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RESUMO

Neste trabalho obteve-se microesferas de cianocobalamina por spray drying em matriz de
silica preparada por método sol-gel a fim de avaliar seu potencial como sistema de
liberacao controlada. O farmaco foi adicionado a fase sol posteriormente atomizada em
um mini-secador Spray Dryer Bichi 190. Foram investigadas diferentes condi¢cdes de
sintese: pH, proporcao agua/tetraetilortossilicato, concentragdo de farmaco e influéncia do
polietilenoglicol (hibrido silica/polietilenoglicol). As microesferas foram caracterizadas por
infravermelho (FT-IR), analise térmica (TGA, DSC), picnometria de hélio, distribuicao
granulométrica laser, microandlise (EDS) e microscopia eletrénica de varredura (MEV),
difragao de raios X, adsorgcao de nitrogénio (BET), cromatografia liquida de alta eficiéncia
e perfil de liberacdo in vitro. A técnica de secagem por spray drying mostrou-se
promissora para produgdo de microparticulas esféricas com estreita distribuicao
granulométrica. As microesferas de silica apresentaram superficie lisa e, quando
preparadas a partir de fase sol diluida (Rw=42), observou-se estruturas ocas e
aglomeradas. O perfil de liberagdo das amostras em saco de dialise apresentou efeito
burst no sexto dia, seguido de um segundo periodo de liberagédo lenta. Quando o ensaio
de liberacao in vitro foi conduzido por dispersao direta das microesferas no meio liquido, a
liberacdo mais importante da cianocobalamina ocorreu em 24h. Deste modo, verificou-se
que o saco de didlise impée uma modificacdo ao perfil de liberacdo do farmaco. A
liberacdo de cianocobalamina das microesferas n&o foi afetada pelas diferentes
proporgbes agua/alcéxido utilizadas nas formulagcdes. A liberacdo lenta da
cianocobalamina foi associada a baixa porosidade e ao efeito inibidor do mecanismo de
erosao das microesferas, resultante da provavel saturagéao de silica no meio de liberagao.

Palavras-chaves: sol-gel; spray drying; microesferas de silica; cianocobalamina.
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SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND /N VITRO RELEASE RATE OF
CYANOCOBALAMIN SOL-GEL PROCESSED SPRAY-DRIED SILICA MICROSPHERES

ABSTRACT

In this study, the release rate of cyanocobalamin from different sol-gel spray-dried silica
microspheres formulations was investigated. The drug was incorporated into a sol phase
of a silica precursor, tetraethyl orthosilicate (TEOS), before spray drying with a Buchi
laboratory scale equipment. The effects of the sol phase pH, the drug loading, the
water/alkoxide ratio of sol as well as polyethylene glycol (M, 6000) influence (hybrid
microspheres) on the release behavior of drug and characteristics of microspheres were
investigated. The microspheres were carefully characterized with Fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR), thermal analyze (TGA, DSC), helium picnometry, laser
diffractometry, microanalyses (EDS) and scanning electron microscopy (SEM), X-ray
diffraction (XRD), high performance liquid chromatography (HPLC), nitrogen sorption
measurements (BET) and in vitro release. Spray drying showed that it is a promising way
to produce spherical silica gel particles with a narrow particle size range for controlled
delivery of cyanocobalamin. Silica gel microspheres had a smooth surface. Microparticles
prepared from diluted sol (Rw=42) showed some structures aggregated, clustered and
empty. The release from samples into dialyzes sacs showed a burst effect in the sixth day
and, after that, a slow release period. Although, when the assay was performed without
dialyze bag the most important release of drug occurred in 24h. It showed that dialyze sac
had its own influence on the release rate of the system. The water/alkoxide ratios used
under experimental conditions did not influence the cyanocobalamin release rate from the
spray-dried silica microspheres. The slow release was associated with a very small BET
surface area and the data obtained here also suggested that the possible rate-limiting step
of release was the saturation of bulk solution with silica resulting in the inhibition of both
erosion of matrix and diffusion of drug.

Keywords: sol-gel; spray drying; silica gel microspheres; cyanocobalamin.



1. INTRODUGAO

As perspectivas para melhoramento e novos materiais a partir de processo sol-gel
aumentam a medida que novos conhecimentos sdo gerados com avangos na ciéncia
de processamento sol-gel, desenvolvimento de estruturas e relacdo estrutura/
propriedades.

Gracas a versatilidade do processo sol-gel, a matriz de silica gel tem sido utilizada
para liberacao controlada de diferentes tipos de ativos, sejam estes proteinas ou
farmacos. Por ser um material biocompativel e biodegradavel, possui grande potencial
para administracao parenteral (KORTESUO et al., 2000).

Nos ultimos anos, spray drying se tornou um processo alternativo para preparagao de
particulas de silica gel para obtengcao de sistema de liberagao controlada. Durante o
processo, a silica sol é forcada a uma rapida condensacdo sob aumento da
temperatura. Isto € muito vantajoso em relagcdo ao método de preparo de monolitos em
que a polimerizagdo espontanea ocorre ao longo de um periodo, embora particulas
obtidas por spray drying resultem num material com nucleo significativamente menos
poroso que os monolitos (AHOLA et al, 2000). Em geral, a estrutura de monolitos
silica xerogel resulta em uma liberagao mais rapida do ativo quando comparado com
as microparticulas obtidas por spray drying (KORTESUO, 2001).

De forma geral, os processos utilizados para encapsulamento de farmacos e proteinas
em matriz de silica podem ser divididos em duas categorias: in situ, através da adicao
durante o preparo da fase sol e poés-impregnacgao, quando o ativo é encapsulado apds
a obtencao do gel. Elevado grau de impregnacdao e homogeneidade pode ser obtido
através da pés-impregnagéo. Porém, em muitos casos a liberagéo € rapida devido a
porosidade e difusdo para o meio. O preparo in situ ndo exibe porosidade e assume-se
que a liberagédo pode ser baseada na erosdo (CZURYSZKIEWICZ et al., 2005).

Considerando a farmacologia e a posologia no tratamento de doengas decorrentes da
caréncia de vitamina B12, esta € uma importante candidata para desenvolvimento de
sistemas de liberagéo controlada. A administragdo parenteral da vitamina B12 por via
subcutanea ou intramuscular € muito importante no tratamento de doencas causadas
pela deficiéncia da mesma, tal como a anemia perniciosa. A vitamina B12 é
rapidamente e quantitativamente absorvida a partir da administracao intramuscular e



subcutanea. O nivel plasmatico deste farmaco atinge a concentragdo maxima em uma
hora a partir da administracao intramuscular. Contudo, ocorre grande perda da dose
administrada através da excreg¢ado urinaria. Este fato, associado a necessidade de
maior conforto, justificam o desenvolvimento de um sistema de liberagao controlada da
vitamina (CHIEN, 1992). Ressalta-se que na area farmacéutica veterinaria, a posologia
torna-se ainda mais critica devido as dificuldades e custo do manejo de grandes

animais.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi de desenvolver um estudo de obtencao de
microesferas de vitamina B12 por spray drying em matriz de silica preparada por
método sol-gel a partir de diferentes formulagdes, variando-se as condi¢cdes de

sintese.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Preparo, caracterizacao e avaliacdo do perfil de liberagcao in vitro de microesferas de
cianocobalamina em matriz de silica e hibrido silica/polimero orgénico preparadas por
método sol-gel utilizando spray drying.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obtencao de microesferas de cianocobalamina em matriz de silica e hibrido
silica/polietilenoglicol preparadas por método sol-gel utilizando spray drying;

- Estudo do efeito de parémetros de sintese sol-gel (pH do sol; proporgéao
agua/tetraetilortossilicato; concentragéao de farmaco e adi¢cdo de polietilenoglicol)
nas caracteristicas das microesferas;

- Caracterizagao fisico-quimica das microesferas;

- Avaliacdo do perfil de liberagao in vitro.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. PROCESSO SOL-GEL

O processo sol-gel vem atraindo grande interesse desde meados da década de
setenta devido a sua aplicacdo na sintese de materiais ceramicos: pos ultrafinos,
filmes finos e recobrimento, fibras, membranas inorganicas microporosas, moldagem
ou extrusdo de diversas formas. Esse processo consiste na obtencdo de uma matriz
inorganica pela conversao de precursores moleculares, por rea¢ao quimica, resultando
na formagao de um sol e sua transformacao em um gel Umido, que apds a retirada do
liquido, forma o gel seco e poroso que pode ser sinterizado em um sélido denso e
amorfo (LEV et al., 1995; CHEETAHAM; MELLOT, 1997).

Um sol € uma dispersao coloidal de um sélido em um meio liquido ou gasoso, ou seja,
o sol € um fluido. Se as particulas solidas formam pontes entre si gerando alguma
resisténcia mecénica, o sistema passa a ser denominado gel (REMINGTON, 2000).
Sistemas coloidais sdo definidos como uma fase dispersa de particulas com
dimensdes entre 1nm e 100nm em um meio de dispersdo (BUCKLEY; GREENBATT,
1994). No caso de particulas sol contendo entre 10% e 10° moléculas as interacdes
sao tipicamente de ordem molecular e ndo de nivel coloidal. Este caso é caracteristico
do processo de hidrélise/condensacdo a partir de compostos alcéxido metalicos,
chamados de organometalicos, que partem de uma solucdo que evolui formando uma
suspensao coloidal (sol) e, em seguida, o gel (SEGAL, 1989; MAURITZ, 2001).

A forga gravitacional nas particulas coloidais pode ser desprezada e a interagao ocorre
por for¢as de curto alcance, como as forgas de Van de Waals e as elétricas devido as
cargas na superficie das particulas (BRINKER; SCHERER, 1990). A formacdo de um
gel pode ocorrer tanto pela redugéo da carga superficial das particulas suspensas, que
perdem sua mobilidade através da agregacao (gel particulado ou gel coloidal) quanto
por polimerizagdo de um precursor hidrolisado (gel polimérico) formando uma rede
tridimensional rigida e porosa (DISLICH, 1985; HENCH; WEST,1990). O ponto de
gelacdo, tqe, € definido como o ponto no qual a rede tridimensional formada é capaz de
suportar tensdes elasticas (BRINKER; SCHERER, 1990).



O gel pode ser descrito como sistema de duas fases, uma € o esqueleto sélido e outra
€ um liquido ou fase gasosa que preenche o sistema poroso. Se os poros estdo
preenchidos com liquido de base alcodlica o sistema é denominado alcogel e se o
liquido é removido por secagem térmica, o gel seco é chamado xerogel. Quando o
liquido é removido da estrutura do gel sob condi¢des hipercriticas, a sua estrutura nao
colapsa e um aerogel de baixa densidade é produzido (HENCH; WEST,1990; LEV et
al., 1995).

O processamento sol-gel de alcoxidos metdlicos é resultante da susceptibilidade dos
alcoxidos a hidrélise. A rota apresentada na Figura 3.1 parte de uma proporgcédo de
agua/alcool/alcéxido que por hidrélise do alcéxido forma um gel como monolito rigido,
fibras, pés ou filme (SEGAL, 1989). Particularmente, o tetraetilortossilicato (TEOS),
Si(OC2Hs)4, € um dos alcoxidos mais estudados (SEGAL, 1989; TOKI et al., 1988;
HENCH; VASCONCELQOS, 1990; BUCKLEY; GREENBLATT, 1994; LENZA, 2001,
2002). Também uma grande variedade de co-precursores, tais como
metiltrimetoxisilano e feniltrietoxisilano, podem ser utilizados na preparacdo de

matrizes de xerogéis a fim de alterar suas propriedades fisicas (RAO; KALESH, 2004).

hidrélise L.
calcinacao
Gel —>  Produto

(6xido)

Solucéo de
alcoxido (sol)

v

Figura 3.1 - Processamento sol-gel usando precursor alcoxido.
FONTE: SEGAL (1989)

O interesse pelo processo sol-gel nas ultimas décadas € motivado por diversos
fatores: baixa temperatura utilizada para processamento; manipulagdo da estrutura do
material em escala extremamente fina, na ordem de nandmetros; elevado grau de
homogeneidade do produto acabado devido as propriedades das matérias-primas;
preparo do gel sob condigbes estequiométricas e com elevado grau de pureza;
possibilidade de obtencdo de materiais hibridos organo-inorganicos através de grupos
organicos permanentes na solucdo; possibilidade de sinterizagdo de p6 ceramico



ativo; custo de materiais e processo € compativel com as aplicagcées (DISLICH, 1985;
HENCH; VASCONCELOS, 1990; HENCH; WANG, 1990; AHOLA, 2001). Essas
vantagens geraram aplicacées em diversas areas conforme ressaltou ULRICH (1990):
Optica, biossintese e materiais multifuncionais (Figura 3.2).

MACKENZIE (1982) enumerou as desvantagens do processo sol-gel, entre outras:
grande contracdo do gel durante a secagem; longo tempo de processamento;
existéncia de poros residuais; residuos de grupos hidroxila e de carbono no material e
toxicidade dos precursores.

Ressalta-se que uma das principais caracteristicas do processo sol-gel € a grande
variacao na estrutura dos poros (tamanho, distribuicdo, area superficial, porosidade).
Assim, variagbes da rede podem ser introduzidas pelo controle das reagbes de
hidrélise-polimerizagdo do alcoxido. O controle da estrutura dos poros é de grande
interesse por ser critica nas propriedades fisicas do produto final e na determinagéao
das condi¢gbes de processamento (LENZA, 2002). HOANG; LEE (1997) avaliaram o
tamanho de poros dos géis de silica preparados a partir de reacdo de hidrélise de
tetrametilortossilicato (TMOS) a pH 8,5, pH 10,2 e pH 11,2 e constataram um aumento
do tamanho de poro com o0 aumento do pH.

3.1.1. Quimica do Processo

Uma das vantagens da rota alcoxido é a possibilidade de controlar as taxas das
reacdes por meios quimicos e nao através da quimica dos coldides ou de superficies,
além da grande solubilidade dos precursores numa série de solventes organicos
(SCHMIDT, 1988).
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Figura 3.2 - Aplicagbes do processo sol-gel
FONTE: BRINKER; SHERER, (1990); MACETI (2003)

As propriedades fisicas e quimicas das silicas xerogéis preparadas por hidrélise e
condensagado (Equacgdes. 3.1, 3.2 e 3.3) do alcoxisilano, (RO),Si, podem ser
influenciadas pela natureza e concentracao dos reagentes usados, temperatura, pH e
razdo molar agua/alcoxido (HENCH; WEST, 1990; WEN; WILKES, 1996). As
propriedades do gel dependem especialmente do tipo e concentragcdo do catalisador
usado. Estudos demonstraram que as modificagbes quimicas e fisicas na matriz
alteram o perfil de liberagéo dos agentes ativos (NICOLL, 1997; AHOLA, 2001).

As seguintes reagdes ocorrem na producdo de géis silicatos poliméricos tendo um
precursor alcoxido:

- Hidrdlise:

=Si-OR + H,0 — » =Si-OH + ROH (3.1)



- Condensagéo alcodlica:

=Si-OR + HO-Si —* =Si-0-Si= + ROH (3.2)

- Condensagéao aquosa:

=Si-OR + HO-Sig —» =Si-0-Si=  + H.O (3.3)

em que R é um grupo alquila.

Dependendo da quantidade de agua e do catalisador, a hidrélise do tetraalcéxido pode
ocorrer até se completar totalmente, ou seja, até que todos os grupos alcoxidos (OR)
tenham sido substituidos por hidroxilas (OH).

SiOR), +4H,0 ___,  Si(OH), + 4ROH (3.4)

A hidrolise também pode ser incompleta, gerando espécies parcialmente hidrolisadas
do tipo Si(OR)4,(OH),. Como a agua é um produto de condensagao subsequente,
teoricamente uma pequena quantidade de agua presente, razao molar Rw = [H,OJ/[Si]
= 2, seria suficiente para completar a hidrélise e produzir uma silica anidra (BRINKER;
SCHERER, 1990).

Si(OR), +2H,0 ——»  SiO, + 4ROH (3.5)

Porém, mesmo em condi¢cdes de excesso de agua (Rw>4), a hidrélise ndo ocorre
totalmente devido aos efeitos de impedimento estérico e por causa das reacdes
reversas de esterificacdo e alcdolise que estariam restabelecendo novamente as
ligacdes Si-OR dos alcéxidos (BRINKER; SCHERER, 1990).

Por sua vez, a reacdo de condensacao envolvendo grupos silanol (Si-OH) produz
ligacdes siloxanas (Si-O-Si) mais agua ou alcool e pode iniciar antes da finalizagdo da
hidrélise (HENCH; WEST, 1990).



Uma vez que alcoxisilanos ndo sdo misciveis com agua e sao sensiveis a mesma, um
solvente miscivel em ambos, tal como alcool, é usado como agente homogeneizador
(HENCH; WANG, 1990; MAURITZ, 2001).

Hidrolise

A reacgao de hidrélise é mais rapida e completa quando sao utilizados catalisadores,
tais como &cidos minerais, amdnia, acido acético, acido fluoridrico, hidroxido de
potassio entre outros. Um grande niumero de estudos tem focado os efeitos dos acidos
e bases e da concentracdo de agua no controle das reagdes de hidrolise e
condensagao, no tempo de gelacdo e nas propriedades do produto final (GUN;
TSIONSKY; LEV, 1994; BOGOMOLOVA; JACHKIN; KRASILNIKOVA, 1998;
BOURGET et al., 1998; AHOLA et al., 2001).

A taxa e a extensdo da hidrélise sdo afetadas principalmente pela natureza e
concentracdo do catalisador acido ou basico. Acidos fracos requerem longo tempo de
reacao enquanto os &cidos fortes, que funcionam de maneira similar, tornam a reagéo
mais rapida. A reacao de hidrélise em sistemas acidos é de primeira ordem em relagéo
a concentragdo do &cido. A hidrélise em meio alcalino tem 0 mesmo comportamento
em termos da concentragcao do catalisador (AELION et al., 1950; AHOLA et al., 2001).

Reacdes catalisadas por base e acido ocorrem por substituicdo nucleofilica (SNy) e
estao representadas nas Figuras 3.3 e 3.4. No mecanismo catalisado por &cido, uma
rapida protonagao do grupo alcoxido ligado ao silicio torna-o mais susceptivel ao
ataque nucleofilico da agua. A partir da estrutura de transicdo em que o silicio esta
pentacoordenado, o alcool € o melhor grupo abandonador e é eliminado, resultando na
inversao do tetraedro. Por outro lado, a hidrolise catalisada por base é lenta, uma vez
gue os oxigénios dos alcéxidos tendem a repelir o nucledfilo, OH". Contudo, a partir da
hidrélise inicial, as reagbes subseqiientes se processam mais rapidamente com cada
grupo alcoxido sendo mais rapidamente removido que o anterior. No mecanismo
catalisado por base, a agua se dissocia para formar a hidroxila que atua como
nucledfilo atacando o atomo de silicio (BUCKLEY; GREENBLATT, 1994; MAURITZ,
2001).



Figura 3.3 - Mecanismo de hidrélise catalisado por acido

HOo == H* + {4

—8i—0R + OH =—=|R0—%—0-H| =——= R—0—%—0-H ==—= |Rg—%— 0-H| =——= —&—0H + RO

Figura 3.4 - Mecanismo de hidrolise catalisado por base.

O papel de doze diferentes catalisadores no processo sol-gel de silica utilizando TEOS
como precursor foi estudado por POPE; MACKENZIE (1986) que concluiram:
diferentes catalisadores produziram significantes variacées nas propriedades dos géis
secos e sinterizados; o tempo e propriedades do gel ndo dependem somente do pH da
solugdo, mas também do mecanismo catalitico; géis catalisados por acido fluoridrico
exibem rapida geleificagdo devido a substituicdo nucleofilica do ion F’, ou seja, a
maioria dos géis catalisados por HF é similar aqueles catalisados por bases, o que
sugere que as funcées OH e F sao similares neste sentido.



Condensacao

ILER (1979) dividiu o processo de polimerizacdo em trés dominios de pH: pH<2, pH
entre 2 e 7 e pH>7. Para tanto, foi considerado o ponto isoelétrico (PIE) da silica que
ocorre em pH na faixa de 2. O pH 7 é considerado limite porque as particulas de silica
sao ionizaveis apreciavelmente acima do mesmo, maximizando a taxa de dissolugéo,

de forma que o crescimento das particulas ocorre sem agregagao ou geleificagao.

O mecanismo mais aceito para condensacao por catdlise envolve o ataque silanol

desprotonado e uma espécie neutra de silicio.
=Si0C + =SiOH - Si-O-Si + OH (3.6)

Esta reacao ocorre acima do ponto isoelétrico da silica em que os grupos silanéis da
superficie podem ser desprotonados, dependendo de sua acidez, que esta em funcao
dos substituintes ligados ao atomo de silicio (BRINKER; SCHERER, 1990).

A taxa de condensacao é maxima proxima a um pH neutro, onde a concentracao de
silandis protonados e desprotonados é parecida. Esta taxa € minima perto do ponto
isoelétrico (BRINKER; SCHERER, 1990).

A condensacao ocorre preferencialmente no centro dos oligbmeros, que sdao mais
acidos, visto que a acidez do silicio segue a seguinte ordem Si-OR < Si-OH < Si-O-Si
e a concentracdo de espeécies alcdxidos ndo hidrolisadas, € sempre maior nas
extremidades. Portanto, s6is em condi¢cdoes alcalinas fracas e acidas moderadas
apresentam significante extensao de grupos silanol (SiO) desprotonado que resulta
em aumento da taxa de condensagado e formagao de espécies de silica altamente
ramificadas e com particulas esféricas. Geleificagdo dessas espécies cruzadas resulta
na formacao de mesoporos com tamanho entre 2nm e 50nm (BRINKER; SCHERER,
1990; MEIXNER; DYER, 1999; FRANKEN, 2003).

Em pH abaixo do PIE o tempo de geleificacdo aumenta e resulta na formagdo de
cadeias de silica lineares e randomicamente cruzadas, de estrutura muito porosa, com
diametro de poros < 2nm (MEIXNER; DYER, 1999).



- Polimerizagdo em pH menor que 2:

Em pH<2 a dissolucdo das particulas € negligenciavel e a geleificacao é retardada
pela carga positiva da superficie. A taxa de hidrélise e condensacgéo é proporcional a
concentracdo de H3O" (ion hidrénio). Policondensacdo em pH fortemente &acido
resulta em materiais densos e de baixa area superficial (LEV et al., 1995). A formagao
e agregacao das particulas primarias ocorrem ao mesmo tempo dando origem a uma

cadeia polimérica composta de particulas primarias muito pequenas.

