo.

Segundo LEE, et al., 2018, na preparacdo de MC por adsorcéo interfacial de
copolimeros anfifilicos de PMPC-b-PCL-b-PMPC [Poly(2-methacryloyloxyethyl
phosphorylcholine)-block-poly(e-caprolactone)-block-poly(2- methacryloyloxyethyl
phosphorylcholine)] e PAMA-b-PCL-b-PAMA [poly(2- aminoethyl methacrylate)-
block-poly(e-caprolactone)-block-poly(2-aminoethyl methacrylate)], utlizados para
incorporar PCL [poly(e-caprolactone)]. A adicdo de uma camada de PAMA-b-PCL-b-
PAMA a MC elevou o potencial zeta de -14,5 mV a 62 mV, aumentando sua
estabilidade, pois o potencial esta acima de + 30 mV. O potencial zeta se manteve

em 60 mV apos a adicdo de PCL, mantendo a estabilidade da MCM.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0927776510005862#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0927776510005862#!
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O revestimento da HMC pela MCM demonstrou potencial menor que da
MCM inerte, provavelmente devido a adicdo de farmacos parcialmente sollveis
diminuiu a estabilidade das MC. Os agregados poliméricos formados, apresentam
interior hidrofébico (LEIMANN, 2008; PRATA, 2006), a presenca de um farmaco

parcialmente soluvel desestabiliza a agregacao das particulas.

Tabela 4. Potencial Zeta das MC unicamada e MCM.

Amostra Potencial Zeta (mV)
MC unicamada 16,40
MCM 2 19,40
MCM 3 98,80
MCM 4 75,20
MCM 5 93,10
MCM com HMC 44,30

5.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As fotomicrografias obtidas das MC unicamada com HMC, MCM inerte e
com HMC, obtidas pela técnica de MEV, estéo representadas nas Figuras 26, 27 e
28 respectivamente. As MC unicamada preparadas com conjugado de
pectina/caseina contendo a HMC, secas em spray drying, apresentaram formatos
esféricos e tamanhos ndo uniformes. As microcapsulas inertes, revestidas com
camadas sequenciais dos biopolimeros, secas em estufa a 37 °C, apresentam
formatos ndo esféricos e aglomeradas. Essa aglomeracdo observada nas MCM
inerte € caracteristica de secagem em estufa e ndo por atomizacdo (BARACAT,; et
al, 2004).

As MCM contendo o farmaco, ap0s a secagem em spray drying,
apresentaram-se com formatos esféricos, aglomeradas e com superficie lisa,
demonstrando maior coeséo entre as moléculas da superficie e a provavel presenga
de multicamadas.

As caracteristicas observadas na MC unicamada com HMC assemelham-se
aos resultados obtidos por BARACAT, 2004, em que as MC foram preparadas com
conjugado de pectina / caseina contendo paracetamol, como farmaco modelo,

demonstrando MC com formas esféricas e sem a formacgéo de aglomerados.
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Figura 26.Fotomicrografia por MEV de MC unicamada com HMC, aumento de 1000
e 6000 vezes.

2017 HV Sig VacMode - 100.0pm . HV Sig Va r 10.0pm
PM 20.0 kV SE High vacuum 1000 MC Carla 20.0 kV SE Higt m MC Carla

Figura 27.Fotomicrografia por MEV de MCM inerte, aumento de 1000 e 6000 e
12000 vezes.




55

Figura 28.Fotomicrografia por MEV de MCM contendo HMC, aumento de 1000 e
6000 vezes.

017 HV Sig VacMode Mag WD | - 100.0pm - [12/119/2017 HV |Sigl VacMode Mag WD : 10.0pm
PM 20.0 kV SE High vacuum 1000x 9.0 mm MC HMC Spray 2:42:11 PM 20.0 kV SE High vacuum 6000x 8.9 mm MC HMC Spray

5.5 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Foram realizadas andlises de espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) da HMC (Figura 29), da MCM inerte (Figura 30) e da
MCM contendo farmaco (Figura 31).

Na Figura 29 esta representado o espectro de infravermelho da HMC, com
as bandas caracteristicas em 3400 cm™ (estiramento OH de alcodis e fendis), 2902
e 2831 cm™ (estiramento C-H de CHs e CH,), 1596 e 1595 cm™ (estiramento C=C de
aromaticos), 1416 e 1413 cm™ (dobramento C-H de CHs; e CH,), 1256, 1085 e 1047
cm™ (dobramento C-O), 805 cm™ (dobramento C=C fora do plano de aromaético)
(PAVIA, 2010; SILVERSTEIN, 1994).
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Figura 31. Espectro de FTIR da MCM com HMC seca em spray drying.
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Com a sobreposicao dos espectros da MCM contendo HMC, secas em spray
drying e a HMC (Figura 32), podemos observar as diferencas e semelhancas entre
0S espectros, e pode-se observar que 0s espectros ndo se assemelham e nédo ha

sobreposicao dos picos caracteristicos das amostras.
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Figura 32. Espectros de FTIR da HMC, e MCM com farmaco, seca em spray drying.

