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RESUMO

A gelatina animal é uma proteina natural desnaturada obtida através da
hidrélise do colageno, uma proteina fibrosa presente em peles e ossos de animais
bovinos e suinos. Principal componente na fabricacdo de capsulas gelatinosas duras
e moles com aplicacdes diversas em outras areas como industria de alimentos e até
fotografia. Devido as suas caracteristicas de ndo toxicidade e por ser compativel
com o organismo corporal humano é muito usada como biomaterial. A quitosana é
um biopolimero natural obtido pela desacetilacdo da quitina, um polissacarideo
natural, ndo téxico e biodegradavel obtido do exoesqueleto de alguns crustaceos,
sendo considerado o segundo mais abundante da natureza. Esse composto vem
sendo largamente estudado como biomaterial de potencial aplicacdo nas areas
médicas e farmacéuticas, em razdo de sua natureza catidnica e solubilidade em
meio acido. As blendas poliméricas sdo misturas de ao menos dois polimeros
combinados entre si. Sdo de grande importancia na area de biomateriais uma vez
gue seu uso vem sendo empregado para melhorar a relacdo custo-desempenho em
produtos comerciais. Este trabalho teve por objetivo o desenvolvimento de novas
formulagcbes de filmes poliméricos desintegraveis a partir de blendas de gelatina-
quitosana. Estes filmes poderdo ser usados em sistemas de liberacdo controlada de
farmacos ou em capsulas resistentes ao suco gastrico. Para isso foram feitos testes
de desintegracao nos filmes para verificar o tempo necessario para que ocorresse a
ruptura ou abertura do filme, necessérios para liberacdo do farmaco no meio. Os
resultados obtidos demonstraram que a quitosana presente nas amostras aumenta o
tempo necesséario para desintegracao do material. Nos filmes obtidos a partir das
composicdes de blendas quitosana-gelatina, também foram feitos testes de medicdo
do pH e caracterizacbes como calorimetria exploratéria diferencial (DSC), analise
termogravimétrica (TGA), espectroscopia vibracional de absorcdo na regidodo
infravermelho (IV) e microscopia eletrénica de varredura (MEV). Estas andlises
serviram para caracterizar as blendas formadas e estudar suas propriedades. Os
resultados obtidos demonstraram que houve compatibilidade entre a gelatina e
quitosana na formacéao das blendas.

Palavras-chave: quitosana, gelatina, blendas poliméricas, filmes poliméricos.



ABSTRACT

The animal gelatine is a natural protein denatured obtained by hydrolysis of
collagen, a fibrous protein found in skin and bones of bovine and porcine animals.
Main component in the manufacture of hard and soft gelatin capsules with various
applications in other areas such as the food industry and even photography. Due to
its characteristics of no toxicity and is compatible with the human organism, is widely
used as a biomaterial. Chitosan is a natural biopolymer obtained by deacetylation of
chitin, a natural polysaccharide, non-toxic and biodegradable obtained from the
exoskeleton of some crustaceans, is considered the second most abundant of
nature. This compound has been widely studied as a potential biomaterial application
in the medical and pharmaceutical areas. The polymer blends are mixtures of at least
two polymers combined. It is great importance in the biomaterials area since its use
has been employed to improve the cost-performance ratio in commercial products.
This work aimed at the development of new formulations of polymeric films
disintegrable from gelatin-chitosan blends. These films may be used in controlled
drug delivery systems or in enteric capsules. For this purpose, disintegration tests
were performed on the films to verify the time required for the rupture or opening of
the film, necessary for the release of the drug in the medium. The results obtained
showed that the chitosan present in the samples increases the time required for
disintegration of the material. In the films obtained from the compositions of chitosan-
gelatin blends, pH measurement tests and characterization analyzes were also
performed, such as differential scanning calorimetry (DSC), thermogravimetric
analysis (TGA), spectroscopy in the region of infrared (IR), and scanning electron
microscopy (SEM). These analyzes were used to characterize the formed blends and
to study their properties. The results showed that there was compatibility between
gelatine and chitosan in the formation of blends.

Keywords: chitosan, gelatin, polymer blends, polymers films.
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1. INTRODUCAO

A gelatina animal € o componente principal de uma capsula, um involucro
usado para carrear substancias (medicamentos, alimentos funcionais, etc) para uso
terapéutico diverso. E uma proteina desnaturada obtida através da hidrdlise do
coldgeno, uma proteina fibrosa presente em peles e 0ssos de animais bovinos e
suinos (PODZECK, FRIDUM; JONES, 2004). Possui um custo relativamente baixo,
com excelente capacidade de formacao de peliculas e € produzida em todo o mundo
(DHANDAYUTHAPANI; KRISHNAN; SETHURAMAN, 2010). Possui outras
aplicacbes técnicas diversas como nas industrias de alimentos e de fotografias
(BIGI; PANZAVOLTA; RUBINI, 2004). Devido as suas caracteristicas de nao
toxicidade e ser compativel com o organismo corporal humano é muito usada como

biomaterial.

A quitina € um polissacarideo natural, ndo toxico e biodegradavel obtido do
exoesqueleto de alguns crustaceos, sendo considerado o segundo mais abundante
da natureza. A quitosana é um biopolimero natural obtido pela desacetilacdo da
quitina, através de um tratamento térmico alcalino (KITTUR et al., 2002). Vem sendo
largamente estudada como biomaterial de potencial aplicacdo nas areas médicas e
farmacéuticas, sendo observadas aplicacbes em produtos para regeneracado de
nervos, adsorventes, recuperacdo ou purificacdo de produtos de alto valor agregado
como proteinas e na liberacdo controlada de farmacos (TORRES et al., 2005).
Também é muito usada em tratamentos de obesidade por ser rico em fibras e na
industria alimenticia. Outras aplicacdes descritas para quitina, quitosana e derivados
sdo: agentes antimicrobianos, formacdo de membranas para osmose reversa,
tratamento de efluentes e aditivo no processo de clarificagcdo de bebidas (FAI;
MONTENEGRO STAMFORD; MONTENEGRO STAMFORD, 2008).

Polimeros sdo compostos naturais ou sintéticos cnstituidos de
macromoléculas com massa molar de 10* a 10° formado por unidades iguais
(monémeros) que se repetem ao longo da cadeia (AKCELRUD, 2007). Blendas
poliméricas sdo misturas de ao menos dois polimeros e tem grande importancia na
area de biomateriais disponiveis para aplicacbes diversas tais como hidrogéis e

filmes desintegraveis (TONHI; PLEPIS, 2002). O uso de materiais em blendas vem
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sendo empregado para melhorar a relacdo custo-desempenho em produtos
comerciais (CHEN et al., 2008). O uso de blendas em filmes poliméricos produzidos
a partir de polissacarideos apresenta excelente barreira ao oxigénio, devido ao
empacotamento das moléculas e as ligacdes de hidrogénio que formam uma rede
estruturada. Contudo, possuem fatores limitantes como a solubilidade em agua,
devido a sua alta hidrofilicidade (ROTTA; BARRETO; MINATTI, 2009)..

Este trabalho teve por objetivo o desenvolvimento de novas formulagdes de
filmes poliméricos desintegraveis a partir de blendas de gelatina-quitosana. Estes
filmes poderéo ser usados em sistemas de liberagdo controlada de farmacos ou na
formacdo de capsulas entéricas. Para verificar essa aplicagdo, foram efetuados
testes de desintegracdo dos filmes, conforme métodos descritos na Farmacopéia
Brasileira, para avaliar o tempo decorrido para que houvesse a ruptura ou abertura
do material, necessario para liberacdo de um farmaco no meio. Também foram
efetuadas medicdo do pH nas blendas e andlises de caracterizagdes nos filmes
obtidos a partir das composi¢des de blendas quitosana-gelatina, para caracterizar o

material e estudar suas propriedades.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Gelatina

A gelatina é o componente principal de capsulas e de muitos materiais usados
na alimentacéo e filmes fotograficos. E uma proteina desnaturada que forma géis
estaveis abaixo de 40°C e é obtida pela hidrélise do colageno, uma glicoproteina
fibrosa encontrada em todo o reino animal, e que apresenta cadeias de aminoacidos
organizadas em forma paralela a um eixo formando as fibras que proporcionam

resisténcia e elasticidade a estrutura presente (Figura 1) (DA SILVA; PENNA, 2012).