=Si-OH + H+ *=———, =Si-O*-H, (3.7)
rapida
4—
=Si-O"™-H, + HO-Si= W =Si-0-Si= + H0' (3.8)

- Polimerizag&o na faixa de pH entre 2 e 7:

Acima do PIE, a taxa de condensacado é proporcional a concentragdo de OH. A
condensacao ocorre preferencialmente entre espécies mais condensadas, sugerindo
gue a taxa de dimerizacao é lenta (Equacdes 3.9 e 3.10). Contudo, uma vez que 0s
dimeros sao formados, eles reagem preferencialmente com monémeros para formar
trimeros que também reagem com mondmeros para formar tetrameros. A ciclizacdo
ocorre devido a proximidade das cadeias terminais e consideravel diminuicdo da
populacdo de mondmeros. Posteriormente, ocorre a adigdo de espécies de menor
peso molecular a espécies mais condensadas e agregagao das espécies condensadas
para formarem cadeias e redes. Devido a baixa solubilidade da silica nesta faixa de
pH, o crescimento das particulas para quando elas atingem 2 a 4nm (MAURITZ,
2001).

=SiOH + OH *=———, =Sj-O0° + H),0 (3.9
rapida
=Si-0° + HO-Siz *=——— =Si-0-Si= + OH (3.10)

lenta



- Polimerizagdo em pH maior que 7:

As mesmas equacgbes descritas acima representam a polimerizacdo em pH maior que
7. Nesta condicao, as particulas de silica estdo carregadas negativamente e estas
espécies ionizadas repelem-se mutuamente. Em pH acido, o crescimento das
particulas para quando estas atingem o tamanho de 2 a 4nm, enquanto que, em pH
maior que 7, o crescimento das particulas € dependente principalmente da
temperatura e particulas com mais de 100nm podem ser formadas (particulas sol). Em
condicbes 4acidas, préoximas ao PIE, as forgas repulsivas entre particulas sao
pequenas e as particulas colidem e formam redes continuas. Por outro lado, em pH
alcalino, o crescimento ocorre principalmente através da adicdo de mondémeros as
particulas mais condensadas e esta associado as suas solubilidades, que dependem
dos seus raios de curvatura. O crescimento cessa quando a diferenca de solubilidade
entre as particulas maiores e menores se torna indistinguivel. Este processo é
conhecido como Ostwald ripening (ILER, 1979; BRINKER; SCHERER, 1990;
MAURITZ, 2001).

Em resumo, um pH elevado acelera a hidrélise e condensacao, aumenta a dissolucéao
das particulas de silica e resulta em espécies de baixo peso molecular. Estas
condigcdes também aumentam a desprotonacéo e a carga superficial e, desse modo,
retarda a agregacao e geleificagdo. Os monolitos estruturados sdo blocos densos e
grandes que exibem grande fracdo de vazios, com diametro de poros e &rea
superficial medianos (LEV et al., 1995).

Razao Molar Agua/ Alcéxido (Rw)

A razado molar de agua/alcéxido (Rw) é fator importante para controle da nanoestrutura
do produto. Valores elevados de razdo molar agua/alcoxido levam a uma hidrélise
mais completa dos monémeros antes da condensacdo. Diferentes extensdes de
hidrélise de monémeros podem afetar as taxas relativas das reagdes de condensagao
que produzem agua e das que produzem alcool. O mecanismo de condensagao que
produz alcool é favorecido em condi¢cdes subestequiométricas de agua (Rw << 2) e o
mecanismo de condensacao que produz agua é favorecido quando Rw>2. (BRINKER;
SCHERER, 1990; BUCKLEY; GREENBLATT, 1994; MAURITZ, 2001).



Quando Rw ¢é baixa, a condensacao alcodlica € dominante e o tempo de geleificacao é
maior, resultando em um material mais microporoso. Géis preparados com alta
concentracdo de agua (Rw>4) mostram microestrutura mais grosseira que géis
preparados a partir de menor concentragdo de agua (Rw<4) (RO; CHUNG, 1991).
Entretanto, quando Rw é maior que 10, a microestrutura ndao é muito afetada pela
quantidade de agua. Os géis preparados com baixa concentragdo de agua tém mais
ligantes alcoxidos que nao reagiram que aqueles com alta concentragéo de agua e,
portanto, formam estruturas mais linear (KUSAKABE et al., 1999). Uma grande
concentracdo de agua conduz a formagdo de estruturas mais ramificadas e,
consequentemente, mais porosas e com maior area superficial. Deste modo, fibras

podem ser obtidas partir de baixas Rw e baixo pH (LEV et al., 1995).

Pode-se acrescentar que catalise acida e baixa proporcdo de Rw resultam em séis
poliméricos pouco ramificados e géis que, apOs secagem, apresentam-se como
xerogeis microporosos com textura muito fina; por outro lado, catélise bésica e uma
elevada proporcao de Rw produzem particulas coloidais que formam xerogéis meso
ou macroporosos compostos de particulas densas e nao porosas. Condicoes
intermedidrias, tal como catdlise acido-base, resultam em estruturas e texturas
intermediarias (BOURGET et al., 1998).

3.1.2. Descricao do Método Sol-Gel e Aplicagbes

Varios métodos sao descritos para obtencao de produtos a partir do processo sol-gel,
dentre os quais se pode citar:

- Geleificagao de pos coloidais (HENCH; WEST, 1990; HENCH; VASCONCELOS,
1990);

- Hidrélise e policondensagdo de precursores alcoxidos, seguidas de secagem
hipercritica dos géis, resultando nos aerogéis (HENCH; WEST, 1990; MONER-
GIRONA et al., 2003; RAO; KALESH, 2004);

- Hidrdlise e policondensacao de precursores alcoxidos, seguidas pela secagem em
condicdes de pressao atmosférica, gerando os xerogéis (HENCH; WEST, 1990;
JAIN, T. K., 1998);

- Ultrasonicagao para preparo de particulas uniformes e monodispersas (RAO et al.,
2005)



Técnicas de processamento foram introduzidas a fim de diminuir tempo de processo e
obter estrutura e propriedades especiais como secagem por liofilizacdo, gerando os
criogéis (PHALIPPOU, 2000); polimerizagédo e secagem por spray drying (SIZGEK;
BERTLET; BRUNGS, 1998; KORTESUO et al., 2002; VIITALA; JOKINEN; MAUNU,
2005; CZURYSZKIEWICZ et al., 2005).

Silica xerogéis sado bons candidatos a sensores quimicos, sistemas de liberagao
controlada, aplicacdes oépticas e eletrocromicas. Sdo aplicados em cromatografia,
catalise e em estudos de separagdo de gases. Os aerogéis sdao materiais muito
porosos usados em detectores de particulas e isoladores térmicos, coleta de material
em pesquisa espacial e em muitos estudos de fluidos confinados, especialmente hélio
ou mistura de hélio (GELB RESEARCH GROUP, 2003).

Xerogéis e aerogéis de silica sdo preparados com titanio, vanadio e outros metais
dopantes, ou preparados a partir de outros 6xidos € sdo materiais promissores como
suporte de catalise e em aplicagdes eletroquimicas e células solares. Filmes finos de
xerogéis podem ser usados nas areas de sensores, eletrdnicos, oOptica, lubrificacao.
Materiais moldados tiveram sua primeira produgcdo, o chamado MCM-41, em 1992
demonstrando que estruturas com poros bem regulares poderiam ser obtidas em
escalas muito mais amplas que aquelas presentes em zedlitos (GELB RESEARCH
GROULP, 2003). Os recentes desenvolvimentos em moldagem e outras tecnologias
em escala nanométricas e micrométricas sugerem um desenho racional de porosidade
para diferentes aplicagées (GELB RESEARCH GROUP, 2003; KOSSOVSKY et al.,
1994).

O uso de processo sol-gel para formar vidros a partir de precursores alcoxido € um
método bastante atrativo para criagdo de materiais organico-inorganico e bio-
inorgéanico. A silica porosa funciona como hospedeira e a substancia organica como
convidada (GILLILAND; YOKOYAMA; YIP, 2005). Nas areas farmacéutica, cosmética
e alimenticia, particulas porosas estdo sendo usadas para encapsulamento de
nutracéuticos, flavorizantes e fragrancias para aromatizagdo de alimentos, materiais
de embalagem ou fibras téxteis (VEITH; PRATSINIS, 2004). Preparac¢des de matrizes
de silica para encapsulamento de proteinas e farmacos tém sido fortemente

investigadas a mais de duas décadas nao sé pela biocompatibilidade deste material,



como também porque € possivel utilizar parametros de sintese e processo
compativeis com moléculas organicas mais sensiveis (LI et al, 2004;
CZURYSKIEWICZ et al., 2005 ; VIITALA; JOKINEN; MAUNU, 2005).

Particulas inorganicas com dimensdes que variam de nanometros a micrometros tém
sido empregadas com sucesso para revestimento de esferas, cristais e fibras
utilizando método sol-gel. Na maioria dos casos, os revestimentos sdo aplicados para
garantir as propriedades tanto do ndcleo quanto de seu proprio revestimento. Desta
forma, materiais organicos esféricos tém sido revestidos com varias camadas de
material inorganico resultando em particulas monodispersas com funcionalidade
inorgéanica na superficie (CARUSO; ANTONIETTI, 2001).

Em trabalho recente, RUPCICH et al. (2005) encapsulou, pela primeira vez, aptameros
de DNA em matriz de silica obtida por processo sol-gel. A matriz de silica mostrou ser
compativel e capaz de se transformar em barreira para entrada de enzimas
(nucleases) que poderiam degradar a espécie encapsulada. Consequentemente abre
possibilidade para desenvolvimento de tecnologias como instrumentos ou materiais
utilizando aptameros, tais como colunas de afinidade, sensores de fibra dptica e

“microarrays”.

3.2. SISTEMAS DE LIBERAGCAO CONTROLADA

3.2.1. Aplicacao

A tecnologia de sistemas de liberagao de farmacos realizou um avango quantico nas
Ultimas trés décadas a partir das formas farmacéuticas de liberagdo retardada na
década de sessenta até aos sofisticados sistemas de auto-regulacdo da década de
noventa (PARK; MRSNY, 2000). Farmacos podem ser liberados a uma taxa pré-
determinada por um periodo definido. Em geral, a taxa de liberagdo depende do tipo
de sistema e é independente das condigbes do ambiente. Esses sistemas podem
liberar o farmaco por periodos que variam de dias a anos (LANGER, 1995). Tais
avancos tecnologicos tém produzido muitas formas farmacéuticas clinicamente viaveis

e promovido o rejuvenescimento de farmacos antigos (PARK; MRSNY, 2000).



O desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada requer simultaneamente
consideracao de diversos fatores, tais como as propriedades dos farmacos, rota de
administracao, natureza do veiculo de liberacdo, mecanismo de liberagdo, capacidade
de direcionamento e biocompatibilidade (PARK; MRSNY, 2000).

Ha diferentes objetivos em sistemas de liberagao: - controle da duragado da agao do
farmaco e da concentragao do farmaco no organismo; - direcionamento do farmaco a
um local particular ou a células do organismo; - ultrapassar certas barreiras teciduais
como a da pele, do pulmdo e do intestino; - ultrapassar barreiras celulares
possibilitando importantes aplicagbes como a terapia génica (LANGER; PEPPAS,
2003).

De acordo com CHIEN (1994) e SENIOR; RADOMSKY (2000), as principais
vantagens dos sistemas de liberacdo controlada podem ser resumidasda seguinte

forma:

- Minimizar a toxicidade sistémica e maximizar a eficiéncia pela administracao direta
na regiao onde a liberacao sustentada é desejada;

- Reduzir a freqiiéncia da administragdo sem comprometer o sucesso do tratamento;

- Proteger o ativo da degradacdo que pode ocorrer no sitio de administragdo no
organismo;

- Aumentar a confianca no tratamento, ou seja, maior adesdo do paciente ao
tratamento;

- Frequentemente, argumentos farmacoecondémicos podem ser feitos em favor do
sistema de liberacao;

- Possibilitar a obtenc¢do de patente.

Por outro lado, SENIOR; RADOMSKY (2000) ressaltou as desvantagens:

- Usualmente nao é possivel interromper o tratamento apds a administragao;

- A maioria dos sistemas de liberagdo sao vantajosos quando se empregam ativos
potentes;

- E preciso estudar se novo efeito toxico pode surgir devido & longa permanéncia do

ativo no organismo;



- E preciso avaliar se é necessario o efeito inicial — “burst effect’, ou seja, liberagdo
imediata de grande quantidade de ativo apds administracdo, e qual seria o efeito
Caso OCOrresse;

- E importante avaliar se permanece algum residuo no local de administragao;

- E requerido estudar se ha algum efeito téxico devido ao carreador ou ao sistema

por si mesmo.

Produtos injetaveis tém algumas caracteristicas muito especiais que diferem de outras
formas farmacéuticas e tornam-se desafios para fabricagdo: seguranca toxicolégica,
ou seja, a maioria dos excipientes nao é suficientemente seguros para administracao
parenteral; esterilidade; isencdo de pirogénio; isotonicidade; compatibilidade com
outros componentes em preparagdes extemporaneas; minima dor e irritagao tecidual
(AKERS, 1999).

Uma alternativa bastante difundida para se obter um sistema de liberagéo controlada
injetavel consiste na utilizacdo de sistemas poliméricos para preparo de micro ou
nanoparticulas. Em geral, define-se particulas menores que 1um como nanocapsulas
e aquelas maiores que 1000um como macrocapsulas. Microcapsulas correspondem a
um diametro intermediario entre as nanocapsulas e as macrocapsulas. O material
empregado para preparo do nucleo das capsulas sao polimeros orgéanicos, em geral,
mas lipideos e graxas também podem ser utilizados (JAIN, R. et al., 1998).

As microcapsulas apresentam uma variedade de estruturas. Algumas sdo esféricas e
continuas com algum tipo de recobrimento (estrutura do tipo reservatério) e outras
podem ser irregulares e carregar particulas dispersas e sado denominadas
microesferas (MORRIS; CUFF, 1991; JAIN, R. et al., 1998; BURGESS, 2005).

As principais vantagens do uso de microparticulas s&o: proteger o ativo contra
degradacéo; reducao do numero de inje¢des; permitir o controle da liberagéo do ativo.
Somada a estas vantagens, a encapsulacdo de farmacos em microparticulas

potencialmente favorece a redugao da dor e da irritagédo tecidual (Tabela Ill.1).

SOHIER et al. (2003) utilizou um copolimero de blocos de polietilenoglicol-
tereftalato/polibutileno tereftalato (PEGT/PBT) para encapsular cianocobalamina por
processo de dupla emulsdo. As microesferas obtidas apresentaram morfologia regular,



de volume médio de 50 a 70um, adequadas para administracao parenteral. A adi¢cao
de alcool polivinilico a emulsdo agua/éleo, aumentou de 56% para 80% a eficiéncia de
encapsulamento. Também se verificou que a variacdo da composi¢cdao do copolimero
permitiu o ajuste da taxa liberagao e da eficiéncia de encapsulamento.

NEW ZEALAND PASTORAL AGRICULTURE RESEARCH INSTITUTE (1999)
desenvolveu uma composicao para uso veterinario (ovinos e caprinos) contendo
vitamina B12 encapsulada em matriz polimérica de poliésteres de acido latico ou acido
glicélico ou acido latico e glicolico e policaprolactona e seus copolimeros. A patente
reivindica que a preparacao obtida por suspensdo em meio oleoso de microesferas de
copolimero do acido polilatico e glicélico (95:5) contendo vitamina B12 encapsulada é
capaz de liberar no minimo 0,33ug/kg de peso vivo/dia durante periodo de até 360
dias.

Tabela Ill.1 — Potenciais de uso do microencapsulacao na reducao da dor e irritagéo

em administragdes injetaveis

Administragao do farmaco livre Vantagens da microencapsulagao

Contato direto com o tecido Contato direto é evitado devido a presenga

de microparticulas

Toda quantidade de farmaco esta disponivel | Liberacao lenta

imediatamente

Irritag&o devido ao solvente Solvente € usualmente agua

Irritacdo causada por degradacdao do|Microencapsulagdo protege contra a
produto no local de administracao degradagéao do farmaco
Injecbes freqlientes Reducéo do numero de administra¢des

FONTE: FATTAL et al. (1999)



3.2.2. Utilizacao do Processo Sol-Gel para Obtencao de Sistemas de Liberacao
Controlada

Silica xerogel derivada de processo sol-gel tem sido estudada como carreadora de
farmacos, peptideos e proteinas. Os agentes ativos podem ser incorporados a silica
xerogel por adsorgao a superficie do xerogel tratado com calor ou durante o processo
de preparo (SIEMINSKA; ZERDA, 1996; NICOLL; RADIN; SANTOS, 1997;
BOTTCHER; SLOWIK; SUB, 1998; FALAIZE; RADIN; DUCHEYNE, 1999; AHOLA et
al., 2000; AHOLA et al., 2001; ROVERI et al., 2005; WU, et al., 2005).

Matrizes de silica, de forma geral, apresentam caracteristicas tais como elevada
rigidez e boa resisténcia a abrasdo; negligenciavel intumescimento em solugdes
aquosas ou organicas; inércia quimica (baixa interagdo com analitos);
biodegradabilidade; estabilidade fotoquimica e térmica (LEV et al., 1995); ndo esta
sujeita a ataque microbiol6gico; ndo ha intumescimento ou alteracdo da porosidade
com modificacdo do pH (JAIN, T.K. et al., 1998).

O perfil cinético de liberacdo da matriz pode ser controlado pela adicao de polimeros
hidrossolUveis ou por sintese, pela adicdo de alcéxido organomodificado (UNGER et
al., 1985; BOTTHCER; SLOWIK; SUB, 1998; AHOLA et al., 2001). A velocidade de
liberacdo do farmaco também pode ser controlada pelo grau de secagem ou pelo
tamanho da particula (NICOLL et al., 1997; AHOLA et al., 2001) e, ndo menos
importante, pelo efeito dos poros (SANTOS; RADIN; DUCHEYNE, 1999). A superficie
da silica pode ser modificada pelo uso de agentes de acoplamento que aumentem a
superficie de afinidade e a liberagdo de farmacos hidrofébicos (OTSUKA;
TOKUMITSU; MATSUDA, 2000).

O mecanismo de liberacdo a partir de uma matriz de silica xerogel foi mais
extensivamente estudado nos ultimos anos. SIEMINSKA; ZERDA (1996) observaram
que progesterona difundiu da matriz obedecendo a segunda equacao de Fick e a taxa
de liberagdo foi governada pelas taxas de dissolugdo e difusdo. Por sua vez, a
liberacdo de toremifeno foi também controlada por difusdo e seguiu cinética de ordem
zero a partir de monolitos (AHOLA et al., 2000). Também a liberacao de heparina de
cilindros de silica xerogel obedeceu a cinética de ordem zero (AHOLA et al., 2001).



WU et al. (2005), por aplicacdo da lei de poténcias, sugeriu que mecanismo para
liberagao da lidocaina foi controlado por difuséo.

A possibilidade do uso do método sol-gel na obtencao de silica xerogel para sistemas
de liberagao de farmacos foi introduzida em 1983. Este material € biocompativel e nao
toxico. A degradagcdo da silica xerogel ocorre através da hidrélise das ligagoes
siloxano. A silica difunde do implante no local de administragdo, entra na corrente
sanguinea ou linfatica e é excretada na urina ou é ativamente fagocitada por
macrofagos (UNGER et al, 1985; RADIN et al, 2002; AHOLA et al, 1999;
KORTESUO et al., 2000).

Ressalta-se que proteinas e peptideos também podem ser processados pelo método
sol-gel (SANTOS; RADIN; DUCHEYNE, 1999). AHOLA et al. (2001) incorporaram
heparina em matriz de silica durante a policondensacédo de TEOS. Observou-se que a
heparina liberada manteve sua atividade biolégica. O gel catalisado por acido nitrico
liberou heparina mais rapidamente que o gel catalisado com acido acético e o gel seco

teve uma taxa de liberagdo menor que o correspondente mais umido.

VEITH; PRATSINIS (2004) produziram matriz de silica com aromas de diferentes
estruturas quimicas adicionando o farmaco convidado antes da etapa final de
geleificagdo para estudar os fatores mais importantes da imobilizagdo das moléculas.
Eles ressaltaram que a matriz em estado vitreo inibe a mobilidade molecular. Desta
forma, carreadores amorfos exibem muito baixa permeagéo, e a quantidade de aroma
liberado depende do poro e tamanho das particulas, do tamanho das microrregiées
reservatorias (vazios que funcionam como bolsas) no interior das particulas e da
espessura das paredes nestas areas. A natureza dos grupos funcionais, o peso
molecular, a polaridade e a volatilidade dos aromas sao parametros que determinam o
desempenho do sistema. Geralmente, a retengédo de compostos de elevada massa

molecular é favorecida.

Avaliando a liberagdo de corantes a partir de filmes de silica, GILLILAND;
YOKOYAMA; YIP (2005) verificaram que, apesar da interagdo entre cargas influenciar
a mobilidade da molécula este ndo é o fator dominante. A solvatacao do corante,
imobilizacao fisica, ligacées de hidrogénio e hidrofobicidade tém significante papel na
determinag&o da imobiliza¢cdo do convidado dentro da matriz de silica.



A fim de estudar parametros de sintese e processo que afetam quimicamente a
estrutura e a bioabsor¢cdo de microparticulas preparados sob condicbes compativeis
para aplicagdo a proteinas, VIITALA; JOKINEN; MAUNU (2005) encapsularam
albumina de soro bovino (BSA) em microparticulas por spray drying. Foi demonstrado
que, sob condigbes que favorecem a hidrolise e desfavorecem a condensacao da
silica (menor proporgcao agua/TEOS e pH mais acido) resultaram em microparticulas
com maior velocidade de dissolucao.

E importante ressaltar, que subprodutos do processo sol-gel devem ser removidos
quando se requer um produto de elevada pureza. A remogdo por temperatura, em
geral resulta no encolhimento da estrutura (WEN; WILKES, 1996). A presenca de
quantidades de orgéanicos residuais (alcoxidos que reagiram parcialmente ou que nao
reagiram e alcoois) na estrutura potencialmente podem afetar a taxa de bioabsorgao
(VIITALA; JOKINEN; MAUNU, 2005).

Hibridos

Materiais hibridos ou nanocompdésitos consistem de uma fase chamada de matriz, a
qual é continua e avizinhada pela outra fase, freqiientemente, chamada de fase
dispersa. As propriedades dos hibridos estdo em fung&o das propriedades das fases
constituintes, de suas quantidades relativas, das caracteristicas da interface e da
geometria da fase dispersa, ou seja, a forma das particulas e o tamanho, distribuicao e
orientacdo na matriz (PEREIRA; VASCONCENLOS, OREFICE, 1999; ESTEVES et al.,
2004; NOHARA, 2004).

Materiais hibridos organo-inorganico, podem ser divididos em duas classes, de acordo
com a natureza da interface (SCHOTTNER, 2001):

- Classe I|: predominam as interagdes fisicas. Durante hidrélise e condensacao do
precursor inorganico, a fase organica (moléculas, oligdmeros ou polimeros)
permanece dispersa no meio, sendo aprisionanda nos vazios da rede inorganica a
medida que esta vai crescendo. As interacdes sao do tipo Van der Waals e ligagdes de
hidrogénio.