100 =
.g 80 =
o
c
T 60
e
wn
[
m 40 =
-
|_
(=]
> 20-

0 T T T T T T T T T 1

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400 0

Nimero de onda (cm'l)

= MCM HMC — HMC

Da mesma forma foram sobrepostos os espectros das MCM inerte e

contendo HMC seca em spray drying representado na Figura 33.
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Figura 33. Espectros de FTIR das microcapsulas multicamadas inerte e contendo
HMC, secas em spray drying.
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Os espectros obtidos da HMC, e MCM inerte e com farmaco secas em spray
drying (Figuras 29 - 33), nos mostram que o espectro da MCM contendo o farmaco
se assemelha ao da MCM inerte, aumentando a intensidade de absorcdo, mas
mantendo os picos base da MCM inerte como a banda larga em 3391 cm™, bandas
entre 3600-3000 cm™ caracterizam o estiramento da ligacdo O-H, uma banda em
2913 cm™ (estiramento simétrico do -CH2- e -CH3), em 1709 cm™, associada &
vibracdo da carbonila de cetona e &cido carboxilico (-C=0 estiramento), uma banda
em 1583 cm™ que pode ser associada a liga¢es duplas, C=C de arométicos com
faixa 1600-1475 cm™, em 1389 cm™ dobramento da ligacdo C-H de metila, em 1205
e 1044 cm™ referente 4 ligacdo C-O de &lcool e &cido carboxilico com faixa entre
1300 & 100 cm™.* Como cada tipo de ligacdo tem sua prépria frequéncia natural de
vibragcdo, e o espectro de infravermelho pode ser utilizado como método de
identificagcdo para as moléculas, (PAVIA, 2010; SILVERSTEIN, 1994), esse

resultado nos levam a crer que os espectros da MCM inerte e MCM contendo
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farmaco sdo similares, portanto indica que a HMC esta contida no nucleo da
microcapsula, foi revestida pelos biopolimeros e ndo se encontra presente em sua
camada mais externa.

Assim como foi descrito por HAIYAN, et al, 2018, em seu trabalho com
microcapsulas carregadas com 6leo de Tung, utilizando resorcinol, 6leo de tung e
Reax 88A atuando como tensoativo, para o preparo da MC, com a protecdo de
revestimento de Poly (uréia-folmaldeido)(PUF), que foram formadas pelo método de
polimerizacao in situ. O espectro (Figura 34) mostra que 0s picos caracteristicos das
MC séo refletidos de forma abrangente em Shell (MC com 6leo de Tung protegidos
com PUF), o que confirma firmemente que o 6leo de tung, foi revestido de forma

eficiente com PUF.

Figura 34. FTIR spectra of microcapsules, PUF shell and tung oil.
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Fonte: HAIYAN, et al, 2018.

Os resultados de FTIR observados por ANSARIFAR, et al. 2017, na
formulagdo de MCM pelo método LbL, constituidas de fibrilas isoladas de proteina
de soja (SPI) e pectina com auto grau de metoxilagdo (HMP), utilizadas para
revestimento do limoleno, demonstraram estabilidade do limoleno na matriz
polimérica, e a ndo interacdo do mesmo com as camadas poliméricas, 0S picos
caracteristicos do limoleno ndo sdo observados nos espectros das camadas

poliméricas de 1, 2, 5 e 6 (Figura 35).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0300944017307129#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0300944017307129#!
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Figura 35. Espectros FTIR de matérias-primas e materiais de encapsulacao.
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Fonte: ANSARIFAR, et al., 2017.

5.6 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A técnica de DSC determina a quantidade de energia necesséaria para
manter a amostra & mesma temperatura da referéncia, na qual se acompanha a
variacdo de energia entre a amostra e da referéncia. Acompanhando a variacdo na
temperatura de uma amostra, havendo liberacdo de calor o processo € exotérmico,
com absorcao de calor o processo é endotérmico. Os fenbmenos detectados sao:
transicao cristalina, fusdo, vaporizacdo, adsorcdo, transicdo vitrea, desidratacao,
decomposicdo, combustdo, polimerizacdo, pureza e estabilidade térmica, entre
outros (BARACAT,; et al. 2004; BERNAL; et al. 2002).

A Figura 36 mostra o perfil de decomposicdo térmica da HMC, a Figura 37
mostra o perfil de MCM, Figura 38 representa o perfil de MCM contendo HMC e a
Figura 39 demonstra as curvas sobrepostas de DSC da HMC, MCM inerte e
contendo HMC.

A curva de DSC da HMC (Figura 36) demonstra um pico em 117 °C,
segundo WEI (2017) e TSIRIGOTIS-MANIECKA (2017) o pico visualizado proximo a
120 °C refere-se a evaporacdo de agua e/ou presenca de impurezas. Observa-se
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um pico endotérmico em 247 °C e um pico exotérmico em 266 °C, segundo WEI
(2017) se refere a fuséo e recristalizagdo da hesperidina respectivamente.