Figura 1: Representa¢éo da estrutura molecular do colageno

~

-
»

—2:8008 —|

Fonte: DUARTE, 2011. (a) forma de triplete presente nas matrizes colagénicas; (b) tropocolageno; (c)
tripla hélice; (d) modelo do quarto alternado pentafibrilar

Estas cadeias de aminoacidos apresentam uma sequéncia estrutural basica
com grandes quantidades de glicina, prolina, lisina e outros dois aminoacidos: a
hidroxiprolina e hidroxilisina. A estrutura € composta por tres cadeias polipeptidicas
helicoidais (Figura 1a) que se enovelam formando uma tripla hélice estavel e de
tamanho variado (Figura 1c). As moléculas de tripla hélice secretadas pela célula
apresentam estruturas globulares terminais denominados procolagenos que, quando
clivadas dao origem a uma estrutura polimerizada denominada tropocolageno
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(Figura 1b). Esta clivagem é realizada por proteinas que garantem a agregacao
espontanea das moléculas de tropocoldgeno, que se agrupam em polimeros dando
origem as fibrilas que se associam em feixes maiores formando entdo as fibras de
colageno (LEHNINGER; NELSON; COX, 2002). As moléculas de tropocolageno
possuem uma disposicdo ordenada na formacao das microfibrilas, onde a quinta
molécula coincide com a primeira, contribuindo para que as fibras coladgenas
apresentem um padrao estriado (Figura 1d) (DUARTE, 2011).

A molécula de gelatina apresenta uma combinacdo de aminoéacidos de glicina,
prolina e hidroxiprolina, dispostas em sequéncias repetidas em cadeias do polimero
(BUREY et al., 2008). A estrutura molecular da unidade de repeticdo (monémero - n)

do polimero de gelatina estd demonstrada na Figura 2.

Figura 2: Representacéo da unidade de repeticdo da gelatina

2
Il [l Il |l / N\
C—NH—CltH-C—NH—CHZC—NH—C‘:H-C—N /CH'OH
onlsronly o, T O T
NH |H NH-CH,C—N H2 G, CH, G NH-CHy G-HC \CH
CH CH,—CH, | | I I SNy 2
3 2=CHz oy, c=o0 § <|3H
| \
r|\|H OH ﬁ——
(|3:NH 0
NH

Fonte: (LI et al., 2014) Figura adaptada pelo autor.

A razédo pela qual a gelatina é o material mais usado é que a mesma possui
cinco propriedades basicas (AULTON, 2005).

> E uma substancia atéxica, o que faz com que seja amplamente usada

na industria cosmética e alimenticia;
> E facilmente soltvel nos fluidos biolégicos & temperatura ambiente;
» Forma filmes bons e resistentes;

» Mesmo em concentracoes elevadas (acima de 50% m/v) a massa é

fluida. Outros materiais gelificantes ndo o sdo (agar por exemplo);
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» Devido & sua caracteristica de apresentar-se em forma de gel a
temperaturas pouco maiores que a ambiente, ela contrasta com filmes
usados em revestimentos que necessitam de solventes volateis para
formar a massa liquida (como os filmes de revestimento de

comprimidos).

A comercializacdo da gelatina é feita em acordo com sua habilidade em
formar gel, sendo graduadas em termos de forca de gelificagdo ou “bloom”. Quanto
maior o bloom, menor a viscosidade e menor a concentracdo de gelatina. Contudo &
possivel produzir géis com firmezas variadas a partir de diversos tipos de bloom
(PODZECK, FRIDUM; JONES, 2004).

Além destas caracteristicas, a gelatina também é facilmente solGvel em agua
e solucdes acidas (pH 1,0 a 2,5), motivo pelo qual é material de escolha na
formagcdo de capsulas para uso de carreamento de medicamentos ou alimentos
funcionais para o organismo. Sua desintegracao ocorre no suco gastrico (pH acido)

a 36°C com posterior absorcédo dos materiais carreados nesta parte do organismo.

Algumas substancias, entretanto, requerem a absorcao no intestino. Para que
isto ocorra, as capsulas devem ser protegidas vazias ou com material envasado
para que possam liberar o material somente no suco intestinal (pH em torno de 6,8)
(BRASIL, 2011).

A Farmacopéia Americana institui que, para uma forma farmacéutica ser
chamada de gastrorresistente, no ensaio de dissolucdo o farmaco ndo pode ser
liberado em meio acido durante um periodo de duas horas, e, ndo menos que 75%

do farmaco pode ser liberado apds 30min em meio basico (USP, 2014).

Algumas técnicas no mercado, principalmente na area magistral, séo
aplicadas as capsulas para favorecer a liberagdo entérica. Estas técnicas utilizam
solucdes de formaldeido associado a outros componentes (como alcool de cereais)
onde as capsulas sado banhadas apés o envase do principio ativo. Os resultados dos

testes indicaram que esta metodologia de revestimento é eficaz em relacdo a
gastroresisténcia (CREMINACIO et al., 2008).

Como exemplo, h& ainda outros dois métodos de revestimentos

gastrorresistentes em capsulas no setor magistral: revestimento pH dependente
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quando a capsula recebe um banho em spray de uma solucéo contendo polimeros
insoltveis em meio &cido (eudragit, acetolftalato de celulose, goma, laca, etc.) e o
uso de revestimento usando um excipiente que retarde a liberacdo do principio ativo
misturado a substancia ativa envasada dentro da capsula. Geralmente sdo usados
polimeros com alto poder hidrofilico (PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007).

Em todos os casos de formacdo de capsulas gastroresistentes ha
inconvenientes dos métodos seja pela toxicidade, seja pelo alto valor agregado que
as farmacias de manipulacdo ndo podem e ndo conseguem assumir 0 custo sem
repassar 0S mesmos para 0 paciente, inviabilizando o custo do medicamento
(PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007).

Outro inconveniente relatado € o que se relaciona ao invélucro em si. A
capsula de gelatina se exposta em condi¢des aceleradas, tais como 40°C e 75% de
Umidade Relativa (UR), pode apresentar reticulacdo (crosslinking) que caracteriza-
se pela formacdo de uma pelicula entre o material envasado e a camada externa da
gelatina. Este processo é facilitado pela exposicdo a temperaturas altas (em torno
dos 40 °C), alta umidade (em torno de 70% de UR), exposicdo de radiacdes
Ultravioleta (UV) e visivel (VIS), uso de corantes e aldeidos na formulagdo. O maior
impacto da formacdo de reticulacdo nas cépsulas é o tempo de desintegracéo
prolongado e uma subsequente desaceleracdo da taxa de dissolucdo do
medicamento. Alguns estudos relataram o uso de enzimas no composto envasado

para diminuir ou eliminar a formacé&o do reticulado (CUI; XIE; SONG, 2011).

Uma alternativa recorrente é o uso da gelatina em combinacbes de
compostos formando blendas para otimizacdo das caracteristicas de filmes de
liberacdo prolongada resistentes ao suco gastrico: blendas de alginato-gelatina
(DONG; WANG; DU, 2006), blendas de gelatina e polivinil acool (PAWDE; KALIM
DESHMUCH, 2008) e blendas de quitosana-gelatina(DHANDAYUTHAPANI;
KRISHNAN; SETHURAMAN, 2010).

2.2. Sistemas de liberag&o controlada

Além da reticulacdo, o fato de que muitas substéncias ndo suportam o

processo de compressao, ou necessitam de absorcdo a nivel intestinal, ou precisam
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de um sistema especifico de liberacdo, levantou-se a necessidade de desenvolver
alguns sistemas de liberacdo controlada os quais estdo sendo utilizados em
diferentes areas devido a sua intensa aplicacdo. Estes sistemas de liberacdo séo
descritos como uma tecnologia de viabilidade econémica e funcional, ja que
permitem a utilizagdo de substancias ativas em quantidades precisas, nos locais
especificos (PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007).

As formas farmacéuticas de liberacdo prolongada ou controlada sé&o
desenvolvidas para liberar o farmaco de forma modulada, retardando ou
prolongando sua dissolugdo em contrapartida as formas convencionais, nas quais a
liberacdo do farmaco € feita rapidamente ap6s a administracdo. Além dos
comprimidos e capsulas com revestimentos entéricos, existem outras variedades de
sistemas objetivando condicionar a velocidade e o local de liberacdo dos farmacos:
lipossomas, bombas osméticas, sistemas transdérmicos, pro-farmacos e sistemas

matriciais poliméricos (PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007).

Lipossomas s&o estruturas vesiculares microscopicas formadas por
bicamadas concéntricas de fosfolipideos em redor de um compartimento aquoso,
que pode incorporar tanto substancias hidrofilicas como lipofilicas. De acordo com
requisitos farmacéuticos e farmacolégicos, permitem alteracdes fisicas e quimicas
levando ao direcionamento especifico e a liberacdo progressiva e controlada do
farmaco encapsulado. Muito usado em tratamentos de leishmaniose,
esquistossomoses, doenca de Chagas e cancer (MACHADO; GNOATTO;
KLUPPEL, 2007).

Bombas osmoéticas sdo sistemas de pressdo osmética que utilizam a pressao
osmoética para liberar o farmaco. Possui um nucleo revestido de uma membrana
semipermeavel contendo um agente osmético que pode ser o farmaco ativo ou outro
material. Na inje¢do da bomba, o solvente penetra no nucleo e o farmaco é liberado
através de um orificio feito a laser na membrana da bomba (PEZZINI; SILVA,
FERRAZ, 2007).