- Classe II: as duas fases ligadas mais fortemente entre si, por ligacbes do tipo
covalente. Também neste caso o hibrido é obtido in situ e se a fase inorgénica é a
silica, a incorporacao do componente organico a rede de silica pode ser efetuada com
utilizacao de organosilanos adequadamente funcionalizados.

Hibridos de polimeros organicos em matrizes inorganicas foram aplicados em
pesquisa na area de sensores, a fim de melhorar a flexibilidade e aumentar a
resisténcia ao impacto (LEV et al., 1995). RHEE; CHOI; KIM (2002) sintetizaram um
hibrido de poli(e-caprolactona)/silica através do método sol-gel que resultou num
material bioativo e degradavel, potencial para reposicdo 6ssea. Nanoparticulas de
compésito de polidimetilsiloxano e silica foram obtidas através da dissolugdo do
polimero hidrofébico em TEOS com ou sem tetrahidrofurano, seguido do processo de
emulsificacdo em solugcdo etandlica alcalina (SERTCHOOK.; ELIMELECH; AVNIR,
2005). SHCHIPUNOV; KARPENKO (2004) sintetizaram nanocompésitos de silica a
partir de varios polissacarideos naturais, tais como quitosana e alginato, utilizando
como precursor tetraquis(2-hidroxietil)ortossilicato (THEOS). WEN; WILKES (1996)
listaram, a partir de revisdo bibliografica, muitos materiais hibridos utilizados no
preparo de nanoparticulas utilizando polimeros de interesse farmacéutico tais como,

poli-e-caprolactona, acetato de celulose, poliacrilicos e polivinilpirrolidona.

RICH et al. (2001) estudaram o desenvolvimento de um sistema polimérico
biodegradavel preparado com e-caprolactona/copolimeros DL-latico e silica xerogel
obtidos por processo sol-gel de TEOS. Foi observado que o periodo de liberagédo do
citrato de toremifeno a partir de poli e-caprolactona/DL-latico péde ser ajustado de 3
meses a um ano pela variagdo do peso inicial do copolimero, pela incorporagdo do
ativo em silica xerogel no sistema ou pela mudanca da geometria do sistema. A

incorporacao do ativo em silica xerogel permitiu a modulagao da liberacao do farmaco.

Outro estudo relevante foi feito com matriz de silica modificada e verificou-se a
possibilidade de controle da liberagdo de nifedipina . A taxa de liberagdo aumentou
com a adigdo de polietilenoglicol ou sorbitol na fase sol, contudo mostrou-se
inversamente proporcional ao tamanho de particula e diminuiu com a modificagao da
matriz com metiltrietoxilinano e polietilenoglicol (BOTTCHER; SLOWIK; SUB, 1998).



WU et al. (2005) prepararam hibridos de xerogel para liberacdo controlada de
cloridrato de lidocaina utilizando diferentes tipos de precursores organosilanos,
metiltrietoxissilano (MTES) e propiltrietoxissilano (PTES) e/ou pela adicdo de
surfactante nao-iénico (Igepal CO 720) dopante. Foi verificado que a adicdo de
precursores organosilanos modificou a liberagcdo do fa&rmaco tornando-a decrescente
na seguinte ordem de matriz xerogel: TEOS, MTES/TEOS e PTES/TEOS.

Spray Drying

A utilizacao de spray dryer para preparo de microparticulas com finalidade de obter
sistemas de liberacdo controlada é bastante difundida pela sua reprodutibilidade,
facilidade de escalonamento e baixo custo (RE, 1998, MAA et al., 1998; HE; DAVIS;
ILLUM, 1999; BARAS; BENOIT; GILLARD, 2000; CHIDAVAENZI; BUCKTON;
KOOHA, 2001; CORRIGAN, D.O.; HEALY; CORRIGAN, O.l., 2002; MI et al., 2002;
MURILLO et al., 2002; SHI; TAN, 2002; RE, 2002; REGE; GARMISE; BLOCK, 2003;
WANG et al, 2004). O principio do spray drying consiste na atomizagdo de uma
solugdo, suspensao ou emulsdo em pequenissimas goticulas, seguida de evaporagao
quase instantanea do liquido e resultando num p6 seco, de baixa umidade. A natureza
do p6 é funcdo de diversas variaveis incluindo a concentragdo inicial de soluto, a
distribuicao do tamanho das goticulas e a taxa de remogao do solvente (REMINGTON,
2000). De acordo com a natureza da molécula a ser encapsulada e do polimero,
microesferas ou microcapsulas podem ser obtidas. Spray drying permite
processamento em uma Unica etapa, embora o processamento sob condi¢cdes

assépticas possa apresentar dificuldades tecnolégicas (FATALL et al., 1999).

Microesferas de titanio foram produzidas por spray drying dos soéis TZA
(TiIO/ZrOo/AI,O3) ou TZABC (TiO./ZrO,/Al,O5/BaO/Ca0), verificando-se que as
propriedades do pd obtido foram dependentes das propriedades quimicas do
precursor. Mais propriamente, esferas ocas foram produzidas de sois bem dispersos
ao passo que sOis parcialmente agregados produziram esferas sélidas. Também se
verificou que a taxa de secagem das goticulas influenciou a morfologia das particulas.
Acima de um determinado tamanho de particula, o0 aumento da taxa de secagem para
sOis parcialmente agregados podem resultar em particulas ocas (SIZGEK; BARTLETT,
1998).



KORTESUO et al. (2002) avaliaram o controle da taxa de liberagdo de
dexmedetomidina a partir de diferentes formulagcbes de silica gel spray-dried usando
TEOS como precursor. A técnica de secagem por spray drying mostrou-se rapida e
simples para obtencao das microparticulas. A liberagao do farmaco foi mais lenta para
microesferas preparadas no pH 2,3 e 3 quando comparadas com microesferas obtidas
no pH 1 e 5. Também se observou liberacdo muito mais lenta do farmaco em
microesferas obtidas a partir de Rw 28 e 35 em comparacao com aquelas preparadas
em diluicoes menores, Rw 6 e 10. No ensaio de liberacao in vitro, obteve-se liberacao
do tipo ordem zero para dexmedetomidina encapsulada a partir de fase sol com pH na
faixa do PIE.

CZURYSZKIEWICZ et al. (2005) encapsularam etidronato em microesferas de silica
obtidas por spray drying e verificaram que a velocidade de liberagdo foi muito lenta,
sendo que a maior parte do farmaco permaneceu no interior da matriz ao final do

ensaio de liberacao in vitro (39% do farmaco foram liberado apés 58 dias).

3.2.3. Biocompatibilidade dos Vidros de Silica

Espera-se que os biomateriais ndo provoquem efeitos adversos, tais como efeitos
téxicos, carcinogénicos, imunogénicos e respostas inflamatdrias. A biocompatibilidade
€ definida como efeito apropriado, seja local ou sistémico, de um biomaterial num
hospedeiro. A biocompatibilidade do biomaterial € freqientemente descrita em termos
de resposta inflamatéria aguda ou crénica e como a formagao de capsula fibrosa vista
em diversos tempos apés a implantagdo do material. Os eventos seguidos apés a
implantacao de um biomaterial sdo ferimento, inflamagédo aguda, inflamacao crénica,
granulacdo tecidual, fibrose e reagdo de corpo estranho. Neutréfilos predominam
durante os primeiros dias e sdo substituidos por mondcitos. A inflamagao aguda
termina em poucos dias dependendo da extensdo do ferimento. Inflamagao crénica é
caracterizada pela presenca de macréfagos, mondcitos e linfécitos com a proliferacao
de vasos e tecidos conectivos. O estagio final da cura da resposta aos biomateriais é
geralmente a encapsulagédo fibrosa e tem sido considerado como sinal da
biocompatibilidade do material. Entretanto, a capsula fibrosa em torno do implante
pode afetar a liberagcao e absor¢ao do ativo (KORTESUO, 2001; RATNER, 1996).



Silicio foi reconhecido com um elemento traco essencial no corpo, participante do
tecido conectivo, especialmente cartilagem e formacéo do tecido 6sseo. Enquanto o
diéxido de silicio € conhecido como agente citotéxico em macrofagos e tecido de
granulagdo, os vidros derivados de processo sol-gel, por outro lado, séao
biocompativeis e também bioativos, isto é, eles formam ligagcdo quimica com o tecido e
promovem a formagao 6ssea (KORTESUO, 2001).

Quando silica xerogel é exposta a agua inicia-se a degradagao através de hidrélise
das ligagoes siloxano formando Si(OH), , que se difunde no tecido local em torno do
implante, atinge a corrente sanguinea ou linfatica e é excretado na urina ou é
ativamente fagocitado pelos macréfagos. Durante a reabsorgao a concentragéo de Si
permanece dentro da faixa fisiolégica aceita e nao foi observado acumulo de silica nos
orgaos periféricos. Isto significa que a silica é excretada em forma solUvel através dos
rins sem produzir danos ao organismo (BRINKER; SCHERER, 1990; KORTESUO
2001; RADIN et al., 2002 ).

3.2.4. Mecanismo de liberacao de farmacos a partir de polimeros biodegradaveis

Em sistemas de liberagdo controlada, a liberagdo do farmaco geralmente ocorre
através de um dos trés mecanismos: difusdo, reacao quimica ou ativacao e transporte
por solvente. O primeiro, € o controle por difusdo em que ha dois tipos principais de
geometrias de sistemas, uma é do tipo reservatério em que o farmaco é envolvido por
uma barreira polimérica e a outra do tipo matriz onde o farmaco é distribuido
uniformemente no polimero. Em sistema reservatério, a membrana pode ser porosa ou
densa, mas em todos 0s casos a espessura é bem definida e as propriedades fisico-
quimicas sdo bem conhecidas. Em quaisquer casos a difusdo é passo limitante, salvo
se o sistema biodegraddvel tem uma taxa de erosdo significativa. No segundo
mecanismo, por controle quimico, o polimero pode ser degradado pela agua ou
através de reacao quimica para liberar o farmaco. Alternativamente, o farmaco pode
estar ligado ao polimero através de ligagao covalente que pode ser clivada por enzima
ou agua. O ultimo mecanismo é a ativagao por solvente. O farmaco nao é capaz de
difundir-se através da matriz e a permeacdo do meio de dissolucao através do
polimero controla a liberacdo. O controle da liberacdo pode ocorrer de duas formas:
sistema osmotico ou sistema controlado por intumescimento do polimero. Neste caso,

o farmaco é colocado previamente dentro de um polimero em estado vitreo. Se a



penetracdo da agua no polimero € mais rapida que a difusdo do farmaco o sistema
segue a lei de Fick. Se ocorrer simultaneamente difusdo do farmaco e relaxacao do
polimero induzida pelo solvente, a difusdo ndo segue a lei de Fick. Por sua vez, o
sistema osmatico é construido colocando a matriz/farmaco dentro de uma membrana
semi-permeavel contendo um orificio. Por efeito osmético a agua entra no sistema
direcionada pela forca osmoética e subsequentemente dirige o farmaco para fora do
sistema (RATHBONE; CARDINAL; OGLE, 2000; KORTESUO, 2001; LANGER,;
PEPPAS, 2003).

Muitos polimeros degradam através da erosao do volume (Figura 3.5). Embora este
processo possa ser util em alguns casos, o fenbmeno potencialmente pode conduzir a
intoxicacdo, que pode ser fatal se concentragbes elevadas de farmaco tais como
insulina e anti-cancer forem liberados rapidamente. Do ponto de vista da engenharia,
seria mais desejavel que a liberacado ocorresse pela erosdo da superficie. Este fato é
comparavel a maneira como uma barra de sabao dissolve (Figura 3.6). Desta forma,
poder-se-ia minimizar o risco potencial de intoxicagdo e facilitar a engenharia dos
sistemas de liberagdo (LANGER, 1995).

Tempo

em agua || I

Figura 3.5 - Erosao do volume da matriz polimérica.
FONTE: LANGER; PEPPAS, 20083.

Tempo
em agua

Figura 3.6 - Erosao da superficie da matriz polimérica
FONTE: LANGER; PEPPAS, 2003.



No caso da degradacao do volume ou degradacao homogénea, o polimero degrada
homogeneamente em toda a matriz. Neste processo, ocorre a hidrélise do polimero ao
longo do volume pela perda do peso molecular, seguida de perda de massa no
segundo estagio. A taxa de biodegradacado pode ser modificada pela mudanca da
composicao do polimero, mas nao pela alteragdo do tamanho ou forma (LANGER,
1995; LANGER; PEPPAS, 2003). Polimeros do &cido latico e copolimeros dos acidos
latico e glicolico apresentam este comportamento em condicdes aquosas
(RATHBONE; CARDINAL; OGLE, 2000).

A liberagao do farmaco da matriz pode ser governada pelas equagdes derivadas das
equagoes de difusdo se o farmaco difunde rapidamente do sistema antes que a matriz
comece a degradar. Contudo, a degradacao do volume resulta em dificuldade para
controle da liberagdo porque a taxa de liberagcdo modifica com a degradagdo do
polimero. Quando o polimero comeca a perder massa, a taxa de liberacao acelera
porque esta é determinada pela combinacao da difusdo e da erosdo (LANGER, 1995;
LANGER; PEPPAS, 2003).

Nos sistemas de erosao da superficie (erosao heterogénea) a perda de material da
superficie bem como a taxa de erosdo € dependente da éarea superficial e da
geometria do sistema. O massa molar, em geral, ndo se modifica muito em funcao do
tempo. Contudo a erosao da superficie significa que a mesma ocorre de forma mais
rapida que a penetracdo da agua no volume. Liberacdo de farmaco a partir do
polimero por erosdo da superficie resulta numa liberagdo constante se a area
superficial da matriz e a concentracdo do farmaco sao constantes durante o periodo
de liberagdo. Consequentemente, uma geometria que nao altere em fungéo do tempo
€ requerida para obtencdo de uma liberacdo de ordem zero (LANGER, 1995;
LANGER; PEPPAS, 2003). Este comportamento ideal é encontrado em matrizes de
polianidridos e poliortoesteres (RATHBONE; CARDINAL; OGLE, 2000).

Em realidade, uma erosdo de matriz em que a perda de massa equivale a taxa de
liberacao é muito dificil de obter e frequentemente a difusdo do farmaco é o fator
limitante. Para farmacos bastante hidrossolluveis, a taxa de liberagdo é controlada
principalmente por difusdo através da matriz, enquanto que a erosdo controla o

processo de liberacao de farmacos pouco soluveis. Deste modo, a taxa de liberagao



pode ser a combinagcao do controle da erosao e controle da difusdo (LANGER, 1995;
LANGER; PEPPAS, 2003).

Higuchi desenvolveu diversos modelos teéricos para estudar a liberacdo de farmacos
sollveis e pouco soluveis incorporados em matrizes sélidas e semi-solidas (COSTA;
LOBO, 2001). A equacao de Higuchi (Equagao 3.11) foi inicialmente empregada para
sistemas planares, sendo depois modificada para considerar diferentes geometria dos

sistemas matriciais.

fi=Q = D(2C, - Cs)Cst (3.11)

em que Q é a quantidade de farmaco liberado no tempo t por unidade de area, D é o
coeficiente de difusdo da substancia na matriz, C, € a concentracdo inicial da
substancia e Cs € a solubilidade da substancia na matriz.

E possivel resumir o modelo de Higuchi conforme descrito na Equagdo 3.12, em que
Ku descreve a liberagdo do farmaco como um processo baseado na lei de Fick,
linearmente proporcional a raiz quadrada do tempo (COSTA; LOBO, 2001;
SIEPMANN; PEPPAS, 2001).

f, = Kyt (3.12)

A aplicagdo do modelo de Higuchi segue alguns postulados: a) a concentragao inicial
da substancia no sistema deve ser muito maior que a sua solubilidade no meio; b) a
analise matematica é baseada em uma difusdo unidimensional; ¢) a substancia é
considerada em estado molecularmente disperso, com particulas muito menores em
diametro que a espessura do sistema; d) a dissolucdo do polimero carreador é
negligenciavel; e) a difusibilidade da substancia é constante

Para simplificar a andlise dos dados de sistemas poliméricos de variadas geometrias,
uma expressdo empirica exponencial foi desenvolvida para relacionar a liberagéo
fracional do farmaco com o tempo de liberacado (Equacgédo 3.13). Este é o modelo de
Korsmeyer-Peppas, também chamado lei da poténcia (COSTA; LOBO, 2001).



Mt = kt" (3.13)
Meo

Em que Mi/M= é a liberagcdo fracional do soluto (Mt é a quantidade de farmaco
liberada no tempo t; M= é a quantidade de farmaco liberada no tempo infinito), t é o
tempo de liberacdo, k € uma constante que incorpora caracteristicas estruturais e
geométricas da forma farmacéutica e n € o expoente de liberagéo, caracteristico do
mecanismo de liberagdo (LANGER, 1995; COSTA; LOBO, 2001).

A lei de poténcia aplica-se até 60% da quantidade total do farmaco liberado. Prediz
que a liberagao fracional do farmaco é exponencialmente relacionada ao tempo de
liberacdo e descreve adequadamente a liberacdo do farmaco a partir de esferas,
barras, cilindros e discos de matrizes intumesciveis e nao intumesciveis. A inclinacao
(n) de um gréfico correlacionando log da concentragéo do farmaco liberado versus log
do tempo é 0,5 para difusdo que puramente segue a lei de Fick (Tabela 11.2). Um
padrao que nao segue a lei de Fick (n=0,5-1 ou n=0,45-0,89) é observado quando a
proporcdo de penetragdo do solvente e a liberacdo do farmaco estdo num mesmo
patamar. Este desvio é devido ao aumento da difusividade da matriz devido a
relaxacao do polimero pelo solvente. Liberagado do tipo ordem zero (n=0,89 ou n=1)
pode ser encontrada quando a difusdo € mais rapida que a relaxagao do polimero pelo
solvente e intumescimento polimérico. Em caso de sistemas porosos, provavelmente o
n<0,5, uma vez que os mecanismos combinados (difusdo através do polimero e poros)
resultardao em um expoente de menor valor (PEPPAS, 1985; PEPPAS; RITGER, 1987;
LANGER, 1995; KORTESUO, 2001).



Tabela Ill. 2- Expoente de liberacdo e mecanismos de liberagdo de sistemas de

liberagdo controlada intumescieis e nao intumescieis de formas cilindricas e esféricas

Tipo de sistema Expoente de liberagéo Mecanismo de libera¢do do farmaco
Nao intumescieis <0,5 Liberacdo a partir de material Poroso
0,5 Difus&do de acordo com Lei de Fick
0,5-1.0 Transporte Anémalo (n&o Fick)
1.0 Ordem zero
Intumescieis 0,45 Difuséo de acordo com Lei de Fick
0,45-0,89 Transporte Anébmalo (nao Fick)
0,89 Transporte Caso |l
>1 Transporte Caso Il Especial

Fonte: KORTESUO (2001)
3.3. VITAMINA B12
3.3.1. Importancia da Vitamina B12

A vitamina B12 € importante na formagcédo de glébulos vermelhos, nervos e vérias
proteinas. E necessaria para a sintese de nucleoproteinas e de mielina, reprodugéo
celular e a manutencao da eritropoese normal. Estima-se que células caracterizadas
por uma répida divisdo (células epiteliais, medula éssea, células mieldides) sao
aquelas que necessitam de uma maior quantidade de vitamina B12 (AMERICAN
SOCIETY OF HEALTH-SYSTEMS PHARMACISTS, 2002)

A vitamina B12 se encontra sob a forma de coenzimas ativas (principalmente como
adenosilcobalamina e metilcobalamina) em vérios alimentos de origem animal,
particularmente figado, rim, peixe e carne (AMERICAN SOCIETY OF HEALTH-
SYSTEMS PHARMACISTS, 2002).

As coenzimas B12, 5-desoxiadenosilcobalamina e metilcobalamina, participam,
respectivamente, da conversdo de metilmalonato a succinato e sintese de metionina a
partir de homocisteina, uma reagdo que também requer folato. Em auséncia da
coenzima B12 o tetrahidrofolato ndo pode ser regenerado da sua forma inativada, 5-
metil tetrahidrofolato e, consequentemente, ocorre uma deficiéncia funcional de folato.
Vitamina B12 também pode estar associada a manutengao dos grupos sulfidrilas (-SH)



em sua forma reduzida que é requerida por muitos sistemas enzimaticos SH-ativados.
Portanto, através destas reacbes, a vitamina B12 participa do metabolismo de
gorduras e carboidratos e sintese de proteinas (GOODMAN et al., 1987; AMERICAN
SOCIETY OF HEALTH-SYSTEMS PHARMACISTS, 2002; SANT'ANA, 2003).

3.3.2. Propriedades Fisico-Quimicas

A cianocobalamina e a hidroxocobalamina sdo formas sintéticas da vitamina B12.
Esses farmacos possuem a estrutura molecular da cobalamina, mas diferem no grupo
ligado ao atomo de cobalto (-CN na cianocobalamina e —OH na hidroxocobalamina)
(GOODMAN et al, 1987; AMERICAN SOCIETY OF HEALTH-SYSTEMS
PHARMACISTS, 2002). Os termos vitamina B12 e cianocobalamina (Figura 3.7) sao
usados de maneira intercambiavel, como termos genéricos para todas as cobalaminas
ativas no homem (GOODMAN et al., 1987).

A cianocobalamina (CesHgsCoN14O14P; 1355,36g/mol) é um po cristalino, cristalino
hidratado ou amorfo, vermelho escuro, inodoro e insipido. Em estado anidro é muito
higroscépica. A quantidade de umidade pode chegar a 12% da massa do p6 seco. E
soluvel em até 1g em 80g de agua e 1g em 180g de alcool; praticamente insoluvel em
acetona, cloroférmio e éter. Incompativel com agentes oxidantes, agentes redutores e
metais pesados. E estavel em solucdes aquosas neutras, mas é lentamente
decomposta em solugcbes alcalinas e solugbes fortemente acidas. As solucdes
aquosas sao neutras, estaveis em pH entre 3 a 7 e mais estaveis em pH entre 4,5 a
5,0. Nesta faixa de pH pode-se esterilizar solugbes a 120°C por 20 minutos. A
cianocobalamina e suas solugdes devem ser estocadas em recipientes fechados e
protegidas da luz (MARTINDALE, 1982; MONOGRAFIAS FARMACEUTICAS, 1999;
THE MERCK INDEX, 2001; TRISSEL, 2005).