Figura 36. Curva DSC da HMC.
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As Figuras 37 e 38 mostram a curvas de DSC da MCM inerte e MCM
contendo farmaco respectivamente, a curva de MCM inerte apresenta trés estagios
de degradacdo em 165°C, um pico exotérmico mais proeminente em 195 °C, um
pico em 216 °C. Na MCM contendo HMC a amostra demonstra dois estagios de
degradacédo, o pico de maior intensidade ocorre em 197 °C, e em 233°C,
demonstrando um pequeno deslocamento na temperatura de degradacdo quando

comparada a MCM inerte.
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Figura 37. Curva DSC da MCM inerte.
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A Figura 39 demonstra as curvas de DSC sobrepostas da HMC, MCM inerte
e MCM contendo farmaco, e observa-se que os picos de degradacdo da MCM inerte
e MCM contendo HMC ocorrem na mesma faixa de temperatura, enquanto 0s picos
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de fusdo e de recristalizacdo da HMC nao séo observados na curva da MCM
contendo HMC, esse resultado indica que a HMC estd contida no nucleo da
microcapsula, foi revestida pelos biopolimeros e ndo se encontra presente em sua
camada mais externa, favorecendo a liberacdo lenta do farmaco, como observado

nos resultados obtidos na liberacéo in vitro (Figura 17).

Figura 39. Curvas de DSC da (---) HMC, (---) MCM inerte e (---) MCM contendo
HMC.
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Assim como foi avaliado por YUN; et al. 2016, no estudo da formacao de um
complexo de inclusédo de hesperidina metil chalcona com Hidroxipropil-p-
ciclodextrina (HP-B-CD), foi avaliado termogramas DSC de HMC, de HP-B-CD e de
seu complexo de inclusdo. O termograma DSC do complexo de inclusédo tem apenas
um amplo pico endotérmico em cerca de 80 °C, caracteristica da HP-B-CD,
indicando a formacao do complexo de incluséo.

Segundo TSIRIGOTIS-MANIECKA; et al. 2017, no estudo no revestimento
de hesperidina com microesferas de alginato de sddio, alginato com quitosana e
alginato com gelatina, a caracterizagéo térmica foi realizada através da analise de

calorimetria exploratoria diferencial (DSC). O termograma da hesperidina mostrou
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dois picos endotérmicos a 145 °C e 262 °C, o primeiro pico provavelmente esta
relacionado a evaporacdo da agua, o segundo pode ser atribuido a sua fusado, o pico
exotérmico a 275 °C indica a decomposicdo de HESP. Os termogramas de AP e
ACP revelaram amplos picos endotérmicos em torno de 135 °C e 115 °C
respectivamente, devido a fusdo de alginato, apresenta picos exotérmicos 305 °C e
280 °C, respectivamente, correlacionados com a degradacdo dos polimeros
utilizados - alginato e quitosana. Os termogramas alginato com quitosana e alginato
com gelatina, a 245 °C e 240 °C respectivamente, correspondem provavelmente ao
derretimento da HESP. Pode-se observar que as microesferas estudadas,
mostraram um tipo similar de padréo de perda de peso durante o experimento.
Diferentemente do que foi observado no DSC da MCM contendo HMC, na
gual o pico de fusdo da HMC néao foi obervado, indicando que a Hesperidina metil

chalcona foi encapsulada pelo biopolimero (Figura 39).

6 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que as microcipsulas multicamadas apresentaram
melhor eficiéncia de encapsulacdo, quando comparada as microcapsulas
unicamada.

Observou-se uma menor taxa de liberagdo de HMC revestida por MCM, no
teste de liberacéo in vitro.

Os resultados obtidos de tamanho de particula demonstraram maior coesao
entre 0s polimeros com o aumento de numero de camadas. Observou-se no
potencial zeta aumento da estabilidade das MCM inerte com aumento do niumero de
camadas poliméricas.

Por meio do FTIR, observou-se que o espectro da MCM inerte se assemelha
ao espectro da MCM contendo HMC, indicando que a HMC est& contida no interior
da microcapsula, foi revestida pelos biopolimeros e ndo se encontra presente em
suas camadas mais externas.

Com a sobreposi¢cédo das curvas de DSC observa-se que os picos de fuséo
da MCM inerte e MCM contendo HMC ocorreram na mesma faixa de temperatura,

enquanto os picos de fusédo e de recristalizacdo da HMC né&o séo observados na
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curva da MCM contendo HMC, esse resultado indica que a HMC esta contida no
nucleo da microcapsula e foi revestida pelos biopolimeros.

Os resultados obtidos at¢é o momento indicaram a formacdo de
microcapsulas multicamadas contendo HMC, com liberacdo lenta do farmaco,
podendo ser um produto promissor para liberagéo sitio especifico na regiao colénica,
considerando as propriedades do flavondide escolhido para realizacao do trabalho.
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