Os sistemas transdérmicos sdo aqueles que, quando aplicados sobre a pele,
liberam o farmaco que atravessa as varias camadas da pele e alcancam a corrente
sanguinea numa velocidade constante durante um tempo determinado e prolongado
(LUCINDA; EVANGELISTA, 1999). J& os pro-farmacos sdo farmacos ativos
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transformados, quimicamente, em um derivado inativo que ap6s um ataque quimico
ou enzimatico, ou ambos, ativa-o novamente antes ou apos alcancar seu local de
acao desejado (CHUNG et al., 2005).

As matrizes sdo solucdes ou dispersdes de um farmaco em uma ou mais
substancias que modulam a sua liberacdo. S&o constituidas geralmente de
polimeros hidrofilicos ou inertes e podem ser elaborados em forma de comprimidos,
capsulas, granulos ou pellets. A liberacdo ocorre por intumescimento do polimero,
com erosdo da matriz e difusdo do farmaco. Em alguns casos o farmaco pode estar
ligado ao polimero e ser liberado pela acdo de enzimas ou pela quebra hidrolitica
das ligaces (PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007).

O uso de sistemas matriciais constituidos de polimeros é uma das estratégias
mais empregadas no desenvolvimento de formulacdes de liberacdo modificada
devido a vantagens como versatilidade, eficicia, baixo custo de produgdo com
técnicas convencionais. Também permite a incorporacdo de quantidades elevadas
de farmacos. O desenvolvimento de sistemas de liberacdo modificada depende da
selecdo de um agente apropriado capaz de controlar a liberacdo do farmaco,
sustentar a acao terapéutica ao longo do tempo e/ou de liberar o farmaco em alvos
especificos como tecido ou érgao alvo. Os polimeros e biopolimeros, tais como a
gelatina e quitosana, tém sido opcdes de escolha neste processo (LOPES; LOBO;
COSTA, 2005).

2.3. Quitosana

Quitosana € um biopolimero derivado da quitina, componente estrutural de
carapacas de crustaceos. A quitina (Figura 3) € o segundo polissacarideo mais
abundante na natureza depois da celulose. A quitosana pode ser obtida pela
desacetilagdo da quitina por &lcalis e também pode ser encontrada em alguns
fungos como aqueles pertencentes a familia Mucor e Zygomicetes. Ambas séo
copolimeros constituidos por unidades N-acetil-D-glicosamina e D-glicosamina
(SILVA; KATIA; FERREIRA, 2006).
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Figura 3: Representacdo das estrutura quimica da quitina

HOH,C O:ﬁH

HO

— n
Fonte: (FILHO; SIGNINI; CARDOSO, 2007). Figura adaptada pela autora.

A estrutura primaria da quitosana (Figura 4) € idéntica a da quitina excetuando
gque na quitosana predominam as unidades 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose.
Contudo as unidades 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose, remanescentes da
quitina, que determinam o grau médio de desacetilacdo do polimero. O grau de
desacetilagdo (GD) € uma propriedade quimica muito importante da quitosana,
sendo definido em termos de porcentagem de grupos aminos primarios na estrutura

principal do polimero e a média do peso molecular.

A forma comercial tipica da quitosana encontrada no mercado s&o
copolimeros com grau de desacetilagdo entre 70% a 95% devido ao fato de que a
completa desacetilacdo da quitina (100%), resulta em um elevado consumo de
reagentes e agua além de favorecer a despolimerizacdo (FILHO; SIGNINI;
CARDOSO, 2007). Este grau de desacetilacdo (GD) € importante quimicamente,
pois € capaz de influenciar as caracteristicas quimicas, fisicas e biologicas do
biopolimero, tais como hidrofobia, capacidade de reticulacdo, solubilidade e
viscosidade de suas solucdes (GEORGE; ABRAHAM, 2006).

Figura 4: Representa¢éo da estrutura molecular da quitosana
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Fonte:(RINAUDO, 2006)(FILHO; SIGNINI; CARDOSO, 2007). Figura adaptada pela autora, Legenda:
(m) unidades 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose; (n) unidades 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose.
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Dentre todos os biopolimeros naturais, a quitosana apresenta 0 maior carater
catibnico uma vez que a maioria apresenta carater neutro tais como celulose,
dextrana e amido, ou aniénico como alginato, carragenina e xantana. Somado a
iIsso, algumas funcdes bem particulares da quitosana estdo diretamente rela-
cionadas a seu carater eletrolitico, inclusive certos procedimentos de reticulacao de
suas cadeias (SANTOS et al., 2003).

A quitosana é insolivel em agua, solventes orgéanicos e bases, e apresenta
solubilidade em solucdes ligeiramente &cidas devido a protonagdo dos grupos amino
de suas unidades glicosamina. Esta solubilidade esta relacionada a ocorréncia de
cargas positivas devido a presenca de grupos aminos protonados (-NH3) na cadeia
polimérica (FILHO; SIGNINI; CARDOSO, 2007) (SANTOS et al., 2003).

A baixa solubilidade da quitosana pode ser devido aos grupos aminos serem
acidos fraco (pKa 6,5 ~ 7,0), ao tipo de processo aplicado para obtencdo do
polimero que gera produtos nao-uniformes e a sua natureza associativa. Como é
obtida por modificagcbes quimicas em laboratorio que visam introduzir grupos
carregados, a aplicacdo depende das caracteristicas estruturais e comportamento
fisico-quimico. Os agentes modificadores dissolvidos no meio reacional ndo tém
plena acessibilidade aos sitios reativos da cadeia polimérica, que permanecem
insollveis durante as reacdes por se associarem fortemente através de ligacdes de
hidrogénio. A propriedade de solubilidade da quitosana depende do grau médio de

carga dos polimeros e sua distribuicdo ao longo da cadeia (SIGNINI; FILHO, 2001).

Para solubilizacdo do biopolimero, os &cidos acético e formico sdo 0os mais
usados e dispersfes de quitosana também podem ser preparadas por dissolugéo
em 4&cidos inorganicos diluidos, tais como, nitrico, cloridrico, perclérico e fosférico.
Para facilitar sua solvatacdo em agua, apos a dissolucdo em meio acido, 0s grupos
amino livres da quitosana tornam-se protonados (—NHs"), proporcionando
versatilidade quimica a substancia e oferecendo possibilidades de modifica¢des, tais
como, sais de quitosana, N-alquilacdo, N-carboxilacdo, N-sulfonacéo e formacéo de

bases de Schiff com aldeidos e cetonas (Figura 5).
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Figura 5: Representacéo de alguns derivados de quitosana
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Fonte: (FILHO; SIGNINI; CARDOSO, 2007) Figura adaptada pela autora.

Mesmo a maioria das modificagBes quimicas da quitosana ocorrendo em seus
grupos amino, as hidroxilas das unidades estruturais do biopolimero também sao

susceptiveis a reacdes e as modificacdes quimicas (GONSALVES; ARAUJO, 2011).

A quitosana é muito usada nas industrias alimenticias e como produtos
suplementares como aglutinante de gorduras, redutor de colesterol e formulas de
emagrecimento. Sua natureza catibnica proporciona o aprisionamento de lipideos no
intestino delgado. Possui biodegradabilidade devido a enzimas lisozimas produzidas
em humanos que a degradam e mucoadesividade a paredes de mucosas intestinais,
motivo pelo qual é bastante considerada no estudo de liberac@o de drogas em sitios
de acao especificos (GEORGE; ABRAHAM, 2006).

Como apresenta solubilidade em meios acidos, esta propriedade faz com que
a quitosana seja usada na entrega de drogas quimicas para o estbmago. Mas para a
entrega de farmacos para o intestino, por serem insolUveis em meios neutros ou
basicos, a quitosana apresenta limitacdes aos seu uso principalmente em aplicacbes
na area farmacéutica (FILHO; SIGNINI; CARDOSO, 2007). Para superar isso,
muitas modificagdes podem ser feitas para melhorar a estabilidade da quitosana no
estbmago e a liberagdo controlada de farmacos subsequente no intestino, como o
uso em blendas formando novos materiais (GEORGE; ABRAHAM, 2006).
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2.4. Blendas de gelatina-quitosana

Blendas sdo misturas de dois ou mais polimeros sem que ocorra ligacdes
guimicas entre eles. Uma vantagem desse processo é a obtencdo de novo material
polimérico sem realizagdo de sintese de novo polimero, reduzindo os longos
periodos de pesquisa e o alto custo das sinteses quimicas no desenvolvimento de
outros materiais. Assim torna-se vantajoso trabalhar com blendas uma vez que é
possivel combinar uma série de polimeros em varias proporcdes e obter materiais
com vantagens variantes de acordo com as caracteristicas fisicas e quimicas de
cada polimero na mistura (TONHI; PLEPIS, 2002).