Figura 3.7- Estrutura quimica da vitamina B12
Fonte: STRUCTURE OF VITAMIN B12, 2004

3.3.3. Farmacocinética da Vitamina B12

Absorcao

A absorcao da vitamina B12 ao nivel do ileo exige a presenc¢a do fator intrinseco (Fl),
que é uma glicoproteina encontrada no suco gastrico normal. Geralmente 1,5 a 3ug de
vitamina B12 saturam o mecanismo de transporte pela glicoproteina. Valores
adicionais de vitamina B12 podem ser absorvidos independentemente do sistema de
transporte através da difusdo passiva pela parede intestinal. A difusdo passiva toma
uma importancia maior somente na presenga de grandes quantidades de vitamina
B12, maiores do que os valores habituais (GOODMAN et al., 1987; AMERICAN
SOCIETY OF HEALTH-SYSTEMS PHARMACISTS, 2002; MARTINDALE 2002).



A vitamina B12 proveniente da dieta, na presenca de enzimas digestivas e do acido
gastrico, é liberada das proteinas as quais esta associada e logo se liga ao fator
intrinseco. O complexo atinge o ileo, onde interage com um receptor especifico nas
células da mucosa ileal e é transportado para a circulagao (GOODMAN et al., 1987;
AMERICAN SOCIETY OF HEALTH-SYSTEMS PHARMACISTS, 2002; MARTINDALE
2002).

A absorcao de vitamina B12 por via oral pode ser afetada por quaisquer danos
estruturais ou funcionais do estémago ou ileo (GOODMAN et al., 1987; AMERICAN
SOCIETY OF HEALTH-SYSTEMS PHARMACISTS, 2002; MARTINDALE 2002).

Como pode ser observado, a biodisponibilidade da vitamina B12 por via oral apresenta
limitagdes e é variavel (CHIEN, 1992).

Distribuicao

Ao se liberar do complexo vitamina B12-FI nas células da mucosa intestinal, a vitamina
B12 passa para a circulagéao sistémica e se liga rapidamente a proteinas plasmaticas,
principalmente a uma proteina de transporte especifica, a transcobalamina II.
Quantidades menores séo ligadas a proteina de armazenamento (transcobalamina I ')
e a transcobalamina Ill. Quantidades pequenas de vitamina B12 podem permanecer
livres no plasma ou ligadas aleatoriamente. As concentragbes plasméaticas de
transcobalamina Il diminuem depois da absor¢do da vitamina B12. Em estado de
jejum, a maioria da vitamina B12 circulante esté ligada a transcobalamina I. A vitamina
B12 é distribuida para as células parenquimatosas hepaticas, principalmente, medula
0ssea, e outros tecidos, inclusive a placenta (GOODMAN et al., 1987; MARTINDALE,
2002; AMERICAN SOCIETY OF HEALTH-SYSTEMS PHARMACISTS, 2002).

Armazenamento

Uma vez absorvida, a vitamina B12 liga-se transcobalamina Il para o transporte aos
tecidos. Esta é rapidamente eliminada do plasma e distribui-se para as células
parenquimatosas hepaticas. O figado é, portanto, um local de armazenagem para
outros tecidos. A vitamina B12 é estocada como coenzima ativa, com a taxa de

renovagao de 0,05 a 0,2% por dia ou 0,5 a 8ug diarios, dependendo do tamanho dos



estoques corporais. Em condi¢cées patoldgicas e nas alteracbes metabdlicas, os
depédsitos de vitaminas sao esgotados mais rapidamente (BOOTH; MCDONALD;
JONES, 1983; GOODMAN et al., 1987; BLOOD; RADOSTITS, 1989).

Eliminacao

Em individuos sadios, recebendo somente vitamina B12 proveniente da dieta, cerca de
3 a 8ug da vitamina é secretada no trato gastrintestinal diariamente através da bile,
principalmente, e cerca de 1ug € novamente reabsorvido. Esse ciclo éntero-hepético é
importante, pois a interferéncia na reabsorcado por doenca intestinal pode resultar em
continua deplecao dos estoques hepaticos da vitamina. Apés filtracdo glomerular nos
rins, a maior parte da vitamina B12 ¢é reabsorvida, resultando na excrec¢ado diaria de
menos de 0,25ug na urina. Quando a vitamina B12 é administrada em quantidades
que ultrapassam a sua capacidade de ligagdo as proteinas plasmaticas ou
armazenamento no figado e outros tecidos, ela se encontra na sua forma livre e esta
disponivel para ser excretada na urina (AMERICAN SOCIETY OF HEALTH-SYSTEMS
PHARMACISTS, 2002).

Apés administracdo intra-muscular ou intra-venosa de 0,1 a 1mg de cianocobalamina,
50 a 90% da dose podem ser excretadas na urina através da filtragdo glomerular
dentro de 49 horas, sendo a maior parte excretada nas primeiras oito horas. No caso
da hidroxocobalamina, 16 a 66% da dose de 0,5 a 1mg por via intra-muscular podem
ser excretadas na urina apés 72 horas (AMERICAN SOCIETY OF HEALTH-SYSTEMS
PHARMACISTS, 2002).

3.3.4. Deficiéncia de Vitamina B12

A deficiéncia de vitamina B12 pode ser decorrente da dieta inadequada e mais
comumente devido a sindrome de mal absor¢cdo ou desordem metabdlica que esta
associada a atrofia ou cirurgica gastrica, extensivo ressecamento ou dano a mucosa
ileal e exagerado crescimento de bactérias ou parasitas intestinais. A deficiéncia
resulta na anemia megaloblastica, desmielinizagdo e outros danos neurol6gicos. A
anemia perniciosa ou anemia Addison-Biermer, por sua vez, é uma doenga séria,
consequiente a auséncia da secrecao do fator intrinseco no estdmago (BOOTH;
MCDONALD; JONES, 1983; GOODMAN et al., 1987; BLOOD; RADOSTITS, 1989;



MARTINDALE, 2002). Calcula-se que aproximadamente 15% das pessoas com idade
acima de sessenta anos nos Estados Unidos apresentem deficiéncia de vitamina B12
nao diagnosticada (ANDRES et al, 2005).

3.3.5. Vias de Administracao e Tratamento

De acordo com AMERICAN SOCIETY OF HEALTH-SYSTEMS PHARMACISTS

(2002):

e A cianocobalamina é administrada normalmente por via intramuscular ou através
de injegao subcutanea profunda;

e Aviaintravenosa deve ser evitada devido a rapida excre¢ao dos farmacos;

e A hidroxocobalamina é administrada somente por via intramuscular;

e A cianocobalamina e a cobalamina podem ser administradas oralmente;

e A terapia por via oral € menos eficaz que a realizada por via parenteral e deve ser
utilizada somente em casos de deficiéncia alimentar da vitamina B12 em pacientes
com absor¢gdo normal pelo trato gastrointestinal e sem necessidade de

concomitante administracao de fator intrinseco.

A vitamina B12 é utilizada no tratamento da anemia perniciosa e outras enfermidades
decorrentes da deficiéncia em vitamina B12. A administragcao de vitamina B12 por via
parenteral reverte completamente a anemia megaloblastica e os sintomas
gastrintestinais. O nivel de melhora dos sintomas neurolégicos depende da duragéo e
da natureza das les6es causadas previamente. Mas pelo menos a progressédo dessas
lesbes é imediatamente cessada (BOOTH; MCDONALD; JONES, 1983; BLOOD;
RADOSTITS, 1989).

A cianocobalamina € geralmente considerada a preparacdo de escolha para o
suprimento em vitamina B12. Entretanto, a hidroxocobalamina pode ser utilizada no
inicio do tratamento (BOOTH; MCDONALD; JONES, 1983; GOODMAN et al., 1987;
BLOOD; RADOSTITS, 1989; AMERICAN SOCIETY OF HEALTH-SYSTEMS
PHARMACISTS, 2002).

O tratamento da deficiéncia em vitamina B12 em adultos usualmente é feito pela
administragdo de 30ug por via intramuscular ou subcutanea de cianocobalamina ou

hidroxocobalamina por 5 a 10 dias. A dose de manutencdo apds recuperagdo dos



niveis normais de componentes sangtiineos e melhora clinica do paciente é de 100-
200ug por via intramuscular (AMERICAN SOCIETY OF HEALTH-SYSTEMS
PHARMACISTS, 2002). Uma alternativa para tratamento da anemia perniciosa, é a
administracdo por via intramuscular de 100ug de cianocobalamina por 7 dias
consecutivos, seguidos de 7 doses em dias alternados e, finalmente, a cada 3 a 4 dias
por 2 a 3 semanas. A dose de manutencdo varia entre 100 a 200ug por més
(MARTINDALE, 2002). A partir de recente pesquisa feita por ANDRES et al. (2005), no
Hospital de Strasbourg (Franca), foi sugerido que para pacientes com anemia
perniciosa o tratamento pode ser feito por via oral com doses de cianocobalamina de
1000ug/dia. Esta alternativa € importante principalmente para paciente com contra-

indicagéo para inje¢cdes intramusculares (concomitante terapia anticoagulante).
3.3.6. Interac6es com Outros Farmacos

A absorcao de vitamina B12 no trato gastrintestinal pode ser prejudicada com a
administragdo de antibiéticos aminoglicosidicos, colchicina, preparacdes liberadoras
de potassio, acido aminosalicilico e seus sais, anticonvulsivantes (exemplos :
fenobarbital, primidona, fenitoina) (MARTINDALE, 2002; AMERICAN SOCIETY OF
HEALTH-SYSTEMS PHARMACISTS, 2002).

3.3.7. Efeitos Adversos e Precaucoes

A vitamina B12 é considerada como atéxica mesmo em doses elevadas. No entanto,
foram relatados alguns casos de diarréia, trombose vascular periférica e anafilaxia.
Edema pulmonar e falha cardiaca congestiva também foram relatados durante
tratamentos com vitamina B12, eventualmente devido a um aumento no volume
sanguineo induzido pelo farmaco (AMERICAN SOCIETY OF HEALTH-SYSTEMS
PHARMACISTS, 2002).



4. METODOLOGIA

4.1. PADRONIZACAO DO METODO DE ANALISE DA CIANOCOBALAMINA POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A quantificagdo da cianocobalamina na matéria-prima e nas amostras provenientes do
ensaio de liberagéo in vitro foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) com base no método descrito na monografia da Farmacopéia Americana
(UNITED States Pharmacopeia, 2005) para vitamina B12 injetavel. O padrao primario
de vitamina B12 (padrao primario USP, 1mg equivale 10,7ug de cianocobalamina) foi
utilizado para padronizagéo das metodologias.

Salvo quando descrito no procedimento, o equipamento utilizado para analises foi
Shimadzu HPLC System (Japao), incluindo uma bomba quaternaria (LC-10 AT VP),
auto-injetor (SIL-10AS), detector UV-VIS (SPD-10A VP). As areas dos picos foram
integradas utilizando software Class — VP 6.13SP2.

Para demonstrar que os métodos atendem as exigéncias analiticas, assegurando a
confiabilidade nos resultados, o método foi avaliado quanto a linearidade da curva de
calibracdo, precisdo, exatiddo e robustez (INTERNATIONAL CONFERENCE ON
HARMONIZATION, 1996; AGENCIA NACIONAL DA VIGILANCIA SANITARIA, 2003;
USP, 2005).

Os valores de desvio padrao e do coeficiente de variagdo (CV%) foram obtidos pela
aplicacao das equagoes indicadas a seguir (Equages 4.1 e 4.2):

s=V8%= Y(X—-Xu)? (4.1) CV.(%)=100xs (4.2)
N-1 X

Sendo:

N = numero de amostras X = area do pico

S$? = variancia s = desvio padréao

Xm = média das areas dos picos C.V.(%) = coeficiente de variacao



Preparo da solucao padrao estoque e solucao padrao diluida

A solucdo estoque de cianocobalamina padrdo foi preparada na concentracdo de
500ug/mL, utilizando agua ultra-pura como diluente. Esta solugao foi diluida com agua
ultra-pura para obtencdo das solucdes padrao de cianocobalamina diluida: 1ug/mL,

2ug/mL, 5ug/mL, 10ug/mL, 20ug/mL, 50ug/mL, 100ug/mL e 150ug/mL.

Devido a fotossensibilidade da cianocobalamina, durante as determinac¢des analiticas

foram utilizados baldes volumétricos ambar.

Para todas as analises cromatograficas, uma aliquota de cerca de 0,5mL da solugéo a
ser analisada foi filtrada através de filtro Millex™ (fluoropore) de porosidade de 0,45um

antes de serem transferidas para os vials para inje¢ao automatica.
Condicoes cromatograficas
Parametros cromatogréaficos da andlise de cianocobalamina por CLAE:

- Coluna cromatografica: Phenomenex C18 Luna (5um), medindo 250 x 4,60 mm;

- Fluxo: 0,5mL/min;

- Temperatura: 25°C = 1°C;

- Volume de injegéo: 20uL;

- Deteccao: 361nm;

- Fase Movel: a fase movel foi preparada com mistura dgua e metanol (J.T. Baker,
EUA) (65:35 V/V), filirada através de dispositivo contendo membrana em
politetrafluoroetilieno (PTFE) 47mm de didmetro e 0,45um de porosidade e

desgaseificada com géas hélio por 15min.
4.1.1. Parametros Avaliados na Padronizacao das Metodologias Analiticas

Devido as diferengas intrinsecas das amostras para analise, os testes de seletividade,
precisdo, exatidao e robustez foram realizados utilizando como diluente a agua ultra-
pura (considerando a analise da matéria-prima) ou a solugdo tampao fosfato salino
(PBS) com conservantes pH=7,4 (considerando o meio de liberagao in vitro).



Os valores de area obtidos pela integracdo da area dos picos cromatograficos serao
representados em unidades arbitrarias (u.a.).

4.1.1.1. Seletividade

A avaliagéo da seletividade foi realizada por comparagao do perfil cromatografico da
solugdo de cianocobalamina padrao diluida 50ug/mL, solugdo de cianocobalamina
matéria-prima diluida 50ug/mL, cianocobalamina padrao diluida em tampao PBS-

conservantes 6ug/mL e placebo (tampao PBS-conservantes).

4.1.1.2. Linearidade

A curva de calibracdo foi construida a partir da solugdo estoque do padréao
(500ug/mL), diluindo-se em agua ultra-pura a fim de obter concentragdes de
cianocobalamina de 1upg/mL, 2ug/mL, 5ug/mL, 10pg/mL, 20ug/mL, 50ug/mL,
100pg/mL e 150ug/mL.

A curva foi construida, relacionando-se a area média dos picos de cinco injecdes e a
concentracao tedrica em cada nivel. A equacao da reta e o coeficiente de correlacao
(r) foram obtidos pelo método dos minimos quadrados. Para cada concentracdo foi

calculado a média das leituras, o desvio padrdo e o coeficiente de variagao (C.V.).

A relagao linear foi avaliada aplicando-se teste “t” de Student, utilizando-se software
SSPS 14.0.

4.1.1.3. Precisao

Repetibilidade (precisao intra-corrida)

O teste de repetibilidade foi realizado sob duas condigdes:

a) Teste de repetibilidade 1

A repetibilidade do método foi testada através de 15 determinag¢des, dentro do
intervalo linear do método, ou seja, 5 injecdbes de cada uma das solugdes de



cianocobalamina padrao diluida 5pug/mL, 10pug/mL e 20ug/mL, utilizando agua ultra-
pura como diluente. As areas correspondentes aos picos foram tratadas

estatisticamente para obtenc¢do do desvio padréo, C.V. e limites de confianga (a=0,05).

b) Teste de repetibilidade 2

A precisdo do método foi testada através de 6 (seis) determinagdes consecutivas da
amostra de concentragdo de 5ug/mL cianocobalamina padrao diluida em tampao PBS-
conservantes. A partir das areas dos picos calculou-se o desvio padréao, C.V. e limites

de confianga (a=0,05).

Precisao intermediaria (precisao inter-corrida)

Foram estabelecidos os seguintes procedimentos para teste de precisao intermediaria:

a) Teste de precisao intermediaria 1

A precisao intermediaria foi realizada em dias diferentes com equipamentos diferentes.
As solugbes de cianocobalamina padrdo diluida com concentragbes de 5ug/mL,
10ug/mL e 20ug/mL diluidas em agua ultra-pura foram injetadas no primeiro dia no
equipamento Shimadzu HPLC System (Japao), incluindo uma bomba quaternaria (LC-
10 AT VP), auto-injetor (SIL-10AS), detector UV-VIS (SPD-10A VP), forno (CTO-10AS
VP) e software para integragéo dos picos CLASS VP 6.13SP2. No segundo dia, novas
preparagdes de iguais concentragcées de cianocobalamina padrdao foram injetadas no
equipamento Shimadzu HPLC System (Japéao), incluindo uma bomba quarternaria
(LC-10AD VP), auto-injetor (SIL-10AD VP), detector DAD (SPD-M10A VP), forno
(CTO-10AS VP) e software para integracao dos picos CLASS VP versao 5.42. As
areas obtidas a partir de cinco injegbes, em cada um dos equipamentos, foram
tratadas estatisticamente para célculo do desvio padréo e do C.V..

b) Teste de precisao intermediaria 2
A precisao intermediaria foi realizada em dois dias diferentes com analistas diferentes,

utilizando cianocobalamina padrao diluida em tampao PBS-conservantes (5ug/mL). As
areas obtidas a partir de seis injegdes consecutivas a cada dia foram tratadas



estatisticamente para célculo do desvio padrdo e do C.V. e comparadas aplicando-se
teste “t” de Student (a=0,05), utilizando-se software SSPS 14.0.

4.1.1.4. Exatidao

a) Teste de exatidao 1

O teste de exatidao foi realizado pela adicdo de quantidade conhecida de padrdo a
uma solugdo de cianocobalamina matéria-prima utilizando agua ultra-pura como

diluente.

Pesou-se exatamente cerca de 50mg cianocobalamina matéria-prima e transferiu-se
quantitativamente para baldo volumétrico de 100mL, completou-se o volume e
homogeneizou-se. Em seguida, diluiu-se 10 vezes a fim de obter solugdo contendo

50ug/mL de cianocobalamina matéria-prima.

Para testar a recuperagdo do padréo, transferiu-se, quantitativamente, 1,0mL da
solucdo de cianocobalamina matéria-prima (50ug/mL) para balées de 10mL. Em

seguida, procedeu-se conforme descrito abaixo:

a) Adicionou-se 5,0 mL da solu¢do de cianocobalamina padrdo diluida (50ug/mL),

completou-se o volume com agua ultra-pura e homogeneizou-se.

b) Adicionou-se 1,0 mL da solugdo de cianocobalamina padrdo estoque (500ug/mL),

completou-se o volume com agua ultra-pura e homogeneizou-se.

c) Adicionou-se 2,0 mL da solugéo de cianocobalamina padréo estoque (500ug/mL),

completou-se o volume com agua ultra-pura e homogeneizou-se.

Cada solucédo foi injetada em triplicata.

Utilizando a equagéo da reta do teste de linearidade, determinou-se a recuperagao da
cianocobalamina a partir dos valores das médias obtidos.



A diferenca entre o valor recuperado e o valor teérico foi comparada aplicando-se teste
“t” de Student (a=0,05), utilizando-se software SSPS 14.0.

b) Teste de exatidao 2

Este teste de exatidao foi realizado por contaminagdo do placebo com quantidade
conhecida de cianocobalamina padrao.

Para testar a recuperagdo do padrdo, transferiu-se, quantitativamente, 50mg de
microesferas branca (Formulacdo 1) para balées volumétricos de 10mL com auxilio de

agua ultra-pura. Em seguida, procedeu-se conforme descrito abaixo:

- Adicionou-se 1,0mL da solugdo de cianocobalamina padrdo diluida 50ug/mL,

completou-se o volume com tampao PBS-conservantes e homogeneizou-se.

- Adicionou-se 2,0mL da solugdo de cianocobalamina padrdo diluida 50ug/mL,

completou-se o volume com tampao PBS-conservantes e homogeneizou-se.

- Adicionou-se 3,0mL da solugdo de cianocobalamina padrdo diluida 50ug/mL,

completou-se o volume com PBS-conservantes e homogeneizou-se.

- Adicionou-se 5,0mL da solugdo de cianocobalamina padrdo diluida 50ug/mL,

completou-se o volume com PBS-conservantes e homogeneizou-se.

Cada solucéo foi injetada em triplicata.

Calculou-se a recuperagao de cada preparagao por comparagao proporcional da area

média de cada amostra com a area da solugéo padrao diluida de Sug/mL.

A diferenca entre o valor recuperado e o valor teérico foi comparada aplicando-se teste
“t” de Student (a=0,05), utilizando-se software SSPS 14.0.



4.1.1.5. Robustez

a) Teste de robustez 1

O teste de robustez foi realizado pela variagdo da temperatura da coluna
cromatografica em £ 2°C. A amostra da solugdo padrdao de cianocobalamina diluida
em agua ultra-pura na concentracdo de 5ug/mL foi injetada trés vezes a temperatura
de 25°C, depois a 23°C e, novamente, trés vezes, a 27°C. As médias das areas dos
picos obtidas a 23°C e a 27°C foram comparadas com a média das areas dos picos
obtida pelas injecdes da mesma solugcdo a 25°C através da andlise de variancia e
teste Tukey (a=0,05) .

b) Teste de robustez 2

Para testar a robustez do método, variou-se a temperatura da coluna cromatografica
em = 2°C. A amostra da solugédo padrao de cianocobalamina diluida em tampao PBS-
conservantes na concentragdo de 5ug/mL foi injetada trés vezes a temperatura de
25°C, depois a 23°C e, novamente, trés vezes, a 27°C. As médias das areas dos picos
obtidas a 23°C e a 27°C foram comparadas com a média das areas dos picos obtida

pelas injecdes da mesma solucdo a 25°C através da analise de variancia (a=0,05).

c) Teste de robustez 3

Para testar a robustez do método, variou-se o diluente da solugcao padréo. Utilizou-se
agua ultra-pura ou tampao PBS-conservantes como diluentes a fim de obter solugdes
de cianocobalamina padrao na concentracao final de 5ug/mL Cada solugéo foi injetada
trés vezes sob condi¢cdes normais de operagdo do método. A média da area dos picos
da solugao padrao diluida foi comparada com a média das injegbes da solugao de
cianocobalamina padréo diluida em tampao PBS-conservantes através do teste “t” de
Student (a=0,05).

4.2. PROCEDIMENTO DE ANALISE DA MATERIA-PRIMA

Foram pesados, exatamente, cerca de 50mg de cianocobalamina matéria-prima e

transferidos, quantitativamente, para baldao volumétrico ambar de 100mL (500ug/mL)



com o auxilio de agua ultra-pura. Apdés completar o volume com agua ultra-pura,
homogeneizou-se e a solugao foi mantida em banho de ultra-som por 10 min. Em
seguida, diluiu-se 10 vezes a fim de obter solugdo contendo 50ug/mL de
cianocobalamina matéria-prima. Finalmente, uma aliquota da solugédo foi filtrada
através de Millex™, coletada em vial e analisada por CLAE. A amostra foi injetada 3
vezes e a média das areas dos picos foi comparada com a média das areas dos picos

da solug¢éo padrao diluida 50ug/mL (n=3).

