UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS

FERNANDA MENDES DE PAIVA OLIMPIO

PREPARACAO, CARACTERIZACAO E ESTUDOS DE LIBERACAO
CONTROLADA DE PANCREATINA ENCAPSULADA EM DIFERENTES
HIDROGEIS

Alfenas/MG
2017



FERNANDA MENDES DE PAIVA OLIMPIO

PREPARACAO, CARACTERIZACAO E ESTUDOS DE LIBERACAO
CONTROLADA DE PANCREATINA ENCAPSULADA EM DIFERENTES
HIDROGEIS

Dissertacdo apresentada como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de Mestre em Quimica pela
Universidade Federal de Alfenas.

Area de concentragdo: Quimica Analitica.
Orientadora: Profé. Dr2 Jerusa Simone Garcia
Co-orientador: Prof. Dr. Adriano Aguiar Mendes

Alfenas/MG

2017



Dados Internacionais de Catal ogagfo-na-Publicacdo (CIF)
Biblioteca Central da Universidade Federal de Alfenas

Olimpio, Fernanda Mendes de Pava

Freparacio, caracterizacio e estudos e liberagfo controlada de

pancreatina encapsulada em diferentes ndrogéis / Fernanda Mendes de
Parva Climpio. -- AlfenasiM G, 2017,
83 f

Orientadora; Jerusa Simone Sarcia,

Disszertacdn (Mestrado em Cuimica) - Universidade Federal de
Alfenas, Alfenas, MG, 2017,

Bihlingrafia

1. Biopolimeros. 2. Liberacdo Controlada de Farmacos. 3. Ensitnas
imobilizadas 4. Hidrogel I Garcia, Jerusa Simone. [T Titulo.

ChD-543




Fernanda Mendes de Paiva Olimpio

“Preparagao, Caracterizacdo e Estudos de liberagdo
controlada de Pancreatina encapsulada em diferentes

hidrogéis”

A Banca examinadora, abaixo
assinada, aprova a Dissertagdo
apresentada como parte dos requisitos
para a obtencdo do titulo de Mestre
em Quimica pela Universidade Federal
de Alfenas. Area de concentracio:
Quimica Analitica.

Aprovado em: :/X_ /_Oj_/ H

//

Profa. Dra. Jerusa Simone Garcia Trevisan Assinatura: %ﬂ/w’/\, Teay
Instituicao: Universidade Federal de Alfenas —

UNIFAL-MG

Profa. Dra. Olga Luisa Tavano Assinatura: %d/u/@ww
Instituicdo: Universidade Federal de Alfenas — 3

UNIFAL-MG

Prof. Dr. Keyller Bastos Borges Assinatura: /&’? C(/M(

Instituicdo: Universidade Federal de Sao Jodo

del-Rei - UFSJ




AGRADECIMENTOS

A Deus por me iluminar durante toda essa jornada, me dando forcas para nunca desistir.
A minha familia pelo apoio, suporte, carinho, paciéncia e incentivo.

Ao Instituto de Quimica da Universidade Federal de Alfenas pela oportunidade de estar
realizando o mestrado.

A minha orientadora professora Dra. Jerusa Simone Garcia e a0 meu co-orientador professor
Dr. Adriano Aguiar Mendes pela disponibilidade e paciéncia no decorrer do nosso trabalho,
e por acreditarem no meu potencial quando eu mesmo néo era capaz de acreditar.

A CAPES e FAPEMIG pelo apoio financeiro.
A CPKelco pela doago da pectina, sem ela ndo teria sido possivel realizar parte do trabalho.

Ao professor Dr. Keyller Bastos Borges, da Universidade Federal de Sdo Jodo del-Rei, pela
disponibilidade em realizar as analises de microscopia eletronica de varredura.

Aos técnicos Carolina Nasser Boscari e ao Lucas Ferrarezi pela prontiddo no empréstimo de
equipamentos.

Aos companheiros do LACfar que se tornaram uma verdadeira familia, em especial a Renata
Cristina Silva que foi meu brago direito no desenvolvimento do meu trabalho.

Aos amigos da Turma de quinta pelos momentos de desabafo, choro, compreensao, apoio e
carinho!