A miscibilidade de blendas é possivel de ser avaliada mediante o critério de
analise de temperatura de transicao vitrea (Tg). Baseado neste critério uma blenda
pode ser considerada miscivel quando a Tg esta situada em uma faixa de
temperatura intermediaria as temperaturas de transicdes vitreas dos componentes
puros. Ao menos uma diferenca de 20°C entre as temperaturas deve ser constatada.
Blendas parcialmente misciveis apresentam duas ou mais transi¢cdes vitreas
correspondentes a cada fase, com deslocamento em relacdo aos componentes
puros. As imisciveis apresentam transi¢cdes vitreas semelhantes aos componentes
puros (CASSU; FELISBERTI, 2005). Dentre as técnicas mais empregadas para
determinar esta temperatura esta a calorimetria exploratédria diferencial (DSC), um

método versatil e rapido.

Geralmente uma blenda miscivel apresenta uma Unica fase constituindo uma
mistura homogénea. Porém poucas blendas poliméricas sdo misciveis e a maioria
forma misturas heterogéneas. No entanto, neste caso, dependendo da extensao da
mistura, algumas propriedades dos componentes podem ser camufladas por um ou
mais componentes. Ja as imisciveis apresentam morfologia complexa e € comum
empregar técnicas de microscopia eletrénica de varredura (MEV) para confirmacéo

da compatibilidade entre os componentes da blenda (QUENTAL et al., 2010).

A habilidade da gelatina em formar géis termorreversiveis a temperatura
corporal contribui para o0 aumento do uso deste composto em blendas para fins
diversos (ARVANITOYANNIS; NAKAYAMA; AIBA, 1998). Contudo, como descrito

por CARVALHO et al (2009) em associacdo com polimeros sintéticos (como
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polivinialcool), a gelatina reduz consideravelmente a suscetibilidade a umidade
relativa do meio aumentando as caracteristicas de plasticidade do composto. Ja a
quitosana apresenta-se biocompativel e biodegradavel, no entanto, apresenta baixa

resiténcia mecanica e baixa flexibilidade.

Com base nestas caracteristicas varios estudos envolvendo blendas de
gelatina associadas a quitosana, tem sido relatados com o intuito de melhorar
ambos 0s compostos e formar novos biomateriais para aplicacbes diversas
(PEPINO; PLEPIS; MARTINS, 2014).

Os estudos reoldgicos de géis de quitosana-gelatina descritos por PEPINO,
PLEPIS e MARTINS (2014) demonstraram que o uso da gelatina em blendas com
quitosana levou a um enovelamento ou aumento das interacfes das cadeias do gel
com caracteristicas de sélido em todo intervalo de tempo estudado, contribuindo
para a comprovacdo do potencial uso destes compostos em aplicacbes de
biomateriais a partir dos géis formados.

Hidrogéis em forma de blendas oferecem uma excelente variedade de
aplicacdes médicas como substitutos de peles, matrizes e adesivos corporais para
carreamento de drogas e suportes em engenharia de tecidos e fluidos corporais,
sendo que alguns estudos relatam o uso de blendas gelatina-quitosana como
hidrogéis biopoliméricos (CHEN et al., 2003).

Um outro sistema que utiliza blendas poliméricas em sua composicao € o filme
para dissolucdo oral, um novo sistema de entrega de drogas que se dissolve
rapidamente sobre a parte superior da lingua ou na cavidade bucal como um todo.
Filmes séo estruturas estendidas bidimensionais finas ou expessas. Para dissolugcao
oral, geralmente sdo usados polimeros sollveis em agua e que se desintegram
rapidamente, sendo a gelatina um exemplo de polimero amplamente usado nestas
composic¢des (PATIL; SHRIVASTAVA, 2014). A combinacdo entre polimeros leva a
otimizacdo das propriedades fisicas desses filmes, podendo levar, por exemplo, a

diminuicdo ou aumento do tempo de desintegragao (DIXIT; PUTHLI, 2009).

A diferenca entre os véarios tipos de filmes poliméricos existentes pode ser
caracterizada pelo tempo de desintegracdo dos mesmos e seus locais de aplicacao.

Podem ser encontrados filmes mucoadesivos, de desintegracédo oral e de liberacao
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retardada de drogas. Dependendo da terapia medicamentosa as vias de
administracao oral ou sublingual, filmes mucoadesivos, que séo colocados sobre as
faces, mas também podem ser aplicados sobre o palato. E tem também os filmes de
aplicacao vaginal ou retal. Alguns polimeros podem ser empregados na mistura para
modular esta propriedade de desintegracdo quando sdo necessarios que os filmes
permanecam aderidos ao sitio de aplicacdo por um periodo prolongado de tempo.
Neste aspecto o conhecimento das propriedades de solubilidade de cada
componente da mistura deve ser levado em conta para obtencdo dos efeitos
desejados (HOFFMANN; BREITENBACH; BREITKREUTZ, 2011).

2.5. Propostado estudo

Atualmente tem-se falado muito em sistemas de liberacdo prolongada de
farmacos ativos e em formas de protecdo para carreamento destes farmacos até seu
local de acdo. O sistema de encapsulamento oriundo do século XIX, as capsulas,
usa prioritariamente a gelatina animal (bovina ou suina) como matéria-prima, apesar
de varios outros componentes que também foram desenvolvidos ao longo do tempo.
Conforme a Farmacopéia Brasileira 5% ed. (BRASIL, 2010), a desintegracdo das
capsulas ocorre normalmente no estbmago, em pH acido, para liberacao do farmaco
neste sitio de absorcdo. Proteinas e farmacos destinados ao sistema intestinal
necessitam de protecdo adequada para atingir estes sitios antes de sua liberacao.

Os filmes orais sdo outra opcdo para o carreamento de drogas e outras
aplicacoes, Esta forma tem como caracteristica basica o tempo de desintegracdo
para liberacdo das drogas em seu sitio de acao. Este trabalho objetivou testar a
formacado de filmes poliméricos desintegraveis a partir de blendas de quitosana e

gelatina bovina.

Os estudos de caracterizagcdo, medicdo de pH e os testes de desintegracéo
dos filmes em meios aquoso, acido e basico, conforme métodos descritos na
Farmacopeia Brasileira, foram efetuados para caracterizar e estudar as propriedades
do material. E também servirdo como base para determinacdo das utilizagbes e

aplicacoes diversas desses filmes.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e moldar novas formulacdes de
filmes poliméricos desintegraveis a partir de blendas de gelatina-quitosana. E efetuar
os testes de pH, caracterizacdes e desintegracdo nos mesmos para estudar suas
propriedades e verificar o tempo decorrido para ruptura ou abertura do material nos

meios especificos.

3.2. Objetivos especificos

» Desenvolver filmes poliméricos a partir das blendas de gelatina e
guitosana.

> Efetuar teste de pH nos géis formados antes da formacédo dos filmes.

» Efetuar as caracterizacbes quimicas e fisicas dos filmes (blendas)
formados: andlises de calorimetria exploratéria diferencial (DSC),
espectroscopia na regido de absorcdo do infravermelho (1V), analise
termogravimétrica (TGA) e microscopia eletronica de varredura (MEV).

> Avaliar o tempo necessario para a desintegracdo dos filmes (blendas)
em meios de desintegracdo normal (dgua quente) e desintegracdo

entérica (Solucdo de HCI 0,1Mol L™ e Tampé&o fosfato pH 6,8).
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4. /IMETODOLOGIA

4.1. Materiais e Métodos

A quitosana utilizada foi adquirida da SIGMA-ALDRICH®, grau de
desacetilagdo (GD) de 84,1% e viscosidade de 525 cPS. Para a obtencédo dos géis,
inicialmente preparou-se uma solucdo 4% (m/v) de quitosana. Pesou-se 4g do po
em béquer de 100mL e misturou-se com 100mL de solucéo de acido acético marca
ULTRAQUIMICA 99,8% a 5% (m/v) sob agitacdo manual até dissolucdo. O béquer
foi tampado e deixou-se em banho-maria a 50°C inicialmente por 24h. Nao tendo
sido formado o gel como desejado, deixou-se por mais 24h. Estabeleceu-se o tempo
de 48h para repouso em banho-maria a 50°C (Figura 4).

Para preparacédo do gel de gelatina pesou-se 33g de gelatina (bloom 260 ou
270) e diluiu-se com 100mL de &gua destilada aquecida a 65°C. Foi acrescentado
0,2mL de &cido acético glacial ULTRAQUIMICA 99,8% (2000ppm), usado como
conservante no gel. Isto foi necesséario devido ao fato de que algumas amostras
apresentaram fungos, visto que a gelatina € um excelente meio de cultura. As
gelatinas usadas foram da ROUSSELOT® (270) e da GELITA® (260). Sob
aquecimento (50°C) e agitacao, o gel foi mantido por 15 min até dissolucdo completa
da gelatina.