O preparo da solugéo de cianocobalamina padrao diluida de 50ug/mL e as condigbes
cromatograficas para analise foram descritas no item 4.1.

O célculo do teor da matéria-prima foi realizado aplicando-se a equagéo abaixo:

Ca= Aa x Cr, (4.3)
Apa
em que:
Ca = concentragao de cianocobalamina na matéria-prima
Aa = area média da amostra
Apa = area média do padrao
Cr = concentragao real da solugdo padrao

4.3. AVALIACAO DA ESTABILIDADE DA CIANOCOBALAMINA EM FASE SOL

A fim de avaliar a estabilidade da cianocobalamina em sol pH=1 e pH=2,3, adicionou-
se 1,349 de cianocobalamina a cada uma das preparagdes abaixo:

- Preparacdo A (pH=1): sob agitacdo, em um béquer, adicionou-se 22,6mL de agua
ultra-pura, 22,1mL de TEOS e 2,4mL de solugdo 1M de HCI P.A. (Vetec, Brasil). Apds
a solubilizagdo do TEOS (98%, Aldrich), adicionou-se a cianocobalamina. A
preparacao foi mantida durante 24h a temperatura ambiente (25°C + 2°C) e amostras
foram coletadas 2h, 4h, 6h e 24h para quantificagdo da cianocobalamina por CLAE.

- Preparacao B (pH=2,3): sob agitacdo, em um béquer, adicionou-se 24,2mL de agua
ultra-pura, 22,1mL de TEOS e 0,8mL de solugao de HCI 0,1M. Apds a solubilizacao do



TEQOS, adicionou-se a cianocobalamina. A preparacdo foi mantida durante 24h a
temperatura ambiente (25°C = 2°C) e amostras foram coletadas 2h, 4h, 6h e 24h para
quantificagdo da cianocobalamina por CLAE.

Em paralelo, para teste de seletividade, foram preparados placebos das preparagoes
A e B.

Procedimento

Cada 1,0mL das amostras das preparagdes A e B foi coletado a cada tempo e diluido
1000 vezes utilizando agua ultra-pura. Em seguida, a solugdo diluida foi filtrada
através de filtro Millex™ | coletada para vials e injetada trés vezes. Os valores médios
das areas dos picos a cada tempo foram comparados como comprovagao da
estabilidade da cianocobalamina na preparagao.

O equipamento utilizado para a andlise cromatogréfica foi Shimadzu HPLC System
(Japéo), incluindo uma bomba quarternaria (LC-10 AT VP), auto-injetor (SIL-10AS),
detector DAD (SPD-10A VP), forno (CTO-10AS VP) e software para integragdo dos
picos CLASS VP 6.13SP2. Este detector permite a avaliagdo de picos interferentes

gue estejam absorvendo no mesmo comprimento de onda (361nm).

A seletividade foi confirmada pela injecédo em triplicata dos placebos das preparacées
A e B.

4.4. DETERMINAGCAO DA VISCOSIDADE E REOLOGIA DA FASE SOL

Sob agitacdo, em um béquer, adicionou-se 22,2mL de agua ultra-pura, 22,1mL de
TEOS (98%, Aldrich) e 2,8mL de solugcao 1M de HCI P.A. (Vetec, Brasil). A preparacao
foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente. Apds 5,5 horas de
agitacdo, retirou-se uma amostra para andlise reoldgica a temperatura de 25°C
através do equipamento Brookfield DV-1l+ (EUA), composto de software Wingather
V.2.2, utilizando sistema SSA, spindle S31.



4.5. PREPARO DE MICROPARTICULAS DE SILICA POR SPRAY DRYING

A preparagdo do sol foi realizada pela mistura de agua ultra-pura e TEOS 99,9%
(Merck, Alemanha) nas proporgdes molares TEOS (1) : H20 (14), TEOS (1) : H20 (28)
e TEOS (1) : H20 (42). Em seguida, adicionou-se quantidade suficiente de solugéao
0,1M de HCI P.A. ou solugdo de 1,0M HCI P.A. (Vetec, Brasil) para obter pH
estabelecido no delineamento experimental. A determinacao do pH foi realizada
utilizando peagbmetro Mettler Toledo (Suica). A preparagao foi mantida a temperatura
ambiente, sob agitagdo magnética, durante todo processo (Tabela IV.1). Apbs a
solubilizacdo do TEQOS, ajustou-se o pH com adigao de HCI 1M (microesferas brancas)
ou adicionou-se a cianocobalamina (North China Pharmaceutical Huas, China) e, em
seguida, ajustou-se o pH com adicao de HCI 1M (microesferas carregadas).

No caso da amostra com polietilenoglicol 6000 (PEG), o preparo do sol ocorreu pela
adicao de polietilenoglicol a agua ultra-pura e apds a solubilizagdo, o procedimento
seguiu as etapas padronizadas, conforme descrito acima.

O equipamento utilizado para producao das microesferas de silica foi um mini-secador
Spray dryer Blchi 190 (Blchi, Suica) com capacidade nominal de evaporacédo de
1,5kg H.O/h, dotado de um sistema de aquecimento de ar, um sistema de injecdo e
um sistema de exaustdo de gases, conforme esquematizado na Figura 4.1. O
equipamento operou continuamente com fluxos concorrentes de ar e preparagédo e
com um atomizador de orificio de 0,7mm. O material particulado produzido foi aspirado
e coletado por um ciclone conectado a extremidade inferior do secador. Os finos nao
retidos no ciclone foram coletados por um filtro manga colocado na linha de evacuagéao
de gas.

A concentragcdo tedrica de cianocobalamina nas microesferas carregadas é de
aproximadamente 2,2%p/p. E a concentracdo tedrica de PEG nas microesferas de
matriz hibrida é de aproximadamente 3,5%p/p.



Tabela IV.1 - Matriz de experimentos do preparo de microesferas por spray drying.

Raz&ao molar
Formulacao pH TEOS :H,0: cianocobalamina: PEG
6000
1 1 1:14:0:0
(microparticulas brancas)
2 1 1:14:0,001:0
3 23 1:14:0,001:0
1:14:0:0
4 2,3 (microparticulas brancas)
5 qA- .
3,0 1:14:0,001:0
6 A .
2,3 1:14:0,002:0
1:14:0:0
/ 3,0 (microparticulas brancas)
8 .5Q. .
2,3 1:28:0,001:0
9 53 1:14:0 :1,67x10™
’ (microparticulas brancas)
1:14:0 :1,67x10™
10 2,3 (microparticulas brancas)*
11 2:3 1:14:0,001 :1,67x10*
12 23 1:14:0,001:0*
13 2:3 1:28:0,001:0*
14 2,3 1:42:0,001:0

*repeticdes



Sistema de evacuagéo de gas

1 — Camara de secagem

2 — Bico do atomizador

3 — Bomba peristaltica

4 — Compressor de ar

5 — Reservatorio solugao

6 — Ciclone

7 — Recipiente de coleta de produto seco
8 — Filtro manga para coleta de finos

9 - Aspirador

Figura 4.1- Esquema do spray dryer utilizado para a producdo de microesferas de

silica

Os parametros de operacao foram fixados para todos os experimentos: fluxo de
alimentagdo de 5mL/min; temperatura de entrada do ar no secador 124 — 133°C;
aspirador 18; vazao do ar de atomizagdo 600NI/h e temperatura de saida do ar do
secador 80 — 94°C (determinada por fatores como a temperatura de entrada e vazao
de volumétrica de liquido).

As amostras foram coletadas, cuidadosamente, e mantidas em frascos de vidro ambar
bem fechados.



4.6. CARATERIZA(;AO DAS MICROESFERAS
4.6.1. Medida de densidade

As analises no picndmetro a hélio foram obtidas no aparelho Multipycnometer modelo
MVP-4DC (Quantachrome Corporation, EUA).

O gas hélio é utilizado porque possui um tamanho molecular pequeno o suficiente para
penetrar em poros nanométricos abertos. Considerando-se que o material ndo possua
poros internos fechados, a densidade medida é a densidade real.

O picnémetro a hélio emprega o principio de Arquimedes de fluido deslocado para
determinar o volume. Nesta técnica, o volume da amostra é calculado através da
medida da diferenca de pressdo quando uma quantidade conhecida deste gas sobre
pressao flui de um volume de referéncia (Vr) precisamente conhecido para uma célula
(porta-amostra) contendo o material em p6. Obtém-se dois valores de pressao que sao
relacionados com o volume através da equacdo dos gases ideais (PV = nRT).
Posteriormente, a densidade é obtida através da razao da massa pelo volume medido.

Os valores médios foram calculados a partir de seis determinagdes para cada

amostra.
4.6.2. Analise por difracao de raios X

A técnica de difragdo de raios X foi utilizada na avaliagdo da cristalinidade da
cianocobalamina antes e ap6s obtengao das microparticulas.

As amostras, Formulacdo 1 a 11, foram submetidas a analise de difracdo de raios X
em um Difratdmetro da marca Philips (Holanda), modelo PW1710, utilizando radiagao
CuKa, corrente de 20mA, tensao de 40kV, varredura ao passo de 0,06 °26/s, tempo de

contagem de 1s™, varredura de 4°a 90°26.



4.6.3. Espectroscopia na regiao do infravermelho

Os espectros de infravermelho foram empregados para identificacao direta de grupos
funcionais especificos da cianocobalamina (North China Pharmaceutical Huas, China),
das microesferas de silica branca e microesferas de silica carregada com

cianocobalamina. Foram analisadas amostras das Formulagdes 1 a 11.

Considerando a dificuldade de doseamento da cianocobalamina nas microesferas,
procurou-se avaliar a possibilidade de utilizagdo da técnica de espectroscopia na
regido do infravermelho para determinagédo quantitativa desse farmaco.

Os espectros no infravermelho foram obtidos utilizando-se um espectrometro Perkin
Elmer Spectrum 1000 (FT-IR) e as leituras foram feitas na regido de 4000cm™ a
500cm™. Em todos os casos foram preparadas pastilhas contendo 1,5mg da amostra
e 150mg de KBr, exatamente pesados. As misturas foram trituradas em um grau de
agata e foram entao prensadas.

4.6.4. Analise térmica

A analise térmica permite o acompanhamento dos efeitos de calor associados com as
alteragbes quimicas e fisicas da amostra, tais como reagbes de dissociagdo, de
decomposicdo, de desidratacédo, de oxi-reducao, entre outras. E possivel acompanhar
as transicbes de fase (sublimagdo, congelamento, fusdo, ebulicdo, inversbes de
estrutura cristalina), que sdo capazes de causar variagbes de calor. Também é
possivel medir a mudanga de massa de uma substancia em fungdo do tempo ou da
temperatura. Deste modo, utilizaram-se os dados da curva TG para quantificagdo da
cianocobalamina nas microesferas das Formulagées 3 e 11.

A primeira avaliagdo da cianocobalamina por anadlise calorimétrica exploratoria
diferencial (DSC) foi conduzida utilizando equipamento Mettler Toledo modelo DSC
822¢ (Suiga) utilizando cadinho de aluminio de 40uL com tampa perfurada numa faixa

de temperatura de -30 a 600°C com razdo de aquecimento de 10°C/min.

Na segunda avaliagdo por DSC, para avaliacao da temperaturade transicao vitrea da
cianocobalamina, utilizou-se o equipamento DSC 2920 da TA Instruments (EUA). O



ensaio foi realizado numa razdo de aquecimento 10°C/min utilizando hélio como gas

de purga.

Por sua vez, a termogravimetria (TG) foi realizada sob nitrogénio e ar sintético em
equipamento Mettler Toledo, TGA/STDA 851e (Suiga) em cadinho de platina de 70uL
sob uma temperatura de 25°C a 1000°C com razdo de aquecimento de 10°C/min.
Foram obtidas as curvas TG para cianocobalamina e Formulagées 3, 4, 10 e11.

4.6.5 Microscopia e microanalise eletrénica

As andlises morfologicas das microesferas foram realizadas por microscopia eletronica
de varredura utilizando equipamento JEOL JSM — 6360LV (Japdo) e a composicao
qguimica foi analisada utilizando microssonda através do espectrometro por dispersao
de energia (EDS) de raios X THERMO NORAN modelo Quest (EUA).

As amostras foram montadas em um porta amostra com o auxilio de uma fita dupla
face de carbono e submetidas a metalizacao em ouro. Em seguida, as amostras das
Formulagdes 1 a 14 foram examinadas utilizando feixe de elétrons a uma intensidade
de 15kV. Obteve-se fotomicrografias nos aumentos de 1000X, 5000X e 10000X.

A fim de avaliar alteragbes da superficie, as amostras das Formulagdes 12, 13 e 14
foram analisadas apo6s o teste de liberagdo in vitro sob as condigbes anteriormente
descritas. Obteve-se fotomicrografias nos aumentos de 5000X e 10000X.

4.6.6 Distribuicao Granulométrica

As distribuicbes granulométricas das microesferas obtidas neste trabalho foram
analisadas por difracdo laser em aparelho Cilas 1064 (Franga), que opera pelo
principio de difragdo de raios laser. Pequenas quantidades de microparticulas foram
previamente dispersadas em aproximadamente 15mL de &gua contendo cerca de
0,05%p/V de hexametanofosfato de sddio (Quimibras, Brasil) e mantidas em banho
de ultra-som por 5min. Em seguida, por¢cdes da suspensao foram transferidas para
cuba do aparelho contendo agua, sob ultra-som, até que o indice de obscuracéo
requisitado pelo aparelho fosse alcangado.



Foram determinados os didmetros de particula correspondente a 90, 50 e 10% da
distribuicdo acumulada, ou seja, os parametros Do, Dos € Dos. A partir desses, foi
calculado o indice de polidispersidade, span, por (Do g— Dg 1/Dg 5).

4.6.7. Adsorcao de gases

Todas as amostras foram pré-preparadas para retirada de umidade sob vacuo a
temperatura de 90°C por no minimo 5 horas. A area superficial especifica e o volume
especifico dos poros foram determinados pela técnica de Brunauer, Emmett e Teller
(BET), utilizando equipamento Autosorb-1 Quantachrome (EUA), com isotermas de
adsorgao e dessorgao de nitrogénio. Na faixa de validade da isoterma de BET, a area
foi calculada a partir do coeficiente angular e intercepto da linha formada por, no
minimo, cinco pontos de medida. Para garantir a repetibilidade dos resultados, utilizou-
se massa de aproximadamente 0,159 para Formulacao 3 e de 0,5g para Formulacdes
12, 13 e 14.

4.6.8. Liberacao in vitro

O ensaio de liberagao in vitro foi realizado para verificar a potencialidade da matriz de
silica carregada com cianocobalamina, obtida por método sol-gel por spray dryer,
liberar de forma controlada este farmaco.

Foram utilizadas, neste experimento, microesferas produzidas sob diferentes
condicdes com a finalidade de avaliar a influéncia das condi¢cdes de sintese sob o
perfil de liberagéo.

Preparo tampéo PBS-conservantes

Foram exatamente pesados 0,20g de cloreto de potassio P.A. (Vetec, Brasil), 0,20g de
fosfato de potassio monobasico P.A. (Vetec, Brasil), 8,00g de cloreto de sddio P.A.
(Vetec, Brasil), 1,159 fosfato de sodio dibasico P.A. (Vetec, Brasil), 1,00g de
metilparabeno (Veno Fine Chemical Industry, China) e 0,1g de propilparabeno (San Fu
Chemical, Japéo). O propilparabeno e o metilparabeno foram solubilizados em agua
ultra-pura aquecida a 70°C. Apos o resfriamento dessa solugdo, adicionou-se mais
agua ultra-pura até aproximadamente 800mL e, em seguida, os demais sais foram
solubilizados consecutivamente. Levou-se a solucdo ao banho-maria a 37°C e



acertou-se o pH da solugao para 7,4 utilizando-se peagébmetro Mettler Toledo MP 220,
(Suica) com solucdo 1M de hidroxido de sédio P.A. (Vetec, Brasil). Finalmente,
transferiu-se quantitativamente para um baldo volumétrico de 1000mL, completou-se o

volume utilizando agua ultra-pura e homogeneizou-se. O pH foi novamente conferido.

Ensaio de liberacao in vitro utilizando sacos de dialise

Cerca de 500mg de cada formulagdo de microesferas de silica carregada com
cianocobalamina (Formulagéo 2, 3, 5, 6, 8 e 11) foram colocados em sacos de dialise
(Inlab, peso molecular de corte de aproximadamente 12 kDa), imergidos em 100mL
solugdo tampao fosfato salino (PBS, pH 7,4) contendo 0,1%p/V de metilparabeno
(Veno Fine Chemical Industry, China) e 0,01%p/V propilparabeno (San Fu Chemical)
como conservantes. Todas as amostras foram mantidas sob agitagdo constante em
incubador shaker C-24, NBS (EUA) a 75rpm, 37°C e protegidas da luz. A cada
intervalo de amostragem, uma amostra de 1,0mL foi coletada e substituida por um
volume idéntico de meio novo. A quantificacdo da cianocobalamina liberada foi
realizada por CLAE.

A primeira série de ensaios (Formulacao 3, 5, 6 e 8) foi realizada em duplicata por 22
dias, enquanto a segunda (Formulacdes 2 e 11) foi realizada em ftriplicata por 21 dias.

Paralelamente, foi avaliado por 72h o perfil de liberagdo do farmaco livre pela adicao
de cerca de 11mg de cianocobalamina colocados em saco de didlise (n=3) e

submetidos as mesmas condicdes experimentais acima descritas.

Ensaio de liberacao in vitro com dispersao direta no meio

Cerca de 500mg de cada formulagdo de microesferas de silica carregada com
cianocobalamina (Formulagbées 3, 8, 12, 13 e 14), exatamente pesados, foram
dispersos em 100mL solugéo tampéao fosfato salino (PBS, pH 7,4) contendo 0,1%p/V
de metilparabeno (Veno Fine Chemical Industry, China) e 0,01%p/V propilparabeno
(San Fu Chemical) como conservantes. Todas as amostras foram mantidas sob
agitacao constante em incubador shaker C-24, NBS (EUA) a 75rpm, 37°C e protegidas

da luz. A cada intervalo de amostragem, uma amostra de 100uL foi coletada e



substituida por um volume idéntico de meio novo. O ensaio foi realizado em triplicata

por 14 dias e a quantificacdo da cianocobalamina foi realizada por CLAE.
Procedimento para analise das amostras do ensaio de liberacao in vitro

Uma aliquota foi retirada, filtrada através de filtro Millex™ e coletada em vial para
andlise por CLAE. Cada amostra foi injetada 3 vezes e a média das areas dos picos foi
comparada com a média das areas dos picos da solucao padrao diluida a 5ug/mL. A

concentracao de cianocobalamina no meio foi calculada pela aplicagcado da equacao:

Ca= Aa x Cr, (4.4)
Apa

em que:

Ca = concentragao de cianocobalamina no meio (ug/mL)
Aa = média das areas dos picos da amostra problema
Apa = média das areas dos picos da solugao padrao diluida

Cr = concentragao real da solugédo padrao diluida (ug/mL)



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Padronizacao do método de quantificacao de cianocobalamina por CLAE

5.1.1. Seletividade

A seletividade de um método instrumental de separagao € a capacidade de avaliar, de
forma inequivoca, as substancias em analise na presenga de componentes que
podem interferir com a sua determinagdo em uma amostra complexa. A seletividade
garante que o pico de resposta seja exclusivamente do composto de interesse (ICH,
1996, ANVISA, 2003; USP, 2005; RIBANI, 2004).

Os picos da cianocobalamina obtidos pela diluicdo do padrdo primario a 50ug/mL
(Figura 5.1) e da matéria-prima 50ug/mL (Figura 5.2) sdo bastante simétricos e
aparecem no tempo de retencado de 5,1min. Observa-se que ndo ha interferente na
analise, pois o cromatograma nao apresenta outros picos, sendo o da

cianocobalamina no intervalo de 0 a 15min.

A Figura 5.3 mostra o cromatograma obtido pela injecdo de cianocobalamina padrao
diluida a 6ug/mL em tampdo PBS-conservantes. Como era se esperar, 0S
conservantes, metilparabeno e propilparabeno, apresentam absortividade na regido do
ultra-violeta. Contudo, observa-se boa separagado dos picos e simetria do pico de
cianocobalamina visualizado a 7,03min. E interessante observar a baixa intensidade

dos picos relativos aos conservantes (Figuras 5.3 e 5.4).
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Figura 5.1 - Cromatograma da amostra de cianocobalamina padrao diluida 50ug/mL.
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Figura 5.2 - Cromatograma da amostra de cianocobalamina matéria-prima diluida a
50ug/mL.
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Figura 5.3 - Cromatograma da amostra de cianocobalamina padrao diluida em tampao
PBS-conservantes (6ug/mL).

0,005 4
s ; &
FRRLLE o
5 1 =
oot ] g
0013 g
0.000 3
] T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15

Tempo de retengdo (min)

Figura 5.4 - Cromatograma do placebo. Os picos observados sao relativos aos
conservantes metilparabeno e propilparabeno.



Provavelmente, a diferenca das caracteristicas quimicas das amostras e a mudanca
de polaridade da molécula sdo responsaveis pela pequena alteracdo do tempo de
retencao quando se compara o uso de agua e de tampao PBS-conservantes (pH=7,4)

como diluente.

O estudo comparativo dos cromatogramas apresentados nas Figuras 5.1, 5.2, 5.3 e
5.4 mostra que as condigées cromatograficas trabalhadas oferecem seletividade para

a determinacgdo da cianocobalamina nas diferentes amostras.

5.1.2. Linearidade e faixa de aplicacao

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em analise, dentro de uma
determinada faixa de aplicagdo (ICH, 1996, ANVISA, 2003; USP, 2005; RIBANI, 2004).

A correlagao entre o sinal medido (area ou altura do pico) e a massa ou concentragao
da espécie a ser quantificada é obtido experimentalmente a partir de sinais medidos
para massas ou concentracées conhecidas dessa espécie. Essa relacdo matematica
pode ser expressa como uma equacao de reta chamada de curva analitica (ICH, 1996,
ANVISA, 2003; USP, 2005; RIBANI, 2004).

Através da regressdo linear pode-se calcular o coeficiente de correlacdo r. Este
parametro permite uma estimativa da qualidade da curva obtida. Para avaliar se a
equagao de regressao € estatisticamente significativa podem ser efetuados os testes
de ajuste do modelo linear, validade da regressao, sua eficiéncia e sua eficiéncia
maxima (RIBANI, 2004).

A ANVISA (2003) e o ICH (1996) recomendam um coeficiente de correlagédo igual ou
superior a 0,99.

A Tabela V.1 apresenta as concentragdes de trabalho e respectivas areas obtidas pela
injecao das replicatas. A representacao grafica da curva padrao e a equacgao da reta,
determinada através do estudo da regressdo linear, pelo método dos minimos
quadrados, podem ser visualizadas na Figura 5.5.