Manteve-se a solucédo gelatinosa em forma de gel sob aquecimento em

banho-maria a 65°C por cerca de 17h * 3h (Figura 6).

Figura 6: Fotografia dos géis de quitosana e gelatina

Fonte: Foto tirada pela Autora. (A) Gel de Quitosana; (B) Gel de Gelatina (C) Comparacdo entre os

geéis
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4.2. Formacéo das blendas e filmes

4.2.1. Codificacao dos géis e filmes formados

As blendas formadas pela combinacdo de gel de gelatina e gel de quitosana
receberam as codificagdes conforme descrito na Tabela 1, codificagéo dos materiais.
As solucbes de gelatina pura (260 ou 270) foram denominadas de Gel 260.1 e Gel
270.1. O gel de quitosana a 4% de Gel 8 (100% de quitosana na amostra).

Os filmes formados a partir dos géis receberam a codificacdo de Filme 260 ou
Filme 270 seguido do numero da amostra correspondente a proporcao de gelatina e
quitosana misturada nas blendas, conforme Tabela 1.

O gel de quitosana 4% puro (Gel 8) ndo formou filme.

Tabela 1: Codificagdo dos géis e filmes formados

_ Concentracdo  Gelatina260  Gelatina270  Filme260  Filme270
Solucéo de
Gelatina (100%) Gel 260.1 Gel 270.1 Filme 260.1 Filme 270.1
Gelatina +
Quitosana Gel 260.2 Gel 270.2 Filme 260.2 Filme 270.2
(99/1%)
Gelatina +
Quitosana Gel 260.3 Gel 270.3 Filme 260.3 Filme 270.3
(95/5%)
Gelatina +
Quitosana Gel 260.4 Gel 270.4 Filme 260.4 Filme 270.4
(90/10%)
Gelatina +
Quitosana Gel 260.5 Gel 270.5 Filme 260.5 Filme 270.5
(80/20%)
Gelatina +
Quitosana Gel 260.6 Gel 270.6 Filme 260.6 Filme 260.6
(70/30%)
Gelatina +
Quitosana Gel 260.7 Gel 270.7 Filme 260.7 Filme 270.7
(60/40%)
Solucgéo de
Quitosana (100%) Gel 8 Gel 8 - -

4.2.2 Formacéao das blendas e filmes

Para formacédo das blendas, foram misturadas por¢cdes de solucéo de gelatina
33% e gel de quitosana 4% nas proporgdes de 99%/1% (m/m), 95%/5% (m/m),
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90%/10% (m/m), 80%/20% (m/m), 70%/30% (m/m) e 60%/40% 9m/m) (ver Tabela 1
— Codificacdo dos materiais). Apds a mistura das proporcdes citadas, os géis foram
mantidos em banho-maria a 50°C para medi¢éao do pH.

Na formacéo dos filmes a partir das blendas descritas anteriormente foi usado
um dispositivo proprio (Figura 7) formado por uma placa de acrilico de 20cm X 7cm e
um quadrado de metal de acgo inoxidavel de 7cm X 7cm. Colocou-se uma pequena
porcao da blenda em gel, o suficiente para preencher o espaco interno do quadrado
na superficie da placa de acrilico. O quadrado foi mantido em uma ponta da placa e
depois correu-se 0 mesmo sobre placa de modo que o gel foi espalhado formando
uma pelicula fina. A placa foi colocada sobre uma superficie horizontal plana e
deixou-se secar a temperatura ambiente até que o filme pudesse ser retirado da

placa (Figura 8).

Figura 7: Fotografia do dispositivo para formacéo dos filmes

Fonte: Foto tirada pela Autora.
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Figura 8: Fotografia das etapas de formagé&o dos filmes

Fonte: Foto tirada pela Autora. (A) Dispositivo para formar filmes; (B) e (C) Disposi¢édo do gel; (D) e

(E) Corrida para formagéo do filme e (F) filme formado.

Para a espessura meédia dos filmes formados, escolheu-se os filmes formados
por gelatina pura (260.1 e 270.1) e os filmes das blendas contendo 90% de gelatina
e 10% de quitosana (260.4 e 270.4). Optou-se por este filme por ser o de proporcao
mediana ao estudo. Foi efetuada a medida em micrometro marca Tesa modelo
ISOMASTER®, capacidade de 0-25mm (+ 0,2mm). Para cada filme cortou-se uma
tira de 20mm de comprimento por 5mm de largura e mediu-se em trés pontos
distintos: extremidade direita, extremidade esquerda e centro do filme (Figura 9),

sendo o valor encontrado de cerca de 0,08mm em média.

Figura 9: Representacéo dos pontos de medig&o da espessura dos filmes

20 r;nm

Smm{ b

Espessura média

Fonte: desenho feito pela autora
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Tabela 2: Medidas de espessuras dos filmes formados

Filme 260.1

Filme 270.1

Filme 260.4

Filme 270.4

1 0,07 0,09 0,07

2 0,07 0,07 0,07 0.07 +0,01
3 0,07 0,07 0,09 '

1 0,11 0,11 0,10

2 0,12 0,12 0,10 0,11 +0,01
3 0,10 0,10 0,10

1 0,09 0,09 0,09

2 0,09 0,08 0,11 0,09 +0,01
3 0,08 0,11 0,09

1 0,08 0,08 0,07

2 0,07 0,09 0,09 0,08 +0,01
3 0,07 0,08 0,07

Os filmes foram mantidos em frascos fechados até a realiza¢édo dos testes.

4.3. Caracterizacdes quimicas e fisicas das amostras para determinar os

aspectos quimicos

Para caracterizar e estudar as propriedades das blendas formadas foram

efetuadas as

>
>

seguintes analises nos géis e filmes:

pH: determinar a acidez ou basicidade do gel formado;
Espectroscopia vibracional de absorcdo na regido do
infravermelho (IV): determinar quais os grupos funcionais presentes
no produto;

Calorimetria  diferencial exploratoria (DSC): determinar a
temperatura de transigao vitrea das blendas e componentes;

Andélise termogravimétrica (TGA): determinar a temperatura de
decomposicao térmica das blendas e componentes;

Microscopia eletrdnica de varredura (MEV): analise das superficies
dos filmes;

Desintegracao: tempo médio de desintegracao dos filmes formados.

Os testes de pH e desintegracado, foram realizados nas instalacfes da Genix

Ind. Farmac.

Universidade

Ltda e os testes de MEV, IV, DSC e TGA foram realizados na
Estadual de Goias (UEG).
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Nos géis formados, o teste de pH foi feito usando o aparelho QUIMIS Q-
400m2, 10V, série n° 168, a temperatura ambiente (~25°C).

As andlises de caracterizacdes por espectroscopia vibracional de absorcéo na
regido do infravermelho (IV) foram efetuadas com transformada de Fourier,
utilizando pastilhas de KBr na regido de 4000 a 400cm™. Usou-se o equipamento
Frontier FTIR Perkin Elmer® n° de série 93788.

Os ensaios de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) dos filmes obtidos
foram feitos no equipamento DSC da PerkinElmer, modelo 6000, nas seguintes
condi¢cdes de andlises: cadinho de aluminio, nitrogénio liquido para resfriamento,
vazao de gas inerte (N2) = 20,0 mL/min e taxa de aquecimento = 10°C/min. Foi
efetuada uma corrida de aquecimento com amostras de aproximadamente 5,5 mg. O

resfriamento foi realizado até a temperatura de -30°C.

As andlises termogravimétricas (TGA) foram feitas no equipamento TGA da
Perkin Elmer, modelo P1TGA, série n° 537L08091284, atmosfera inerte de
nitrogénio (N2), no intervalo de temperatura de 25°C a 1000°C e taxa de

aguecimento de 10°C/ minuto.

As analises de microscopia eletrénica de varredura (MEV) foram efetuadas no
equipamento modelo TM 3030Plus HITACHI-HIGH TECHNOLOGIES, série n°
156053-02, aceleracdo de 5kV, magnificancia de 80, 200 e 6000.

4.4. Testes de desintegracdo dos filmes formados

Os testes de desintegracao foram feitos com o objetivo de verificar se os
filmes obtidos apresentavam caracteristicas de desintegracdo em meio aquoso,
acido ou béasico e se, conforme disposto na Farmacopéia Brasileira 52 edicao,
apresentavam comportamento de desintegracdo entérica (a nivel intestinal) ou
desintegracdo prolongada em meio acido (maior tempo em comparagao as capsulas
de gelatina usuais). Apos a formacéo do filme e estando ele seco, pequenas porgdes
de 1cm?foram submetidas ao teste de desintegracdo segundo a técnica descrita na
Farmacopéia Brasileira 52 ed. para desintegragéo entérica e desintegracao simples e

conforme metodologia fornecida pela Genix Ind. Farmac. Ltda, MGE-0021 Rev.01.
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Para simular a desintegracéo entérica foi usada a solucdo de HCI 0,1Mol L™
para o teste 1 e a solucdo tampéo pH 6,8 para o teste 2. Para a desintegracao

simples foi usada agua destilada a 37°C.

Os equipamentos usados foram os da marca NOVA ETICA, modelo 301-AC-3,
série n° 07031/05 e 19304/09.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Espectroscopia vibracional de absorcéo naregido do infravermelho

Os espectros de absorcéo foram realizados nas blendas (géis) formadas com
concentracbes de 10 a 40% de quitosana, gel de quitosana puro e gel de gelatina
puro (sem quitosana na amostra), na regido de 4000 a 400 cm™, conforme Figuras
10 e 11.

Figura 10: Espectro de absorc¢éo do IV para blendas formadas por gelatina 260 + quitosana

na regido de 4000 a 400 cm™

W oo
d\///ﬁ, w Gel 2606
\/ Gel 260.7

[
/\// VA

Gel 260.1

Gel 260.4

Gel 8

a

Transmitanci

I T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de Onda (cm™)

Figura 11: Espectro de absorcéo do IV para blendas formadas por gelatina 270 + quitosana

na regido de 4000 a 400 cm™
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componentes das blendas, os gréficos foram ampliados a regido de 2000 a 600 cm’
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Para melhor compreensdo das bandas encontradas relacionadas aos

como demonstrado nas Figuras 12 e 13.

1

Figura 12: Espectro de absorcédo do IV para blendas formadas por gelatina 260 + quitosana na regido
de 2000 a 600 cm™
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Figura 13: Espectro de absorcéo do IV para blendas formadas por gelatina 270 + quitosana na regido
de 2000 a 600 cm™
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O espectro da quitosana apresenta as seguintes bandas principais: 1650cm’

1

devido ao estiramento de C=0O de amida secundaria; 1565cm™ relacionada a

deformac&o angular de N-H de amina primaria; 1412cm™ ao estiramento de —C-N de

amida e 1080 cm™ devido ao estiramento C-O-C da estrutura piranosidica (éter), e
estiramento de C-O de &lcool primario (BELLAMY, 1975) (TONHI; PLEPIS, 2002)
(SALAZAR; MARTINS; PLEPIS, 2014) (BARROS et al., 2006) (GARCIA et al., 2008).

Para o grupamento funcional alcool secundario presente na estrutura quimica

do polimero quitosana (Figura 14), ndo foram identificadas bandas caracteristicas.
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Figura 14: Representagdo da estrutura quimica da quitosana com destaque para os

grupamentos funcionais

| [HOH.C| 2

[ mL— —,
Fonte: (RINAUDO, 2006). Figura adaptada pela autora. Legenda: (1) Amida Il; (2) Alcool I; (3) Alcool
II; (4) Amina | e (5) Eter.

As bandas principais para o espectro da gelatina foram 1650 cm™ devido ao
estiramento C=0 da amida secundaria; 1545 cm™ devido a banda de estiramento de
N-H acoplado ao grupo C-N de amida secundaria; 1452cm™ devido ao estiramento
de C=0 de &cido carboxilico; 1405cm™ relacionada a deformacdo angular simétrica
de OH e estiramento de C-O; 1335cm™ correspondente ao estiramento C-O de
alcool secundario; 1245cm™ relacionada a um sinal caracteristico de amida terciaria
e 1082cm? ao estiramento de C-N (BELLAMY, 1975) (SALAZAR; MARTINS;
PLEPIS, 2014) (TONHI; PLEPIS, 2002) (PRESTES et al., 2013) (MORAES et al.,
2008).

Para os os grupos funcionais Imina e cetona, presentes na estrutura quimica

da gelatina (Figura 15) , ndo foram identificadas bandas caracteristicas.

Figura 15. Representacdo da estrutura quimica da gelatina com destaque para o0s

grupamentos funcionais
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Fonte: (RINAUDO, 2006). Figura adaptada pela autora. Legenda: (1) Amida Il; (2) Amida lll; (3) Imina;
(4) Acido Carboxilico; (5) Alcool Il e (6) Cetona.
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As atribuicbes das bandas de absor¢cao no infravermelho para cada amostra

testada estdo descritos na Tabela 2.

~1650

NE

~1547

~1452

~1405

~1335

~1245

~1082

Tabela 3: Principais bandas observadas no espectro de FTIR para blendas gelatina +

~1650

1565

NE

NE

~1412

NE

~1080

~1655

NE

~1545

~1452

~1405

~1335

~1245

~1082

~1650

NE

~1545

~1453

~1405

~1337

~1245

~1082

quitosana

~1650 ~1650
NE NE

~1545 ~1545
~1452 ~1452
~1407 ~1407
~1335 ~1337
~1245 ~1245
~1082 ~1082

v (CO) de amida Il e
0 (NH) de amina |
v (C=0) de amida Il

6 (N-H) de
primaria

amina

0 (NH) de amida Il

v (NH) acoplado com o
grupo CN (amida Il)

0 (CH2)

0 sim (OH) e v (C-0)

v (C-N) de amida

v (CO) de alcool Il

e 6 (OH)

Sinal caracteristico de
e amida lll

v (CN)

v (C-0O-C) da estrutura
piranosidica (éter),

e v (CO) de alcool |

BELLAMY, 1975
SALAZAR et al, 2014
TONHI e PLEPIS,
2002

BELLAMY, 1975
TONHI e PLEPIS,
2002

SALAZAR et al, 2014

BELLAMY, 1975
BELLAMY, 1975
BELLAMY, 1975
BELLAMY, 1975

BELLAMY, 1975)
PRESTES et al, 2013
(MORAES et al.,
2008)

PRESTES et al, 2013
BELLAMY, 1975
SALAZAR et al, 2014
TONHI e PLEPIS,
2002

(GARCIA et al., 2008)

* Gel 1- Gel 260.1 e 270.1; Gel 2 — Gel 260.2 e 270.2; Gel 4 — Gel 260.4 e 270.4; Gel 5 — Gel 260.5 e 270.5; Gel 6 — Gel 260.6 e 270.6 ; Gel 7 —
Gel 260.7 e Gel 270.7 e Gel 8 — gel de quitosana 4%
NE — BANDA NAO EVIDENCIADA

Os espectros obtidos para ambos conjuntos de blendas sdo caracterizados

pelas bandas de gelatina, notando-se um ligeiro aumento na intensidade da banda

de 1650cm™ em relagédo ao espectro da quitosana evidenciando a presenca de

gelatina nas amostras. A banda em 1080cm™ da quitosana é mais intensa e se

sobrepbe aos valores encontrados para gelatina, evidenciando sua presenca na

blenda.

Estes valores sugerem incorporacdo da quitosana com a gelatina na blenda

polimérica, contudo ndo é possivel definir somente com espectroscopia vibracional

de absorcéo na regidodo IV, se ha interacdo quimica entre as substancias, devido a

sobreposicao de bandas da gelatina e quitosana. De acordo com TONHI e PLEPIS
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(2002), a interacdo pode ser puramente eletrostatica envolvendo grupos —NH da
quitosana e C=0 da gelatina.

5.2.  Analise termogravimétrica (TGA)

Os termogramas dos filmes formados a partir das blendas de gelatina 260 e
270 com quitosana, bem como da quitosana pura (em p0) e das gelatinas puras 260
e 270 (em po), estdo apresentados nas Figuras 16 e 17. Em ambos é possivel notar
uma perda de massa em dois estagios distintos, sendo o primeiro estagio
correspondente a perda de 15% de agua tanto nas blendas quanto nas substancias
puras (KAKKAR et al., 2014).

Figura 16: Curvas de TGA das blendas de gelatina 260 + quitosana
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Figura 17: Curvas de TGA das blendas de gelatina 270 + quitosana
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Avaliando os termogramas observou-se um segundo estagio na curva de
decomposicao térmica entre 250°C-500°C, correspondendo a 60% massa que foi
perdida, restando cerca de 36% para quitosana pura e 26% para a gelatina pura em
p6 ou em gel (Gel 260.1 e 270.1). As blendas, no entanto, apresentaram residuos
em média de 23%. Estes valores de residuos percentuais também foram relatados

por JALAJA et al (2016) em um estudo com nanofibras de gelatina-quitosana.

Analisando as derivadas das curvas de TGA das blendas e substancias puras
(Figura 18), a temperatura de decomposi¢do térmica da quitosana obtida foi em
torno de 319°C, enquanto que para a gelatina pura em p6 foi de 368°C (gelatina
260) e 402°C (gelatina 270). As blendas, no entanto, apresentaram temperaturas
por volta dos 340°C-351°C. Esse deslocamento de temperaturas de decomposicao
térmica para as blendas cujos valores estdo entre os valores obtidos para quitosana
pura e gelatina pura sugere uma combinacao entre estes componentes para compor
a mistura (JALAJA et al., 2016).
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Figura 18: Curvas das derivadas dos termogramas das blendas, gelatinas puras e quitosana pura
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Os demais termogramas das derivadas de cada material analisado podem ser
vistos no Anexo A.