Tabela V.1 - Areas obtidas por CLAE para a construcdo da curva de calibragdo da
cianocobalamina.

Concentragao

cioncentracdo | 2 5 10 20 50 100 150
(ug/mL)
40462
79968 | 209354 | 421850 | 827083 | 2104615 | 4224853 | 6334123
39359 | 79679 | 207144 | 420455 | 820846 | 2109238 | 4228690 | 6325316
A
(Seg) 39698 | 50076 | 208470 | 423549 | 825885 | 2097201 | 4221003 | 6315261
39489 | 83308 | 207889 | 420025 | 831181 | 2000073 | 4228287 | 6337623
40064

82265 209013 | 422114 | 826113 | 2098617 | 4235587 | 6304905

Média das areas| 39814 81100 208400 | 422000 | 826000 | 2100000 | 4228000 | 6323000
+ desvio padrao | 500 +1700 + 900 + 1300 + 3700 + 7400 + 5400 + 14000

C.V. (%) 1,13 2,00 0,42 0,30 0,45 0,35 0,13 0,21

O valor do coeficiente de variagcdo para as replicatas de inje¢cdes a cada ponto de
concentracao foi inferior a 2% e o coeficiente de correlagdo (r) foi superior a 0,99999
para a equagao y=42218x — 5149,5.

7000000 - y = 42218x - 5149,5
6000000 - r=0,9999
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Figura 5.5 - Representacgao gréfica da curva padrao da cianocobalamina por CLAE.



Uma vez que o valor de r é superior a 0,99, pode-se afirmar que existe alta correlagdo
linear entre as areas dos picos e as concentra¢des de cianocobalamina no intervalo de

1ug/mL a 150ug/mL.

Para avaliar a relagao linear entre concentracao de cianocobalamina e area do pico foi
aplicado teste “t” de Student (significancia 5%) cuja hipétese nula (Ho) € Ho: b=0. O
parametro de Student (t) encontrado foi de t=771,056 (p<0,0001) e indicou que o
coeficiente b é estatisticamente diferente de zero, ou seja, rejeita-se Ho. Portanto, o
modelo linear que expressa area do pico em fungcdo da concentracdo de
cianocobalamina é adequado.

5.1.3 Precisao do Método

A precisdo representa a dispersdo de resultados entre ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condicbes
definidas (RIBANI, 2004).

De acordo com a ANVISA (2003), o valor maximo aceitavel deve ser definido de
acordo com a metodologia empregada, a concentracdo do analito na amostra, tipo de
matriz e a finalidade do método, ndo se admitindo valores superiores a 5%.

A precisdo em validacdo de métodos analiticos € considerada em trés niveis
diferentes: repetitividade, precisao intermediaria e reprodutibilidade.

A reprodutibilidade é aplicada aos resultados dos estudos de colaboragdo entre
laboratérios e deve ser considerada em situagdes como padronizagdo de
procedimento a serem incluidos em farmacopéias, CODEX e outros (ANVISA, 2003;
RIBANI, 2004).

5.1.3.1. Teste de Repetibilidade
No teste de repetibilidade a precisdo é avaliada pela concordancia entre os resultados

dentro de um curto periodo de tempo com o mesmo analista e a mesma
instrumentacéao (ICH, 1996, ANVISA, 2003; USP, 2005; RIBANI, 2004).



A repetibilidade do método é verificada por,
contemplando o intervalo linear do método, ou seja, 3 concentracdes, baixa, média e
alta, com trés réplicas cada ou minimo de 6 determinacdes a 100% da concentracao
do teste (ICH, 1996, ANVISA, 2003; USP, 2005; RIBANI, 2004).

Teste de repetibilidade 1

A Tabela V.2 sumariza os resultados do teste de repetibilidade utilizando agua ultra-
pura como diluente, realizado pela injegdo em ftriplicata das concentragdes de
cianocobalamina padrao diluida a 5ug/mL, 10ug/mL e 20ug/mL, bem como os valores

encontrados para o desvio padréo e C.V..

Tabela V.2 - Teste de repetibilidade 1: solucdo padrao de cianocobalamina diluida em

agua ultra-pura.

no minimo, 9 determinagdes,

Concentracao
cianocobalamina 5,0 10,0 20,0
(ng/g)
202328 417049 800838
503350 415704 806214
Area 419440 809059
(u.a) 205612
504229 419179 812042
801336
207861 419992
Média das areas * 204700 418300 805900
desvio padrao + 2200 + 1900 + 4900
C.V.(%) 1,05 0,43 0,60
Limites de
. 204700 418300 805900
Confianca
+ 2700 + 2300 + 6100

(95%)




Conforme se observa na Tabela V.2, os valores de coeficiente de variagcdo foram
1,05%, 0,43% e 0,60% para as concentragcées de 5ug/mL, 10ug/mL e 20ug/mL,
respectivamente. Portanto, os valores sdo bem inferiores a 5%, o que demonstra boa
precisdo do método quanto a repetibilidade.

Teste de repetibilidade 2

A Tabela V.3 resume os resultados do teste de repetibilidade utilizando tampao PBS-
conservantes como diluente, realizado pela injecao consecutiva (n=6) da amostra de
cianocobalamina padrao diluida a 5ug/mL, bem como os valores encontrados para o
desvio padrao e C.V..

Conforme se observa na Tabela V.3, o valor de coeficiente de variagédo foi 0,20% para
a concentracdo de 5ug/mL. Portanto, o valor é bem inferior a 5%, 0 que demonstra
boa precisdo do método quanto a repetibilidade.

Tabela V.3 - Teste de repetibilidade 2: solugdo de cianocobalamina padréo diluida a

5ug/mL em tampéo PBS-conservantes.

Repeticoes Area (u.a.)

1 217304

2 216101

3 216346

4 216843

5 216972

6 216574

Média das areas 216700
* desvio padrao + 500
C.V. (%) 0,20

Limites de Confianca 216700
(95%) + 500




5.1.3.2. Teste de Precisao intermediaria (precisao intra-corrida)

No teste de precisdo intermedidria verifica-se concordancia entre os resultados do
mesmo laboratério, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes ou
equipamentos diferentes ou uma combinacgao destes fatores. A precisado intermediaria
pode ser expressa através da estimativa do desvio padrao relativo (ICH, 1996,
ANVISA, 2003; RIBANI, 2004; USP, 2005).

Teste de precisao intermediaria 1
Avaliou-se a concordancia de resultados entre dois equipamentos, em dias diferentes,
injetando-se 5 vezes cada solugao cianocobalamina padrao diluida em agua ultra-pura

a 5ug/mL, 10ug/mL e 20ug/mL . Os resultados foram sumariados na Tabela V.4.

Tabela V.4 - Teste de Precisao intermediaria 1.

Concentracao
cianocobalamina 3,0 10,0 L
(ng/mL)
Equipamento 1 2 1 2 1 2
202328 | 107924 | 417049 | 215307 | 801336 | 424215
203350 | 106160 | 415704 | 218882 | 800838 | 421337
, 205612 | 406310 | 419440 | 214247 | 806214 | 428540
Area
(u.a.)
204229 | 107752 | 419179 | 216754 | 809059 | 424552
207861 | 40042 | 417049 | 213854 | 812042 | 424770
202328 | 107924 | 415704 | 215307 | 801336 | 424215
Média das areas 205000 | 106800 | 418000 | 216000 | 806000 | 425000
+desvio padrdo | +2200 | 900 | +1800 | £2100 | +4900 | +2600
C.V. (%) 1,05 0,86 0,43 0,95 0,60 0,60




Os valores de coeficiente de variacdo no equipamento 1 e no equipamento 2 para

amostra de mesma concentracdo foram no maximo de 1,05%. Portanto, os dados

experimentais mostram que o método apresenta boa precisao intra-corrida.

Teste de Precisao intermediaria 2

O teste de precisao intermediaria utilizando solugao tampao PBS-conservantes como

diluente foi realizado em dois dias diferentes por analistas diferentes injetando-se 6

vezes a solugdo cianocobalamina padréo diluida a 5 pg/mL (Tabela V.5).

Tabela V.5 - Teste de precisao inter-dias 2.

Concentragao Area (u.a.) Area (u.a.)
cianocobalamina - .
(ug/mL) 12 dia 22 dia
217304 215949
216346 215875
216972 219250
5,0
216101 218819
216843 218936
216574 219422
Média das areas 216700 218000
* desvio padréao + 500 + 1700
C.V. (%) 0,20 0,76

Média das médias
* desvio padréao

217000
+1000




A Tabela V.5 mostra o C.V. para cada dia, ou seja, 0,20% e 0,76% para o primeiro e
segundo dia, respectivamente. Foi aplicado teste “t” de Student para amostras
independentes, obtendo-se t=-1,925 (p=0,105). Portanto ndo houve diferenca

estatisticamente significante entre as médias da precisao inter-dias (a=0,05).

5.1.4. Teste de Exatidao

A exatidao de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos pelo
método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro (ICH, 1996, ANVISA, 2003; RIBANI,
2004; USP, 2005).

Ressalta-se que um valor exato ou verdadeiro é o valor obtido por uma medicao
perfeita e este valor é indeterminado por natureza (RIBANI, 2004).

Os processos mais utilizados para avaliar a exatiddao de um método sdo: materiais de
referéncia, comparacao entre métodos, ensaios de recuperacao e adicdo padrao
(RIBANI, 2004).

Teste de exatidao 1

Seguindo o método de adicdo padrdo, quantidades conhecidas de padrdao de
cianocobalamina foram adicionadas a solugao de cianocobalamina matéria-prima. Os
resultados de recuperagdo de cianocobalamina padrao estdo resumidos nas Tabelas
V.6eV.7.

Os valores de concentragdo de cianocobalamina correspondentes a cada
concentracdo foram calculados e comparados ao valor teérico (equivalante a 100% de
recuperacgao, ou seja, 25, 50, 100ug/mL). Foi aplicado teste “t” de Student e verificou-
se ndo houve diferenga estatisticamente significante entre a concentracdo de

cianocobalamina recuperada e concentragao tedrica (a=0,05).



Tabela V.6 - Teste de exatidao 1.

Amostra Concentracao Area (u.a.) Média das areas C.V. (%)
tedrica (ug/mL) + desvio padréao
204825
Matéria-prima 5,0 204740 206200 + 2400 1,16
208934
- 1199456
Materia-prima 30,0 1245171 1230000 + 26500 2,15
+ padréo
1245304
- 2290283
Materia-prima 55,0 2297303 2299000 + 9600 0,42
+ padréo
2309219
- 4407008
Matéria-prima 105,0 4416660 4421000 + 17300 0,39
+ padréo
4440467

Tabela V.7 - Analise estatistica do teste de exatidao 1.

Concentracao tedrica Quantidade de Percentual médio
de cianocobalamina cianocobalamina t p de recuperagao
(ng/mL) recuperada (ug) * desvio padrao
25 24,37 -1,733 0,225*
50 49,69 -2,329 0,145* 99,0 +1,1
100 99,97 -0,142 0,900*

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste “t” de Student.

Conforme apresentado na Tabela V.7, a recuperagéao do método A foi de 99,0 + 1,1%.

Teste de exatidao 2

Neste teste, amostra do placebo foi contaminada com quantidades conhecidas de
cianocobalamina padrdo. As Tabelas V.8 e V.9 mostram os resultados obtidos.

Os valores de concentracdo de cianocobalamina correspondentes a cada
concentracao foram calculados e comparados ao valor esperado (equivalante a 100%
de recuperagao, ou seja, 5, 10, 15 e 25ug/mL). Foi aplicado teste “t” de Student e
verificou-se ndo houve diferenga estatisticamente significante entre a concentragéo de
cianocobalamina recuperada e a concentracdo tedrica nas concentragoes tedricas de
5 e 15ug/mL (a=0,05).



Conforme se verifica na Tabela V.9, utilizando o método de contaminagéo do placebo,

a recuperacao de cianocobalamina foi de 97,8 * 3,3%.

Tabela V.8 - Teste de exatidao 2.

Concentracao

Preparacao e Area (u.a.) Média das areas C.V. (%)
* desvio padréao
(ug/mL)
196713
Padrao 5,0 197734 DEASS 0,37
196927 -
190613
Placebo + Padrdo 5,0 186483 1856888 2,64
180822 B
381277
Placebo+ Padrao 10,0 380463 183?16 (())(()) 0,79
386050 B
586546
Placebo+ Padrao 15,0 572602 "17%)88 1,29
574893 B
1008928
Placebo+ Padrdo 25,0 1004506 P 0,23
1007904 B

Tabela V.9 - Percentual de recuperacao do teste de exatidao 2 por contaminagédo do

placebo.
Concentracao teodrica Concentracao Média
cianocobalamina cianocobalamina t p + desvio padrio
(ug/mL) recuperada (ug/mL) * P
5,0 4,72 -4,071 | 0,055*
10,0 9,70 -6,786 | 0,021"°
3 3 3 3 +
15,0 14,66 _3,053 0,093* 97,8 L 3,3
25,0 25,55 16,159 | 0,004

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste “t” de Student.

NS Nao significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste “t” de Student.



5.1.5. Teste de robustez

A robustez de um método mede a sensibilidade que este apresenta em face de
pequenas variagdes. Para método cromatografico avalia-se, por exemplo, a variacao
da proporgcdo dos solventes, pH e forca ibnica da fase movel, programacao de
temperatura, fluxo da fase moével pela coluna (ICH, 1996, ANVISA, 2003; RIBANI,
2004; USP, 2005).

Teste de robustez 1

O teste de robustez foi realizado pela variagdo da temperatura da coluna
cromatografica em + 2°C durante a analise da solugdo de cianocobalamina padréao

diluida a 5ug/mL em agua ultra-pura (n=3) (Tabela V.10).

Tabela V.10 - Teste de robustez 1 utilizando solugdo de cianocobalamina padrao

diluida a 5ug/mL em agua ultra-pura.

Temperatura (°C) 23 25 27
219172 219112 217947
Area
(u.a) 220020 217809 214695
219544 219079 216351
Média das areas 219600 218600 216300
* desvio padréao + 500 + 800 + 1700
Média das médias 218200
+ desvio padrao +1700
C.V. (%) 0,77

As areas das replicatas, obtidas a cada temperatura, foram agrupadas e os trés
grupos foram comparados pela andlise de variancia (Anova). O valor “F” de Fisher
obtido foi F=7,478 (p=0,023). Em seguida, foi aplicado teste Tukey para as mdltiplas
comparagdes entre grupos, cujos resultados observados foram p=0,574, p=0,080 e
p=0,022 para as comparagdes dos grupos 23°C e 25°C, 25°C e 27°C e 23°C e 27°C,



respectivamente. Portanto, o teste de robustez foi satisfatério uma vez que nao houve
diferenca significativa entre médias das areas obtidas a 25°C e aquelas obtidas a 23°C
e 27°C em nivel de 5% de significancia.

Teste de robustez 2

O teste foi conduzido variando-se a temperatura da coluna cromatogréafica. Deste
modo, a amostra de cianocobalamina padrao diluida em tampao PBS-conservantes
(5ug/mL) foi injetada em triplicata nas condi¢cées de temperatura da coluna em 23°C,

25°C e 27°C. Os dados do teste de robustez estao sumariados na Tabela V.11.

Tabela V.11 - Teste de robustez 2 utilizando amostra de cianocobalamina padrao

diluida a 5ug/mL em tampao PBS-conservantes.

Temperatura (°C) 23 25 27

210825 203176 214932

Area

211235 211704 212429
(u.a.)

212404 213017 212055

211500 209300 213100

Média + desvio padrao + 900 + 5400 + 1600

Média das médias

+ desvio padrao 211300 + 2000

C.V. (%) 0,91

As éareas das replicatas, obtidas a cada temperatura, foram agrupadas e os trés
grupos foram comparados pela andlise de variancia. O valor “F”, de Fisher, obtido foi
F=1,054 (p=0,405). Portanto, o teste de robustez foi satisfatério uma vez que nao
houve diferenca significativa entre médias das areas a 23°C, 25°C e 27°C em nivel de
5% de significancia.



Teste de robustez 3

Neste teste, variou-se o diluente de preparo da solucdo de cianocobalamina padrao.
Agua ultra-pura ou tamp&o PBS-conservantes foram utilizados como diluentes a fim de
obter uma concentracao final de 5ug/mL. As amostras foram injetadas em triplicata
seguindo as condi¢cdes padronizadas dos parametros cromatograficos. Os resultados
estdo sumariados na Tabela V.12. Foi aplicado teste “t” de Student para amostras
independentes, obtendo-se t=3,008 (p=0,091). Portanto, 0 método é robusto uma vez

gue nao houve diferenca estatisticamente significante entre as médias (a=0,05).

Tabela V.12 - Teste de robustez 3: modificacao do diluente das preparagodes.

Técnicas Agua Tampao PBS-conservantes
219112 203176
('trza) 217809 211704
219079 213017
Média + 218700 209300
desvio padrao + 800 + 5400
C.V. (%) 0,34 2,55
Média das médias 214000
* desvio padréao + 3300
C.V. (%) 1,53

5.2. QUANTIFICAGAO DO TEOR DE CIANOCOBALAMINA NA MATERIA-PRIMA

Conforme descrito no item 4.2, preparou-se amostras de cianocobalamina padrao
diluida 50ug/mL e de cianocobalamina matéria-prima 50ug/mL a fim de quantificar a

pureza da matéria-prima. Os dados obtidos foram sumariados na Tabela V.13.



Tabela V.13 - Teor de cianocobalamina na matéria-prima.

~ ; - , Concentragao
Analito Concentracao Area dMe,dla Eejvp C.V.(%) . G
(ng/9) (u.a.) as areas | Padréao (teor %p/p)
1525577
Padrao 50,00 1520648 | 1523539 | 2573 0,17 100,00
1524393
Matéria- 1452047
orima 50,00 1454843 | 1453340 | 1410 0,10 95,39
1453131

Conforme se verifica na Tabela V.13, o teor de cianocobalamina foi de 95,39%p/p
Ressalta-se que este teor ndo é com base na substancia seca e que, de acordo com a
Farmacopéia Americana (USP, 2005), a matéria-prima pode conter até 12%p/p de
umidade.

5.3. ESTABILIDADE DA CIANOCOBALAMINA EM FASE SOL

O objetivo deste experimento foi avaliar a estabilidade da cianocobalamina durante o
processo de preparo da fase sol utilizando valores de pH abaixo da faixa 6tima da
estabilidade, pH 4,5 a 5,0 (PENTEADO, 2003; TRISSEL, 2005).

Observou-se que o pico da cianocobalamina, proveniente do teste de estabilidade da
substancia em fase sol, apresentou alargamento da base do pico e formagdo de
cauda. Também houve deslocamento do pico para o tempo de retengdo 9,09min.
Estas modificagbes podem estar associadas principalmente a modificagbes da
polaridade da molécula (comparar com cromatogramas das Figuras 5.1, 5.6 € 5.7).
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Figura 5.6 - Pico da cianocobalamina da amostra da fase sol apos 24h de ensaio.
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Figura 5.7 — Cromatograma da solugao padrédo de cianocobalamina a 26,8ug/mL.

O cromatograma da amostra da fase sol ndo apresenta outros picos, sendo o da

cianocobalamina no intervalo de 0 a 15 minutos. Esta evidéncia foi confirmada pela

injecdo em triplicata dos placebos respectivos e pela auséncia de outros picos

absorvendo no mesmo comprimento de onda (utilizando recursos do equipamento

DAD).

A Tabela V.14 apresenta as médias dos picos de amostras tomadas nos tempos de 15
min, 2 h, 4h, 6h e 24h, bem como o C.V. obtido.

Em paralelo, foi injetada, em ftriplicata, solugdo padrédo diluida na concentragdo de
26,8ug/mL e obteve-se valor de area média de 1055136,3 + 5907,12.

Tabela V.14 - Teor da cianocobalamina na fase sol durante 24h

TEMPOS DE COLETA DE

Médias das areas + desvio padrao (u.a.)

S Formulagcdo ApH =1,0 Formulagdo B pH = 2,3
15min 1173000 1157900
+ 5000 + 3600
on 1171800 1190685
+ 13900 + 5900
4h 1181100 1182500
+ 9500 +1200
6h 1214200 1162600
+ 5200 + 6900
oah 1178000 1194200
+ 15300 + 6300
C.V. (%) 1,48 1,40

n=3



O valor tedrico de cianocobalamina nas preparagées Formulacao A e Formulagéo B é
de 28,4ug/mL. Utilizando a area média da solugao padréo diluido a 26,8ug/mL obteve-
se valores de concentracao das preparac¢des superiores ao esperado, ou seja, valores
iniciais de 29,80 e 29,41ug/mL para Formulacao A e Formulacdo B, respectivamente.
A diferenga entre o valor teérico e o valor real, muito provavelmente, é devido ao fato
das amostras Formulacdo A e Formulagao B ndo serem analiticamente preparadas. O
mais importante a salientar € que o teor obtido esta na ordem de grandeza estimada e
gue nao houve uma degradacgao imediata.

Verifica-se que a éarea do pico atribuido a cianocobalamina ndo teve variacao
significativa ao longo do experimento de estabilidade, uma vez que C.V. foi igual a
1,41% e 1,40% para os experimentos Formulagio A e Formulagdo B,

respectivamente.
5.4. ANALISE DE VISCOSIDADE E REOLOGIA DA FASE SOL

O tamanho médio das gotas formadas durante atomizagdo é proporcional a
viscosidade e a tensdo superficial do liquido, afetando o tamanho das particulas
geradas, sendo deste modo, variavel de processo muito importante (RE, 1998).

UNGER et al.(1983) descreveram que na etapa de preparo da fase sol, o TEOS é
parcialmente hidrolisado e entdo parcialmente condensado em presenga de
catalisadores acidos tais como HCI, formando um liquido viscoso, polietoxissiloxano
(PES). A viscosidade do PES aumenta exponencialmente com a média da massa
molar do polimero e este € um parametro sensivel para caracterizacdo do grau de
polimerizagdo, que depende da quantidade de agua e catalisador na mistura
reacional.

Tendo em vista que a viscosidade das solugdes desempenha um papel importante na
determinacdo das propriedades de microesferas produzidas pela técnica de spray
drying, podendo alterar propriedades tais como morfologia, tamanho e eficiéncia de
encapsulacdo (RE, 1998; BURGESS, 2005), preparou-se um experimento para avaliar
a viscosidade da fase sol. A Figura 5.8 se refere a reologia de uma amostra mantida



sob agitacdo durante 5,5h a temperatura ambiente. O valor da viscosidade obtida foi
de 5,0mPa.s (torque= 81%) a 25°C utilizando spindle ULA, 100rpm.

Ressalta-se que, sob avaliacdo visual, as amostras preparadas neste trabalho nao
apresentaram mudancas significativas de viscosidade durante as primeiras 12h.
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Figura 5.8 - Reologia da fase sol relacdo molar TEOS (1) : Agua (14) : HCI (0,0008)
apos 5,5h.