5.3. Ensaios de calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Os testes foram efetuados nos conjuntos de filmes formados pelas blendas de
gelatina 260 (Filmes 260.2 a 260.7) e gelatina 270 (Filmes 270.2 a 270.7). E, para
efeito de comparacéo, analisou-se um filme sé com gelatina 260 (Filme 260.1), outro
filme somente com gelatina 270 (Filme 270.1) e quitosana pura em pé (QT). Foi
usado o po da substancia devido ao fato do gel de quitosana a 4% nao ter formado

filme em decorréncia da consisténcia do gel e do alto teor de umidade do mesmo.

Em todas as curvas de DSC encontradas nas Figura 19 e 20, é possivel notar
um pico endotérmico por volta de 70°C, que como descrito por GUINESI e
CAVALHEIRO (2006), pode estar relacionado a perda de agua.
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Figura 19: DSC dos filmes formados pelas blendas de gelatina 260 e quitosana

—— Filme 260.1
' —— Filme 260.2
354 ; —— Filme 260.3
! —— Filme 260.4
—— Filme 260.5
—— Filme 260.6
— Filme 260.7
30
o
=}
o
©
c
[
2 25+
o
()
o
o
x
=
w
20 H
15
T T T T T T T T T T T

T —
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Temperatura (°C)

Figura 20: DSC dos filmes formados pelas blendas de gelatina 270 e quitosana
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Na Figura 21 estdo demonstradas as curvas de DSC dos filmes obtidos com
os geéis de gelatina puros (260 e 270), sem a combinacdo com quitosana, e a curva
obtida da analise do quitosana em p6 que, como ja dito anteriormente, o gel néo
proporcionou a formacéo do filme. Nesta analise observou-se que o evento térmico
mais caracteristico esta relacionado a quitosana sendo um pico exotérmico em torno

de 286°C que pode estar relacionado a decomposicao das unidades de amina (-NH)
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com clivagem dos grupos N-Acetil deste composto como relatado por KITTUR et al
(2002).

Figura 21: Curvas de DSC da quitosana e filmes de gelatina pura
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Este pico foi relatado por SANTOS et al (2003) em um estudo de
caracterizacdo de quitosanas comerciais como pode ser visto na Figura 22,
reproduzida na sequéncia para fins de comparacdo com a curva de DSC de
quitosana encontradas nesse estudo. Segundo o referido autor, as amostras
apresentam diferentes Graus de desacetilacdo (GD), mas apenas a quitosana
identificada como QA (Aldrich®) no referido artigo foi identificada com GD de 84,7%,
semelhante a quitosana usada neste estudo que, como ja dito, possui GD de 84,1%.
As demais amostras descritas pelo autor sdo QF (Fluka®) e QP (Polymar/Br). Todas
obtidas de exoesqueletos de caranguejo e somente a amostra QA foi identificada
com grau de desacetilacao.
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Figura 22: Curvas DSC para amostras comerciais de quitosana
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Fonte: SANTOS et al., 2003

Na andlise das blendas, este pico caracteristico encontrado para a quitosana
nao aparece nas curvas de DSC das combinacfes de gelatina e quitosana (Figura
23. O seu desaparecimento nos compostos formados sugere ligacdo quimica entre a
gelatina e a quitosana e ndo apenas interacdo eletrostatica como sugerido por
TONHI e PLEPIS (2002).

As curvas de DSC para as blendas apresentaram-se muito semelhantes as
das curvas obtidas com as analises dos filmes contendo somente gelatina (Figura
21). As curvas apresentaram eventos endotérmicos evidentes na regido de 225 a
275°C, caracterizando umidade nas amostras, hdo sendo possivel, por esse motivo,
determinar a temperatura de transicéo vitrea (Tg) e temperatura de fuséo cristalina

(Tm) dos compostos.
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Figura 23: Curvas de DSC dos filmes obtidos a partir das blendas de gelatina 260 e 270 e quitosana
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Legenda: Curvas DSC para blendas (A) Filmes com gelatina 260 e (B) Filmes com gelatina 270.
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5.4. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Esta analise de caracterizagdo foi efetuada para observar a incorporacdo da

gelatina e quitosana nas blendas.

Conforme pode ser visto nas Figuras 25 e 26, com magnificancia de 200, a
andlise superficial foi caracterizada como interacdo fisica homogénea entre os
componentes da mistura das blendas, ndo notando-se diferenciagdo entre o0s
mesmos. O aspecto apresentado € bem similar ao dos filmes de gelatina pura
(Figura 24). Conforme QUENTAL et al (2010) a apresentacdao de uma Unica fase na

blenda, visivel em MEV, caracteriza uma mistura homogénea.

As figuras obtidas demonstram uma Unica fase, indicando a formac&o de uma

mistura homogénea o que sugere que os componentes das blendas sdo misciveis.

Figura 24: Microscopia eletronica de varredura da superficie dos filmes de gelatinas puras

T AT —

Legenda: (A) Filme 260.1; (B) Filme 270.
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Figura 25: Microscopia eletronica de varredura da superficie dos filmes obtidos das blendas 260

Fonte: foto tirada pelo(a) Autor(a).

Legenda: (A) Filme 260.2; (B) Filme 260.3; (C) Filme 260.4; (D) Filme 260.5; (E) ) Filme 260.6; (F)
Filme 260.7
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Figura 26: Microscopia eletrénica de varredura da superficie dos filmes obtidos das blendas 270

Fonte: foto tirada pelo(a) Autor(a).

Legenda: (A) Filme 270.2 (B) Filme 270.3; (C) Filme 270.4; (D) Filme 270.5; (E) ) Filme 270.6; (F)
Filme 270.7.
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5.5. Analise de pH

O objetivo destes ensaios foi a verificacdo das condicbes de acidez ou
basicidade das blendas (géis) formadas em comparacdo o gel de gelatina (260 e
270) e a solugédo de quitosana a 4%. Os ensaios foram feitos em triplicata e foram
calculados a média e desvio padrao dos resultados, dispostos na Tabela 3.

Tabela 4: Valores de pH obtidos para blendas quitosana-gelatina

AMOSTRA pH AMOSTRA pH

GEL 260.1 5,23+ 0,02 GEL 270.1 5,13+0,10
Gel 260.2 5,1+0,05 Gel 270.2 5,02+0,10
Gel 260.3 4,97 £ 0,05 GEL 270.3 4,86+0,12
Gel 260 .4 4,71 £ 0,04 GEL 270.4 4,61+0,36
Gel 260.5 4,41 0,04 GEL 270.5 4,27 £ 0,08
Gel 260.6 4,38 £ 0,04 GEL 270.6 4,19 +£0,09
Gel 260.7 4,25 + 0,07 GEL 270.7 4,16 £ 0,08

Gel 8 3,83+0,06 ¥ Gel 8 3,83+0,06 ¥

A solucdo de quitosana 4% é obtida com dissolucdo da substancia em
solucdo de &cido acético a 5% (m/v) e portanto seu pH, em média, é de carater
acido em torno dos 3,83. Ja a solucao de gelatina pura (Gel 260.1 e 270.1) obtida
pela dissolucdo de gelatina bovina 260 ou 270 em agua quente, mesmo com adi¢cao

de &cido acético, apresenta um valor de pH médio entre 5,0 — 5,5.

Figura 27: Grafico de pH X concentragéo de quitosana nas amostras

—e— Gel 260
5,4 - —A— Gel 270

5,2 1
5,0 1
4,8

4,6 H

pH

4,44
4,21
4,04

3,8 1

0% 1% 5% 10% 20% 30% 40% 100%

Concentragéo de quitosana na amostra
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Aumentando-se a concentracdo de quitosana nas blendas formadas (de 1% a
40%) nota-se um decréscimo nos valores de pH obtidos nos géis em decorréncia da

acidificacado do meio em funcéo do acido acético presente nas misturas (Figura 27).

5.6. Desintegracéao dos filmes

A absorcédo de farmacos a partir de formas farmacéuticas solidas, tais como
capsulas e comprimidos, quando administradas por via oral, depende da liberacao, e
da dissolucao ou solubilizacdo do farmaco em condices fisioldgicas. A dissolucao é
um ensaio fisico-quimico efetuado para estabelecer a quantidade de particulas
sélidas liberadas para uma determinada area em um tempo previamente
estabelecido. O perfil de dissolucdo tracado relaciona a porcentagem de farmaco
dissolvido em funcéo do tempo avaliado (SCHESHOWITSCH et al., 2007).