5.5. ANALISE GRANULOMETICA E DENSIDADE REAL

A distribuicdo granulométrica é um dos mais importantes parametros de
caracterizagdo de sistemas para aplicagdo injetavel. Ou seja, a estabilidade, a
sedimentagdo ou a tendéncia de cremagem de particulas em suspensdes
(BURGESS, 2005) ou em fluidos biolégicos (MARTINEZ et al., 2002) podem ser
modificadas pelo tamanho e densidade das particulas. Por outro lado, o
comportamento biolégico € dependente do tamanho das particulas. Particulas de
tamanho inferior a 5um sofrem fagocitose por macréfagos e particulas com tamanho
acima de 5um ndo podem ser administradas por via intravenosa por causarem
formacgao de émbolos pulmonares (MORRIS; CUFF, 1991; BURGESS, 2005).

Os resultados de distribuicdo granulométrica laser e de densidade real foram
sumariados na Tabela V.15.



Tabela V.15 - Resultados de distribuicdo granulométrica e densidade real das

formulagdes de microesferas.

Formulagdo Tamanho de particulas (um) Densidadg real
D o4 Dos D oo Span (g/cm’)
1 1,19 3,64 8,18 1,92 1,93 + 0,02
2 1,25 4,18 8,87 1,82 1,88 £ 0,01
3 1,56 5,91 13,76 2,06 1,87 £ 0,03
4 1,34 4,11 7,38 1,47 1,88 £ 0,03
5 1,27 4,17 7,64 1,53 1,86 £ 0,02
6 1,36 4,32 10,29 2,07 1,84 + 0,01
7 1,36 4,90 8,58 1,47 1,85+ 0,01
8 1,38 3,99 8,71 1,84 1,85+ 0,03
9 1,66 7,91 16,70 1,90 1,83 + 0,02
10 1,40 4,74 8,44 1,49 1,84 £0,02
11 1,35 4,91 8,94 1,55 1,80 £ 0,02
12 1,26 4,18 8,27 1,68 1,84 £0,02
13 1,32 3,96 8,86 1,90 1,91 £ 0,01
14 1,34 5,64 14,86 2,40 1,92 £ 0,02

Conforme mostra a Tabela V.15, os valores de densidade real variaram entre
1,80g/cm® a 1,93g/cm® e a distribuicdo granulométrica das diversas preparacoes
apresentou valores de span < 2,40.

As distribuicbes granulométricas das microesferas das Formulagbes 1 a 14
apresentam similaridade as obtidas em outros trabalhos utilizando método sol-gel e
spray dryer. KORTESUO et al. (2001) prepararam microesferas de dexmedetomidina
utiizando como precursores TEOS e mistura deste com 5 ou 25% de
dimetildietoxissilano ou metiltrietoxissilano e obtiveram particulas com Do entre 1,41 e
2,04um e Dgyy entre 25,85 e 35,02um. Em outro trabalho, KORTESUO et al. (2002)
avaliaram o tamanho das microparticulas de dexmedetomidina e verificaram que Dy,
estava entre 1,20 e 1,84um e Dgy entre 12,20 e 34,30um. VIITALA; JOKINEN; MAUNU
(2005) obtiveram microparticulas de silica de tamanho entre 1,5 a 15um (avaliagdo em
MEV) contendo albumina de soro bovino e CZURYSZKIEWICZ et al. (2005) obtiveram



microesferas de silica contendo etidronato e verificaram por MEV que o tamanho das

particulas estava entre 0,5um e 30um.

5.6. ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

Foram realizadas analises na regidao do infravermelho para a cianocobalamina
(matéria-prima utilizada nos ensaios) e de modo investigativo para as Formulagbes 1 a
11. Os espectros da cianocobalamina, Formulagdo 1 e Formulacdo 2 estdo
representados nas Figuras 5.9, 5.10 e 5.11, respectivamente.

As principais bandas encontradas no espectro da cianocobalamina e da Formulacao 1
estao listadas nas Tabelas V.16 e V.17, respectivamente.
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Figura 5.9 - Espectro na regiao do infravermelho da cianocobalamina.
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Figura 5.10 - Espectro na regido do infravermelho da Formulagdo 1 (microesfera de
silica branca pH = 1).
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Figura 5.11 - Espectro na regido do infravermelho da Formulagcdo 2 (microesferas
carregadas pH = 1).



Tabela V.16 - Principais bandas do espectro no IV da cianocobalamina.

BANDA GRUPOS

3339 e 3198 cm’ Estiramento de ligagdes O-H e N-H

2969 e 2868 cm” Estiramento de C-H.

1666 cm’”’ Estiramento de C=0 de grupo amida. Observa-se um

ombro nesta banda que corresponde a deformacao
angular de NH..

1572 e 1497 cm’” Estiramento de C=C.
1214 cm’” Estiramento de P=O.
604 cm’ Deformacgéo angular de OH

As bandas listadas acima sao consistentes com os grupos funcionais presentes na
molécula da cianocobalamina. O espectro obtido € igual ao apresentado nas
referéncias GUO, Z. et al (2005) e STANDARD INFRARED PRIM SPECTRA (1961).

Tabela V.17 - Principais bandas do espectro no IV da Formulacao 1

BANDAS GRUPOS
3448 cm™ Estiramento de ligagdo OH (vibracional da agua e de Si-OH)
1640cm’™ Agua molecular (VIITALA, 2005)
1000 a 1250cm’” Largo pico referente a varios picos devido a SiO, e alcool
residual (LENZA, 2002; VIITALA, 2005)
1092 cm’ Estiramento assimétrico da ligacao Si-O-Si
939 cm’” Estiramento da ligagdo Si-OH e/ou Si-O-R (R= CH,CHy)
795 cm’™ Vibracao de estiramento simétrico de Si-O




A ampla banda de 3000 — 3800cm™ é composta pela combinacdo e superposicdo de
varios modos de estiramento das vibragées do grupo silanol e agua adsorvida
(BRINKER; SCHERER, 1990), conforme se observa nos espectros das Formulagdes
1e2

O espectro da Formulagdo 2 (Figura 5.11), embora apresente banda em 1654cm™,
que poderia ser referente ao estiramento da ligaggo C=0O de amida da
cianocobalamina, estd junto a banda referente a agua molecular observada no
espectro da Formulagdo 1. Isso se deve, provavelmente, a baixa quantidade da
cianocobalamina presente na amostra (a amostra foi diluida em KBr). Assim como nos
espectros das Formulagdes 3, 5, 6, 8 e 11 (Anexo 1), o espectro da Formulagéo 2 nao
apresenta sinais que tornem possivel qualquer tentativa de identificagdo de

cianocobalamina.

O nao aparecimento nos espectros das Formulagbées 1 a 11 (salvo Formulacéo 9, ndo
realizado) das bandas em torno de 1167cm™ e em 784cm™, referentes & vibragdo
angular das ligagbes Si-O-C e deformacao Si-O-C, sugerem que a hidrélise se
completou durante o processo (LENZA, 2002). Outros picos indicadores de residuos
organicos em 980-1130cm™ para etanol, 1200-1290cm™ para C-O e 2830-3040cm’
para —CH,-, -CH3 ndo foram observados.

Os espectros das Formulagdes 3, 4, 6, 8 e 11 apresentaram bandas similares as
observadas para a Formulagdo 2 e 0s espectros das microparticulas brancas
correspondentes as Formulagbes 4, 7 e 10 apresentaram bandas similares as
apresentadas no espectro da Formulagéo 1 (Anexo 1).

5.7. ANALISE TERMICA

Foram analisadas as amostras de cianocobalamina (matéria-prima), Formulagéao 3,
Formulagéo 4, Formulacdo 10 e Formulagéao 11 pela técnica de TG sob gas inerte e

em ar sintético.

Foram comparadas as curvas DSC, sob gas inerte e ar sintético, da cianocobalamina.
Para melhor andlise da regido abaixo de 140°C e visualizagdo da transi¢édo vitrea da
estrutura da cianocobalamina, curvas de DSC foram obtidas por aquecimento,



resfriamento e novo aquecimento na razao de 10°C/min utilizando-se hélio como gas

de purga.

Analise da cianocobalamina

A Figura 5.12 mostra a curva TG para cianocobalamina matéria-prima realizada na
faixa de temperatura de 25°C a 1000°C numa taxa de aquecimento de 10°C/min, sob
gas inerte (N,). A curva TG mostra perda de 7,3% de massa a partir de 60°C, regidao
que indica remogao de agua. Apds a remogao de agua, um platd é observado até
240°C, sugerindo a existéncia de composto estavel. Contudo, GOLDSTEIN; DUCA
(1982) estudaram a curva de TG entre 140°C a 230°C usando uma taxa de
aquecimento de 3°C/min e observaram processo envolvendo perda de massa de
aproximadamente 2% entre 140°C e 145°C. Utilizando outras técnicas analiticas
puderam confirmar ser esta remocdo devido ao grupo ciano da estrutura da
cianocobalamina (teoricamente, o grupo ciano representa 1,92% da massa de

cianocobalamina).

Acima de 240°C o produto formado mostrou ser muito sensivel ao aumento da
temperatura. Deste modo, o produto comeca a se decompor e extensivas
modificagcbes ocorrem em boa concordancia com dados publicados na literatura
(GOLDSTEIN, 1982). A cianocobalamina ndo atingiu um patamar de perda a 1000°C,
sendo encontrado residuo de aproximadamente 12% (Figura 5.12).
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Figura 5.12 - Curva TG em N, da cianocobalamina



As curvas de DSC da Figura 5.13 mostram um evento endotérmico alargados de 25°C
até aproximadamente 150°C e que pode ser atribuido a evolugdo da agua e esta
congruente com a analise da curva TG apresentada. A partir de 210°C, sob ambas
condicdes atmosféricas, sucessivos eventos endotérmicos sao observados em
decorréncia da degradacdo da cianocobalamina e estdo associados a perda de
massa. Sob ar sintético, a degradacao é observada como um desvio endotérmico da
linha de base e, provavelmente, é resultante de um mecanismo diferente de
degradacgdo, se comparado ao observado para atmosfera em N,, e/ou escapamento

de volateis do cadinho.
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Figura 5.13 - Curva DSC da cianocobalamina sob ar sintético e nitrogénio.

A fim de avaliar as transicbes de fase da cianocobalamina a temperaturas mais
baixas, curvas de DSC foram obtidas pela secagem da amostra, acompanhamento do

resfriamento e durante o segundo aquecimento.

A Figura 5.14 mostra a curva DSC da cianocobalamina durante a secagem da
amostra. O evento endotérmico é atribuido a perda de agua da amostra.
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Figura 5.14 - Curva DSC de secagem da cianocobalamina.

A curva DSC de resfriamento (Figura 5.15) requer maior estudo para seu
entendimento. Uma hipétese é que o evento esteja associado a transigao vitrea da
amostra em que a estrutura passa de um estado mais flexivel para uma estrutura

mais rigida, de menor mobilidade.
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Figura 5.15 - Curva DSC de resfriamento da amostra de cianocobalamina.



A Figura 5.16 apresenta a curva DSC do segundo aquecimento da amostra. A
hipétese é que o primeiro evento endotérmico seguido de outro exotérmico poderiam
ser atribuidos, respectivamente, a recristalizagdo e fusdo da agua associada a
estrutura, ou seja, 4gua que permaneceu na estrutura por estar fortemente ligada a
mesma. Possivelmente, durante o resfriamento da amostra ndo houve tempo para

que a cristalizagao ocorresse.
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Figura 5.16 - Curva DSC do segundo aquecimento da amostra de cianocobalamina.

Ressalta-se que o experimento foi realizado uma Unica vez e, portanto, requer mais
repeticoes para esclarecimento dos resultados. Contudo, maior aprofundamento
sobre a descricao do comportamento térmico da cianocobalamina foge ao objetivo
deste trabalho.

Analise das curvas TG das Formulacgdes 3, 4, 10 e 11 em atmosfera de N,

Os graficos da Figura 5.17(a) e (b) mostram a curva TG e DTG, respectivamente, da
Formulagdo 4 (microesferas brancas, pH=2,3). A perda de massa total é de
aproximadamente 16,5% e ocorre de forma continua entre 25°C e 900°C. Até 152°C a
perda de massa foi de 8%, sendo que o pico de DTG mostra que o maximo desta
perda ocorreu a 79°C. Outros eventos de perda de massa ocorreram a 238°C e
521°C. Pode-se considerar que a perda de massa a temperatura de 79°C deve estar



associada a uma perda de volateis mais fracamente associados a estrutura (umidade,
residuos de etanol). Por sua vez, os eventos em mais altas temperaturas devem estar

associados a mudancgas na estrutura do material.
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Figura 5.17 — Curvas TG (a) e DTG (b) para a Formulagao 4.



A reestruturacao do material foi demonstrada por LENZA (2002) a partir dos espectros
de FT-IR de amostras de monolitos de silica. Em amostras tratadas a temperaturas
superiores a 110°C ocorre um aumento gradual do pico a 3750 cm™ e reducéo do pico
em 3400cm™, devido & converséo dos grupos silanéis ligados por ponte de hidrogénio
que absorvem na ampla banda centrada em 3400cm™ em grupos Si-OH livres que
absorvem a 3750 cm™.

A curva TG da amostra da Formulacdo 3 (microesfera carregada, pH=2,3) mostra perfil
de degradagao térmica em N, similar ao da Formulagdo 4 (microesferas brancas,
pH=2,3) (Figura 5.18).
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Figura 5.18 - Curvas TG para cianocobalamina, Formulagdo 3, Formulagado 4,
Formulacédo 10 e Formulacdo 11 em N..



Conforme mostra a Figura 5.18, a 172°C a amostra da Formulacdo 3 apresenta uma
perda de massa superior ao da cianocobalamina e da Formulagao 4 e 0 mesmo ocorre
para a Formulagdo 11 (matriz hibrida com cianocobalamina) em comparagdo com as
Formulagdes 4 e 10 (matriz hibrida branca). Apesar da variacdo ser muito pequena,
este fendmeno pode sugerir diferencas de secagem das amostras durante o processo
de spray drying e/ou inicio da degradagao da cianocobalamina em temperaturas mais
baixas (iniciando-se em 172°C e nao a 240°C) por efeito do processo em condig¢des de
pH muito acido (o pH 6timo de estabilidade € de 4,0 a 4,5).

Pode ser observado nas Figuras 5.18 que o polietilenoglicol ndo introduz uma maior
perda de volatil até 400°C e s6 inicia sua degradagdo acima de 400°C. Ja a curva da
Formulagdo 11 mostra uma perda de 1% de massa superior as Formulagdées 4 e 10 a
172°C.

Analise das curvas TG em atmosfera de ar

Ressalta-se que a atmosfera oxidante pode alterar totalmente os mecanismos de
decomposicao. De fato, pode-se comprovar neste estudo, alteracées importantes na
curva TG da cianocobalamina em ar quando comparada a curva obtida sob nitrogénio.

Até 240°C o comportamento da cianocobalamina sob ar ndo se difere ao observado no
ensaio sob N, e a perda de massa foi de 7,5% devido a umidade. Apds o patamar de
estabilidade, a degradacdo ocorre de forma mais complexa até 800°C. Um novo
patamar é alcangado até 1000°C com um residual de 10% de massa (Figuras 5.19 e
5.20). Se considerada a umidade residual, o residuo passaria para 11% da forma
anidra. Este residuo pode ser devido ao 6xido de cobalto e ha indicacao de que se
trata de Co,03, pois um residuo deste tipo corresponderia a 12% da massa original
anidra, ou seja, esta préximo dos 11% obtidos. Impurezas ou mesmo o limite de
precisdo da TG seriam responsaveis pela diferenca.

Os dados obtidos através das curvas TG em ar (Figura 5.20) permitem estimar a
quantidade de cianocobalamina presente na amostra correspondente a Formulacao 3.
No inicio da TG da amostra de silica branca (S) + cianocobalamina (C) a soma da
quantidade dos dois compostos fornece 100% do material.
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sintético: residual de cianocobalamina.



S + C=100 (5.1)

Ao final da curva TG da Formulagao 3 restou 82,2% de residuo (r) que é a soma dos
residuos dos dois componentes rS e rC.

1S + rC = 82,2% (5.2)

A curva TG da silica branca (Formulagao 4) fornece residuo de 83,7%, ou seja,

S=rSx100/83,7 — S=rSx1,19 (5.3)

A curva TG da cianocobalamina fornece residuo de 10%, ou seja,

C=rCx100/10 —  C=rCx10. (5.4)

Utilizando as Egs.5.1, 5.2, 5.3 e 5.4 pode-se obter os valores das 4 incégnitas: S, C, rS
e rC.

O valor de C, quantidade de cianocobalamina, na Formulacédo 3, € de 2%p/p nesta
avaliagéo.

Um fator importante a levar em conta no calculo acima é que se pressupde que a
natureza do residuo é a mesma independente das amostras estarem puras ou
misturadas. Ou seja, supde-se nao haver alteragdo do mecanismo de degradagao de
silica e cianocobalamina quando estdo em presenca uma da outra, o que deve ser
analisado com cuidado e estudado por outras técnicas fisico-quimicas.

Pode-se considerar que a degradagao do PEG deve ser quase completa e deixar um
residuo proximo de 0%. Neste caso, a diferenca de 3% (83,7-80,7) de residuo entre a
Formulagédo 4 e a Formulagdo 10 pode corresponder a quantidade deste componente
na amostra (Figura 5.21).
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Figura 5.21 - Curvas TG para Formulagao 3, Formulagao 10 e Formulagao 11, em ar.

Observa-se na Figura 5.21 que o inicio da degradagao (ap6s evolugao dos volateis)
ocorreu a 296°C para a amostra da Formulagdo 10 e a 380°C para a amostra da
Formulagédo 11. Esta alteracao sugere algum tipo de interacdo entre os componentes
(PEG e cianocobalamina) que leva a estabilizacdo do sistema.

Através de sistemas de equagdes similares ao utilizado para calculo da quantidade de
cianocobalamina nas microesferas da Formulacdo 3, obteve-se valor de apenas
0,6%p/p de cianocobalamina nas microesferas da Formulagdo 11. Deve-se levar em
consideracdo a possibilidade de heterogeneidade da amostra em fracdo muito
pequena que é utilizada para analise por TG e a necessidade de validagdo do ensaio
para garantir a confiabilidade no resultado.

A analise das curvas TG das microesferas de silica mostra que este material sofre
degradagbes com o aumento da temperatura. Uma questdo resultante deste tipo de
instabilidade é a possibilidade deste material sofrer alteragdes significativas de sua
estrutura e composi¢ao considerando a armazenagem deste material a temperatura
ambiente. Consequentemente, as alteragdes podem alterar o perfil de liberagdo da
cianocobalamina a medida que ocorre o envelhecimento das microesferas. Por outro
lado, os fendbmenos podem n&o ocorrer em condigbes de temperatura ambiente ao

longo de um prazo de tempo razoavel, o que nao impediria a sua utilizacao.



5.8. DIFRATOMETRIA DE RAIOS X

A difragdo de raios X possibilita averiguar a natureza amorfa ou cristalina das

substancias e acompanhar fenémenos relacionados com a cristalizagéo de géis.

Amostras de cianocobalamina e formulacées obtidas sob diversas condi¢cdes de
reacao — pH, diluicdo e presenga de PEG, ou seja, Formulagdes de 1 a 11 foram
investigadas. Os resultados dos difratogramas de raios X da cianocobalamina,
Formulagéo 3 (silica carregada com cianocobalamina) e Formulagao 4 (silica branca)
representam todo o conjunto (Figuras 5.22, 5.23 e 5.24).

Tal como o difratograma da Formulagéo 4, os difratogramas das Formulagdes 1, 2, 5,
6, 7, 8, 10 e 11 mostraram que os materiais obtidos eram amorfos, nao apresentando
pico que pudesse ser atribuido a presenca de fase cristalina (Anexo 2). Salvo, o
difratograma da Formulacdo 3 que apresentou picos discretos coincidentes com os

observados na curva da amostra de cianocobalamina.

A forma dos padrdes de difragdo da cianocobalamina indica tratar-se de material semi-
cristalino com picos proeminentes correspondentes as distancias interplanares “d”
iguais a 10, 92A, 967A, 2,35A, 2,04A, 1,44A e 1,22A (Figura 5.22)

Analisando os difratogramas das microesferas de silica carregadas com
cianocobalamina, observa-se que houve uma redugdo da cristalinidade da
cianocobalamina e obtencao de um sélido amorfo. Este fendmeno pode ser devido ao
processo de spray drying (uma rapida secagem nao permitiria a cristalizacdo da
substancia) ou a nao detecgao pela técnica (baixa concentragao de cianocobalamina

na amostra).
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Figura 5.22 - Difratograma da cianocobalamina matéria-prima.
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Figura 5.23 - Difratograma da Formulacéao 3.
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Figura 5.24 - Difratograma Formulagéo 4.

A cristalizagcado € uma caracteristica especial do sélido em que as moléculas se auto-
organizam em padrdes moleculares regulares e repetitivos. Ressaltam-se trés papéis
importantes em que o solvente participa do processo de cristalizagcdo: dissolugdo da
substancia a fim de obter uma solugéo concentrada; promogao da nucleacao; e, assim
como a temperatura e a taxa de resfriamento, o solvente afeta o tipo de
empacotamento cristalino (REMINGTON, 2000).

O difratograma da cianocobalamina matéria-prima ndo apresentou o mesmo padrdo
de picos de duas amostras de cianocobalamina identificadas pelas fichas 05-0029 e
41-1683 do JCPDS - International Centre for difraction Data (2001). Esta diferenga
pode ser explicada pelo processo de sintese que pode resultar em diferentes padrées
de cristalizacao.



Cerca de um terco de todos os farmacos organicos sao polimérficos, incluindo formas
cristalinas e nao-cristalinas (amorfas). Cada polimorfo exibe uma distinta propriedade
fisico-quimica, incluindo ponto de fusdo e hidrossolubilidade (MARTINEZ, 2002).
CARSTENSEN (2001) ressalta que a cristalizagcdo € um fenbmeno muito importante
na area farmacéutica porque a morfologia pode afetar a processabilidade e a
dissolugao das particulas. Normalmente, a purificagdo € a ultima etapa de produgéao
de um farmaco, e esta é, frequentemente, obtida por recristalizagao.

Ressalta-se que a modificagdo de cristalinidade pode ter impactos na estabilidade e
no perfil de liberagcdo do sistema, uma vez que estruturas amorfas sdo mais
energéticas que qualquer forma cristalina, apesar da literatura apresentar algumas
excegodes. Em decorréncia, o soélido amorfo, em geral é menos estavel fisica e
quimicamente e apresenta maior taxa de dissolugdo (REMINGTON, 2000;
CARSTENSEN, 2001).

5.9. MICROSCOPIA E MICROANALISE ELETRONICA

As amostras foram avaliadas em diversos aumentos. A Figura 5.25 apresenta
fotomicrografias das Formulagdes 1, 3, 5, 6, 8, 11, 12, 13 e 14 com aumentos de
1000x e 5000x .

As microesferas apresentam-se de forma esférica, superficie lisa e ndo porosa. Os
tamanhos observados nas fotomicrografias sdo compativeis com aqueles obtidos pela
técnica de difracdo de raios laser. Por sua vez, as microesferas brancas
correspondentes as Formulagées 1, 4, 7 e 10 apresentaram as mesmas
caracteristicas morfoldgicas descritas (Anexo 3).

As microesferas das Formulagées 1, 11, 12 e 13, entre outras, apresentaram cavidade
(forma “doughnut”) ou estrutura colapsada, provavelmente devido a rapida
solidificacao da superficie das gotas ou fluxo muito rapido (CZURYSZKIEWICZ,2005;
VIITALA, 2005).

A Formulacdo 14 apresentou muitas estruturas aglomeradas e agregadas conforme
se observa na Figura 5.25 com ampliacdo de 1000X. KORTESUO et al. (2001)
explicou a formagao de agregados como resultantes da forte atragdo entre particulas



em nivel coloidal, indicando que as particulas colaram quando do primeiro contato.
Em outro trabalho, KORTESUO et al. (2002) ressaltou que quanto maior a diluicao
maior a quantidade de estruturas aglomeradas. Contudo, esta observacdo nao é
evidente nas fotomicrografias das Formulagcbes 8 (Rw=28) e 13 (Rw=28) .
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Figura 5.25 - Fotomicrografias das microesferas de silica contendo cianocobalamina
aumentos de 1000x e 5000x (15 kV) das Formulagbes 2, 3, 5, 6, 8, 11, 12, 13 e 14.
Relagdo Formula e razdo molar (TEOS:H,O:CIANOCOBALAMINA:PEG 6000/pH):
Formulacago 2 (1:14:0,001:0/pH=1,0); Formulacdo 3 (1:14:0,001:0/pH=2,3);
Formulacdgo 5 (1:14:0,001:0/pH=3,0); Formulacdo 6 (1:14:0,002:0)/pH=2,3);
Formulacdo 8 (1:28:0,001:0/pH=2,3); Formulagdo 11 (1:14:0,001:1,67x10*/pH=2,3);
Formulacdo 12 (1:14:0,001:0/pH=2,3); Formulacdo 13 (1:28:0,001:0/pH=2,3)
Formulacdo 14 (1:42:0,001:0/pH=2,3).
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A Figura 5.26 mostra outros detalhes das fotomicrografias da Formulagdo 14.
Observam-se aglomerados de particulas e estruturas deformadas, ou seja,
microesferas maiores com rachaduras, quebradas ou ocas. Inclusive a metalizagao

mostrou-se mais dificil nesta amostra em comparagao com as demais formulagdes.
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Figura 5.26 - Fotomicrografias da Formulacdao 14 (aumentos de 2000x e 5000x;
15kV)

Provavelmente, a menor concentragao de soluto, a rapida secagem da superficie em
alta temperatura e a pressao de vapor interna podem ser responsaveis pela formacao
de microparticulas ocas ou quebra da estrutura.

Nos espectros por dispersdao de energia (EDS) das amostras de microesferas
representadas nas Figura 5.27 e 5.28, foram observados os picos dos elementos
como O e Si e suas intensidades relativas. Na figura 5.28 ndo se verificou a presencga
de Co, certamente por estar em muito baixa concentragdao na amostra. O pico de Au é
devido a metalizagdo da amostra e o de C é devido, principalmente, a fita de carbono
usada para suporte da amostra. Nenhum outro elemento foi observado, sugerindo um
material de boa pureza. Os espectros EDS para todas as demais amostras sao
bastante similares (Anexo 4).

Figura 5.27 - EDS Formulagéo 1
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Figura 5.28 - EDS da Formulagéo 3.

A Figura 5.29 apresenta fotomicrografias das Formulacées 12, 13 e 14 apés teste de
liberacao in vitro. Observa-se que nao houve modificacao da superficie ou da forma

das microesferas.
5.10. ANALISE POR ADSORCAO DE NITROGENIO

Os resultados da area superficial e do volume total de poros das Formulagées 3, 12,
13 e 14 utilizando método de BET, estdo na Tabela V.18. Foram tomados 5 pontos de
pressdo nas andlises que apresentaram alto coeficiente de correlacdo para as
Formulagbes 13 e 14 e mediano para Formulagbes 3 e 12. Esses resultados
concordam com os valores obtidos por CZURYSZKIEWICZ et al. (2005), que
encontraram para microesferas de silica preparadas pela técnica de spray drying uma
area superficial de 2 m?/g.

Tabela V.18 - Area superficial das microesferas de silica

Area superficial Coeficiente de correlagao

icroes >

e (me/g) (1

de

silica
Formulagéo 3 0,01 0,8568
Formulacéo 12 0,02 0,7930
Formulagédo 13 0,20 0,9975
Formulagéao 14 0,60 0,9921
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Figura 5.29 - MEV das Formulacbes 12, 13 e 14 apds ensaio de liberacao in vitro
(aumentos de 5000x e 10000x; 10kV). As Formulagdes 12, 13 e 14 apresentam Rw de
14, 28 e 42, respectivamente.



Quanto ao volume especifico dos poros, as Formulagdes 3, 12, 13 e 14 apresentaram
valores abaixo do limite de detecgdo do equipamento (< 10* cm?3g). Este resultado
mostra que as microesferas estudadas apresentam poros muito pequenos ou nao tém

porosidade.

Contudo, uma observagao importante € que, seguindo o efeito da diluicdo, observa-se
que o valor de area superficial aumenta em 30X com o aumento de Rw, ou seja, a
area superficial da Formulacdo 14 (Rw 42) > Formulagédo 13 (Rw 28) > Formulagéo 3
ou 12 (Rw 14). Esta avaliacao é feita com ressalva da analise estar fora da faixa 6tima
de leitura do aparelho (medidas em torno de 50m?/g) e apresentar correlagdes lineares
menores que 0,9 para as Formulagdes 3 e 12. Este aumento de &rea superficial pode
ser devido a formagao de microparticulas ocas com aumento de Rw, com fissuras ou

quebradas, conforme foi verificado na analise por MEV (Figura 5.26).

5.11. PERFIL DE LIBERAGAO IN VITRO
Liberacao in vitro utilizando sacos de dialise

Os resultados do experimento utilizando sacos de didlise estdo apresentados na
Figura 5.30 para as Formulacdes 3, 5, 6 e 8 (n=2) e na Figura 5.31 para as
Formulagdes 2 e 11 (n=3).

A Figura 5.30 mostra duas etapas de liberagdo, uma longa fase /lag durante os cinco
primeiros dias e um efeito burst no sexto dia. Apdés 22 dias, a quantidade de
cianocobalamina liberada foi de 511ug, 468ug, 1197ug e 412ug para as Formulagdes
3, 5, 6 e 8, respectivamente. Estes valores equivalem a cerca 5% do valor tedrico de
cianocobalamina, sugerindo que a maior parte do farmaco esta incorporada na

estrutura e é liberada muito lentamente.
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Figura 5.30 - Ensaio de liberacao in vitro das Formulagdes 3, 5, 6 e 8 em sacos de
dialise. A razao molar TEOS:H,O:CIANOCOBALAMINA:PEG 6000 foi de 1:14:0,001:0
(pH=2,3), 1:14:0,001:0 (pH=3,0), 1:14:0,002:0 (pH=2,3) e 1:28:0,001:0 (pH=2,3) para
as Formulagoes 3, 5, 6 e 8, respectivamente.

As Formulagbes 2 e 11 apresentaram perfis de liberagcéo diferentes das Formula¢des
3, 5 e 6 nos primeiros dias e, a partir do sétimo dia, atingiram nivel e perfil de liberagao
de cianocobalamina semelhantes (Figura 5.31). Ou seja, na primeira fase, do primeiro
ao sétimo dia, a taxa de liberagdo é mais rapida e apds observa-se uma liberagéo

mais lenta (menor inclinagéo da curva).

Nestes experimentos, entre as Formulagbes 2, 3, 5, 8 e 11 a maior e a menor
quantidade de cianocobalamina liberada ao final do experimento foi para a
Formulagdo 11 (582ug) e a Formulacao 2 (360ug), respectivamente. Em relagdo ao
percentual de liberagdo a diferenca das Formulagdes 6 e 11 € pequena, ou seja,
5,27% e 5,11% do valor tedrico, respectivamente.
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Figura 5.31 - Ensaio de liberagao in vitro das Formulagbes 2 e 11 em sacos de dialise.
A Formulagao 2 foi obtida a partir de fase sol pH=1 e a Formulagédo 11 é um hibrido
silica/PEG preparada em fase sol pH=2,3.

Esperava-se uma liberagdo mais rapida da cianocobalamina nas Formulagbes 2 e 11.
No caso da Formulagédo 2, sabe-se que o pH mais &cido desfavorece a reagao de
condensagao, o que resulta em um material de mais fécil dissolugdo. KORTESUO et
al. (2002) verificaram que a solubilizacdo da matriz de microesferas de
dexmedetomidina obtidas em pH=1 foi mais rapida que aquelas obtidas em pH=2,3.
Por sua vez, o PEG é um polimero bastante hidrofilico e, portanto, deve se solubilizar
mais rapidamente que a silica, favorecendo o mecanismo de erosdo e aumentando a

liberagdo da cianocobalamina.

Em relacdo ao efeito do pH da fase sol, conforme ressaltaram KORTESUO et al.
(2002), para 6xidos como a silica, a carga superficial pode ser determinada pelos ions
H* e OH no meio, resultando na formacao de uma barreira de repulsdo. Desse modo,
no ponto isoelétrico (PIE), os coléides agregariam mais facilmente. Contudo, as forcas
de hidratacao também influenciam nas propriedades de superficie e ela é responsavel
pela inibicdo da coagulagdo no PIE e, no minimo, por forcas fracas de atragéao.
Coldéides com fraca interacao produzem microesferas mais densas e de liberagdo mais
lenta. Contudo, a comparagao dos perfis de liberagao entre as Formulagbes 2, 3 e 5
mostrou que ndo houve efeito evidente devido ao pH da fase sol. No entanto,
inversamente ao esperado, a Formulagcdo 2 liberou menos cianocobalamina que as

Formulagdes 3 e 5 (Figuras 5.30 e 5.31).



Comparativamente, quando se adicionou em saco de didlise cerca de 11mg de

cianocobalamina, aproximadamente 90% foram liberados em 24h (Tabela V.19).

Tabela V.19 - Percentual de liberagédo de cianocobalamina a partir de sacos de dialise

(n=3) durante ensaio de liberagao in vitro

Dados 24h 28h 72h
4912876 4911041 4895007
Area 5117980 5085297 5120995
(u.a.)
5079412 5015764 5004095
Média 500000 5000000 5000000
+ desvio padrao + 109000 + 88000 + 110000
Quantidade
liberada (mg) 10,51 10,45 10,45
Percentual
de liberacao f%i f%% f%%
+ desvio padréo - - -

O ensaio de liberagdo apresentado na Figura 5.30 mostrou uma longa fase lag que
poderia ser atribuida a retencdo do farmaco no interior do saco ou devido a liberacao
muito lenta nos primeiros dias. Através do ensaio feito pela adicado de farmaco ao saco
de dialise, mostrou-se que a membrana ndo era impedimento para liberagdo do
mesmo. Contudo, a membrana imp6s uma liberagdo mais lenta para as microesferas
conforme se verifica por comparacgao do perfil de liberagdo das amostras Formulacdes
3 e 8 (Figura 5.30) em sacos de didlise e em meio de dispersao (Figura 5.32). Outra
possibilidade é que no interior do saco de didlise o sistema esteja aglomerado,
afetando, consequentemente, a velocidade de dissolugao do mesmo e o perfil de
liberacéo.



Liberacao in vitro com dispersao das microesferas diretamente no meio

Os resultados dos experimentos estdo apresentados na Figura 5.32 para as
Formulagdes 3 e 8 (n=3) e na Figura 5.33 para as Formulagdes 12, 13 e 14 (n=3).
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Figura 5.32 - Ensaio de liberagcao in vitro das Formulagbes 3 e 8 por dispersao direta
em tampao PBS-conservantes. As Formulagdes 3 e 8 apresentam Rw de 14 e 28,

respectivamente.
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Figura 5.33 - Ensaio de liberagéo in vitro das Formulagbes 12, 13 e 14 por dispersao
direta em tamp&o PBS-conservantes. As Formulacdes 12, 13 e 14 apresentam Rw de

14, 28 e 42, respectivamente.



As Figuras 5.32 e 5.33 mostram que em 24h cerca de 350 a 450ug de
cianocobalamina foram liberados a partir das microesferas correspondentes as
Formulagdes 3, 8, 12, 13 e 14. A partir deste ponto, a liberagdo permaneceu lenta até
o final do ensaio para todas as formulagbes. Ap6s 14 dias, o percentual de liberagao
foi o menor para Formulagdo 8, cerca de 3,5% do valor teérico, e o maior para

Formulagao 14, cerca de 5,2% do valor teoérico.

Comparando-se os resultados apresentados nas Figuras 5.30 e 5.32, percebe-se de
imediato o efeito do saco de dialise sobre o perfil de liberagdo, uma vez que a fase lag
(primeiro ao quinto dia) ndo ocorreu quando as microesferas foram dispersas
diretamente no meio tampao PBS-conservantes.

A comparacao dos perfis de liberacdo das Formulacdes 3 e 8 sugeriam que a diluicao
do sol pudesse reduzir a liberagao do farmaco (Figuras 5.30 e 5.32). De fato, conforme
ja discutido por KORTESUO et al. (2002) para outros modelos de farmacos, a diluicao
reduz a concentracdo de sélidos e a viscosidade do sol. Além disso, a diluicdo afeta a
interacdo entre particulas coloidais tornando-as mais fracas. A mesma quantidade de
particulas em um volume maior reduz a forga de interacao entre colbides e resulta em
empacotamento mais denso. Para avaliar o efeito da diluicdo, foram preparadas as
microesferas das Formulagdes 12, 13 e 14. Os perfis de liberagdo mostrados na
Figura 5.33 sdo bastante similares e mostram que o efeito da diluicdo nao foi
importante para modificar a liberagéo da cianocobalamina durante o periodo avaliado.

Apés o periodo de estudo apresentado, utilizando ambas técnicas para ensaio de
liberagdo in vitro, verificou-se decaimento do teor da cianocobalamina no meio de
liberacdo. Provavelmente, o crescimento microbiolégico no meio e a condicao de
estresse térmico sdo os responsaveis pela diminuicdo do teor de cianocobalamina no
meio apos algumas semanas de experimento. Um melhor aproveitamento poderia ter

sido obtido se o0 ensaio fosse conduzido sob condicoes assépticas.
Mecanismo de liberacao
Intumescimento, dissolucdo ou erosao e difusdo da matriz sdo os mais importantes

mecanismos de controle de liberacdo de produtos comercialmente disponiveis.

Intumescimento € um fenémeno mais comum em hidrogéis organicos. Os géis



inorganicos, entretanto, sdo conhecidos por dificimente intumescerem (WU et al.,
2005). Portanto, o0 mecanismo envolvido na liberagéo de farmacos a partir de matriz de

silica deve envolver erosao e/ou difusao.

Tais dados foram considerados por CZURYSZKIEWICZ et al. (2005) que propuseram
que deve haver uma camada superficial densa que dissolve lentamente em solucao
aquosa e depois expde 0 nucleo menos denso com seus microporos e esta hipotese é
suportada pelo aumento da area superficial verificada ao longo do teste de liberagao
in vitro. Deste modo, o passo inicial do processo de liberagcdo pode estar baseado na
erosao da camada externa seguida por difusdo a partir dos poros internos abertos.
Entretanto, como uma grande porcao de farmaco permanece encapsulada nos poros
fechados, ou inicialmente ligados covalentemente a grupos silandis, a liberagao ocorre
mais lentamente porque depende também da erosao.

E importante salientar que a mobilidade de liquidos e gases em poros muito pequenos
(na ordem de 2nm a 20nm) é diferente daquela observada no volume. Por exemplo, a
difusdo translacional de pequenas moléculas, tais como acetona, em poros com
tamanho médio de 3nm é reduzida por um fator de 5, enquanto que grandes
moléculas podem ter o coeficiente de difusdo reduzido por um fator de 10 vezes. A
reducdo também é observada na movimentacdo rotacional das moléculas
(SIEMINSKA; ZERDA, 1996).

Neste trabalho, as microesferas obtidas por spray drying apresentaram baixa area
superficial como resultado da rapida solidificagédo da superficie das gotas, conforme
se verificou nos ensaios de adsorcdo de nitrogénio (método BET). Esperava-se
aumento da porosidade ao longo do ensaio de liberagao in vitro, no entanto a analise
por MEV ao final do estudo sugere que nao houve modificagdo da superficie das
microesferas (Figura 5.29).

Outra consideragao muito relevante é que o uso de saco de didlise interfere na
cinética de liberagdo do farmaco e dificulta a interpretagdo dos resultados
experimentais desse estudo. Além disso, os métodos empregados para liberagcéao in
vitro tém um volume fixo durante todo experimento e, é provavel que tenha ocorrido
saturacao da silica dissolvida no meio, ja que em pH=7,4 a saturacdo da silica é de
130-150ppm. Por esta razdo, a dissolucdo da silica deve ocorrer livremente na



primeira etapa, liberando o farmaco que estd na superficie das microesferas. Mas,
apds a saturagdo do meio com silica, a erosao € inibida, e 0 mecanismo esperado
para liberagédo é a difusdo. Entretanto, devido a baixa porosidade e a imobilizagdo do
farmaco no interior do polimero, a difusdo € muito lenta, e a maior parte da

cianocobalamina permanece na matriz de silica sem ser liberada.

Neste contexto, a obtengdo de microesferas de silica por spray drying torna-se uma
alternativa tecnolégica de processo quando o objetivo é uma liberagcao mais lenta. Este
método resulta na formagéao de microparticulas muito pouco porosas enquanto que os
processos de geleificacao, de forma geral, resultam na formagéo de estruturas muito
porosas, que sO tém sua porosidade reduzida através do processo de calcinagao
(SERTCHOOK, ELIMELECH; AVNIR, 2005). Portanto, o processo por spray drying é
flexivel por possibilitar diferentes condicbes de sintese e evita os problemas
encontrados no preparo de sistemas com impregnagédo da substancia ap6s formacao

do gel (pbés-impregnacéao) tais como, a mobilidade e a perda da molécula convidada.



6. CONCLUSOES

Nesse trabalho, estudou-se um processo sol-gel de obtencdo de microesferas de
cianocobalamina por spray drying em matriz de silica. As condi¢des de sintese (pH,
proporgcao agua/tetraetilortossilicato, concentragdo e presenga de polimero organico)
foram variadas nesse estudo e os produtos obtidos foram caracterizados por técnicas
fisico-quimicas diversas. As principais conclusdes obtidas sdo sintetizadas a seguir:

- A andlise por CLAE da cianocobalamina usada como matéria-prima e de amostras
em tampao PBS com conservantes atendeu as exigéncias analiticas, tais como
seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo e robustez, assegurando
confiabilidade nos resultados.

- As microesferas de silica obtidas utilizando método sol-gel por spray drying
apresentaram valores de Dy € Dgg entre 1,19um e 16,70um e estreita distribuigéo
granulométrica com valores de span <2,40. Esta faixa granulométrica é adequada
para preparo de suspensao e é compativel para administragdo parenteral por via

intramuscular ou subcutanea.

- Através da técnica FT-IR ndo foram observadas bandas em torno de 1167cm™ e
em 784cm’, referentes & vibracdo angular das ligagdes Si-O-C e deformagéao Si-
O-C ou picos indicadores de residuos organicos em 980-1130cm™ para etanol,
1200-1290cm™ para C-O e 2830-3040cm™" para —CH,- e -CHs, 0 que sugere que a
reacao de hidrolise se completou durante o preparo das microesferas.

- Através das curvas DSC e TG foi possivel demonstrar que a cianocobalamina é
estavel nas condigbes de preparo por spray drying e que € possivel estimar o
percentual de encapsulacao através de comparagdo das curvas TG para

microesferas brancas e microesferas carregadas.

- A analise por MEV mostrou que as microesferas obtidas apresentaram forma
esférica, superficie lisa e nao porosa. Entre as microesferas carregadas, as
Formulagdes 2, 5, 11, 12 e 13 apresentaram cavidade ou estrutura colapsada,
provavelmente devido a rapida solidificagdo da superficie das gotas ou fluxo de



atomizacao muito rapido. O aumento de Rw resultou na formacao de estruturas
mais aglomeradas e agregadas e microparticulas ocas, quebradas ou com

fissuras.

A é&rea superficial analisada por método BET foi menor que 0,60m?/g e é
compativel com a observagdo da superficie lisa, isenta de poros, mostrada por
MEV.

No ensaio de liberagdo in vitro utilizando saco de didlise, verificou-se que
Formulagcédo 2 (fase sol pH=1) e a Formulagao 11 (hibrido silica/polietilenoglicol)
apresentaram, do primeiro ao quinto dia, liberagdo mais rapida de
cianocobalamina comparada as Formulagdes 3, 5 e 8.

Os perfis de liberacdo das Formulagdes 12 (Rw=14), 13 (Rw=28) e 14 (Rw=42)
foram similares e mostraram que o efeito da diluicdo ndo foi importante para

modificar a liberacdo da cianocobalamina durante o periodo avaliado.

Comparando os procedimentos do estudo de liberagéo in vitro utilizando saco de
didlise ou por dispersdo no meio de liberacdo, observou-se que o primeiro
interferiu na liberagéo do farmaco produzindo uma fase /ag de cinco dias. Por sua
vez, o procedimento por dispersdo direta no tampdo PBS com conservantes
resultou em efeito liberagdo em 24h, o que coloca em evidéncia a importancia das
condigdes de testes de dissolugao in vitro adotadas nos experimentos.

Sugere-se que o mecanismo de liberacdo do farmaco estd associado a uma
liberagcdo mais rapida do ativo que estd na superficie da microesfera,
simultaneamente a dissolugdo da silica. Mas, apds a saturagdo do meio com
silica, a erosdo é inibida, e o mecanismo de difusdo torna-se predominante.
Entretanto, devido a baixa porosidade e a imobilizagdo do farmaco no interior do
polimero, a difusdo € muito lenta, resultando na permanéncia da maior parte da
cianocobalamina na matriz de silica, durante o periodo do ensaio de liberagéo (14
dias).



- A preparacao de matriz de silica por método sol-gel utilizando spray drying € uma
alternativa para encapsulamento de farmacos hidrofilicos, tal como a

cianocobalamina, quando o objetivo é a obtencao de sistema de liberacao lenta.
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Figura A2 — Difratogramas das Formulagbes 1, 2, 5,6,7, 8,10 e 11.
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