Para ocorrer a dissolucdo do farmaco, a forma farmacéutica solida
(comprimido ou cépsula) deve antes desintegrar no estbmago ou intestino. A
desintegracdo caracteriza-se pela abertura ou rompimento da parede da capsula ou
quebra da estrutura do comprimido, em qualquer um dos meios usados nos testes e
descritos acima, no decorrer do tempo avaliado. Assim que rompido a forma, espera-
se que o material em seu interior seja disponibilizado no meio e esteja disponivel
para ser absorvido no organismo (AULTON, 2005). Em se tratando de cépsulas,
espera-se que o involucro esteja fragmentado ou tenha formado uma massa pastosa
no cesto utilizado no equipamento (SCHESHOWITSCH et al., 2007).

A Farmacopéia Brasileira 52 edicdo estabelece que em meio aquoso a
desintegracdo de cépsulas simples (de gelatina ou hidroxipropilmetilcelulose —
HPMC), deve ocorrer em no maximo 30 minutos decorridos do inicio do teste
efetuado em equipamento de desintegracdo com banho de aquecimento a 37°C, em
cujas cubas sdo colocadas agua a mesma temperatura. Para ser considerada
entérica, a cpsula ndo deve apresentar desintegracdo em solucdo de acido
cloridrico 0,1Mol L™ por um tempo inferior a 60 minutos e deve desintegrar-se em

solugéo tampao fosfato pH 6,8 em até 45 minutos decorridos do inicio do teste.
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Os filmes obtidos a partir das blendas de gelatina e quitosana, foram testados
quanto a desintegracdo para avaliar o tempo decorrido para que 0S mesmos
apresentassem ruptura ou perdessem a forma e entdo, pudessem liberar farmacos

para o meio.

A gelatina é praticamente insolivel em agua fria, porém em &gua quente
hidrata-se prontamente formando um gel viscoso que endurece quando esfriado,
caracterizando bem este material como termo reversivel. No entanto a gelatina nao
€ soluvel em alcool e solventes organicos, mas apresenta solubilidade elevada em
solucbes acidas e pH neutro (ARVANITOYANNIS; NAKAYAMA; AIBA, 1998).J4 a

quitosana é insoluvel em &gua, solventes organicos e bases, porém apresenta

solubilidade em solucfes acidas organicas com pH inferior a 6,0.

Desta forma, os filmes formados pelas blendas de quitosana-gelatina foram
testados quanto a sua desintegracdo em agua a 37°C, HCI 0,1Mol L-1 e tampéo
fosfato pH 6,8, simulando os processos de desintegracdo de cépsulas duras
descritos na Farmacopeia 5% edicdo. Os resultados foram obtidos em triplicata

(Tabela 4) sendo calculados a média e o desvio padréo.

Tabela 5: Tempos de desintegracéo (em segundos) dos filmes poliméricos

AMOSTRA  AGUA QUENTE A37°C  HCI0,AM  TAMPAO FOSFATO pH 6,8

Filme 260.1 7017 78 +£18 251+44
Filme 260.2 102 + 19 50+12 167 +£13
Filme 260.3 128 +9 68 £10 316 £ 6

Filme 260.4 90 +7 135+33 284 +43
Filme 260.5 134+5 182 + 66 446 + 12
Filme 260.6 282 +21 215+122 1230+41
Filme 260.7 513+13 179+ 99 1207 4
Filme 270.1 104 +9 80 + 38 233+42
Filme 270.2 149+1 48 +21 231+36
Filme 270.3 125+33 110+ 29 213+19
Filme 270.4 93+5 81+38 265 +44
Filme 270.5 193+9 77 £ 38 328 + 67
Filme 270.6 174 + 44 229+ 60 479 + 86

Filme 270.7 2286 125 £ 47 719+ 175
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As blendas apresentaram aumento do tempo de desintegracdo quando

relacionadas ao aumento da quantidade de quitosana na mistura.

Isto foi

notadamente mais acentuado para os testes de desintegracao efetuados em tampao
fosfato pH 6,8 (Figura 28).

Figura 28: Tempo de desintegracdo X concentracdo de quitosana nas amostras
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O aspecto do filme 260.6 ap6s cerca de 15 minutos em solugcdo tampéao
fosfato pH 6,8 foi caracterizado como ruptura e ndo desintegragdo, como pode ser

visto na Figura 29.

Figura 29: Fotografia do filme apds cerca de 15 minutos de desintegracdo em tampé&o fosfato
pH 6,8

Fonte: foto tirada pela autora
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CONCLUSAO

Os testes de caracterizacoes efetuados nesse trabalho levaram as seguintes

conclusoes:

1.

Nas blendas formadas as bandas encontradas na espectroscopia
vibracional de absorcdo na regido do infravermelho foram similares as
bandas da gelatina sendo estas predominantes frente as bandas
encontradas para a quitosana;

A analise termogravimétrica demonstrou que a decomposic¢ao térmica das
blendas encontra-se em valores de temperatura deslocadas entre os
valores obtidos para quitosana e gelatinas puras, sugerindo uma
combinacao entre estes componentes nas blendas;

As curvas de DSC das blendas sdo similares as das gelatinas, sendo que
0 pico exotérmico encontrado encontrado para quitosana néo foi detectado
nas blendas, sugerindo uma ligacdo quimica entre os componentes. Nao
foi possivel encontrar a temperatura de transicao vitrea na analise devido a
temperatura do vapor de agua presente nas amostras;

Nas analises morfolégicas das superficies ficou caracterizado que as
blendas sdo homogéneas indicando que 0os componentes sdo misciveis;

O valor de pH diminui de acordo com o aumento da concentracdo de
quitosana na amostra;

Os valores obtidos para os tempos decorridos de desintegracdo dos filmes
demonstraram que a quantidade de quitosana presente na amostra
influencia neste tempo, prolongando o efeito de ruptura ou abertura do

filme.

Os resultados obtidos permitiram julgar promissor o desenvolvimento das

blendas para formacdo de filmes desintegraveis que poderdo ser usados na

formacdo de capsulas duras ou como filmes de desintegracdo acida prolongada. O

trabalho gerou um pedido de patente de invencéo junto ao INPI (Instituto Nacional
de Propriedade Industrial), sob niamero de processo BR 10 2017 002388 5 (Anexo

R).
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Entretanto, novos estudos devem ser conduzidos para demonstrar a

termorreversibilidade das blendas e sua aplicagdo para uso entérico.
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8. Anexos

ANEXO A — Representacdo do termograma de TGA com a derivada do filme
formado apenas por gelatina 260 (Filme 260.1)

ANEXO B - Representacédo do termograma de TGA com a derivada do filme formado
a partir da blenda 260.2 (Filme 260.2)

ANEXO C — Representacdo do termograma TGA com a derivada do filme formado a
partir da blenda 260.3 (Filme 260.3)

ANEXO D - Representacdo do termograma TGA com a derivada do filme formado a
partir da blenda 260.4 (Filme 260.4)

ANEXO E - Representacao do termograma TGA com a derivada do filme formado a
partir da blenda 260.5 (Filme 260.5)

ANEXO F - Representacédo do termograma TGA com a derivada do filme formado a
partir da blenda 260.6 (Filme 260.6)

ANEXO G - Representacao do termograma TGA com a derivada do filme formado a
partir da blenda 260.7 (Filme 260.7)

ANEXO H - Representacao do termograma de TGA com a derivada do filme formado
apenas por gelatina 270 (Filme 270.1)

ANEXO | - Representacdo do termograma de TGA com a derivada do filme formado
a partir da blenda 270.2 (Filme 270.2)

ANEXO J - Representacdo do termograma de TGA com a derivada do filme formado
a partir da blenda 270.3 (Filme 270.3)

ANEXO K - Representacdo do termograma de TGA com a derivada do filme formado
a partir da blenda 270.4 (Filme 270.4)

ANEXO L - Representacdo do termograma de TGA com a derivada do filme formado
a partir da blenda 270.5 (Filme 270.5)

ANEXO M - Representagdo do termograma de TGA com a derivada do filme
formado a partir da blenda 270.6 (Filme 270.2)

ANEXO N - Representacao do termograma de TGA com a derivada do filme formado
a partir da blenda 270.7 (Filme 270.7)

ANEXO O - Representacdo do termograma de TGA com a derivada da quitosana po
pura

ANEXO P - Representacao do termograma de TGA com a derivada da gelatina 260
po pura
ANEXO Q - Representacdo do termograma de TGA com a derivada da gelatina 270
po pura

ANEXO R - Protocolo do pedido de patente de invencao junto ao INPI, sob niamero
BR 10 2017 002388 5.
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ANEXO C

Filme 260.3
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ANEXO E

Filme 260.5
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ANEXO G

Filme 260.7
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ANEXO |

Filme 270.2
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ANEXO K

Filme 270.4
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ANEXO M

Filme 270.6
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ANEXO Q

Gelatina p6 270
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