“ A verdadeira viagem de descobrimento ndo
consiste em procurar novas paisagens,
mas em ter novos olhos. ”

Marcel Proust



RESUMO

A pancreatina (complexo enzimatico composto por a-amilase, lipase e protease) € um
biofarmaco utilizado no tratamento de individuos que apresentam deficiéncia ou insuficiéncia
na producdo de enzimas pancredticas. A instabilidade destas enzimas ao meio acido pode
comprometer suas atividades, diminuindo a eficicia dos tratamentos realizados. Na tentativa de
preservar as atividades enzimaticas e proporcionar uma liberacdo retardada da pancreatina
foram preparados hidrogéis de polimeros naturais, para atuarem como veiculos da pancreatina
que foi encapsulada em meio as matrizes poliméricas formadas. Os hidrogéis obtidos passaram
por uma etapa de caracterizacdo, por meio da espectroscopia de infravermelho, analise
termogravimétrica, microscopia eletrénica de varredura, determinacdo do grau de
intumescimento e construcdo de um perfil de intumescimento. Além disso, foram realizados
estudos de liberacdo da pancreatina encapsulada nos hidrogéis e a liberacdo da pancreatina de
uma formulacéo disponivel comercialmente, o Creon®. O hidrogel de alginato, que apresentou
os melhores resultados durante os estudos. De forma geral, todos os hidrogéis apresentaram
baixo grau de intumescimento quando submetidos ao fluido géstrico simulado e alto grau de
intumescimento, além de solubilizacdo completa da matriz polimérica, promovendo a liberacdo
das enzimas em fluido intestinal simulado. Dentre os trés hidrogéis preparados e analisados, o
hidrogel de alginato foi 0 que se destacou por apresentar maior eficiéncia de encapsulacéo e
maior liberacdo das enzimas em pH similar ao do local de acéo, por isso, ele foi utilizado para
comparacdo com os resultados obtidos pelo Creon®, nos estudos de liberacdo da pancreatina.
Esta comparacdo permitiu verificar que a liberacdo enzimatica por meio do hidrogel de alginato
foi mais rapida e completa, enquanto as minimicroesferas revestidas do Creon® néo

solubilizaram por completo até o final das analises.

Palavras chave: Biopolimeros. Liberagdo retardada. Enzimas pancreéticas. Encapsulacéo.
Hidrogel.



ABSTRACT

Pancreatin (enzymatic complex composed of a-amylase, lipase and protease) is a
biopharmaceutical used in the treatment of individuals who are deficient or insufficient in the
production of pancreatic enzymes. The instability of these enzymes in the acidic medium can
compromise their activities, reducing the effectiveness of the treatments performed. In an
attempt to preserve enzymatic activities and to provide a delayed release of pancreatin, natural
polymer hydrogels were prepared to act as vehicles for pancreatin which was encapsulated into
their polymer matrices. The obtained hydrogels were characterized through infrared
spectroscopy, thermogravimetric analysis, encapsulation efficiency, swelling degree and
swelling profile. In addition, release studies of encapsulated pancreatin in the hydrogels and
released from a commercially available formulation, Creon®, were performed. In general, all
hydrogels had a low swelling degree when submitted to simulated gastric fluid and high
swelling degree and complete solubilization of the polymer matrice, promoting the enzymes
release in simulated intestinal fluid. Among the three hydrogels prepared and analyzed, the
alginate hydrogel was distinguished by its higher encapsulation efficiency and enzymes release
at pH similar to the action site, so it was used for comparison with the results obtained by
Creon®, in the pancreatin release studies. This comparison showed that the enzymatic release
by the alginate hydrogel was faster and more complete, whereas the Creon® coated

minimichrospheres that did not dissolve until the end of the analyzes.

Keywords: Biopolymers. Delayed release. Pancreatic enzymes. Encapsulation. Hydrogel.
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1 INTRODUCAO

Biofarmacos sdo medicamentos produzidos por meio da biotecnologia moderna, desde
a década de 70, utilizando-se de sistemas vivos. Embora o termo esteja associado a produgao
de proteinas terapéuticas por meio da tecnologia do &cido desoxirribonucleico - DNA
recombinante, conforme Walsh (2002), anteriormente utilizava-se da biotecnologia classica em
que as proteinas terapéuticas eram extraidas de outros organismos, como por exemplo, a
insulina que era extraida do pancreas bovino ou porcino e 0 horménio de crescimento que, por
ser espécie-especifico, era extraido da glandula pituitaria de cadaveres humanos (CAREY,
1987). Como, nos dias de hoje, nem todas as proteinas utilizadas em tratamentos de reposi¢ao
sdo produzidas por meio da tecnologia do DNA recombinante, ou ainda, ndo foram liberadas
pela Food and Drug Administration - FDA, estas continuam sendo obtidas, tradicionalmente,
por meio da biotecnologia classica. Com isso, o termo biofarmacos compreende as substancias
obtidas de Orgaos, tecidos e fluidos de origem animal, vegetal, micro-organismos, ou ainda, a
partir de células e micro-organismos modificados geneticamente conforme Carreira et al.
(2013), utilizadas com finalidades profilaticas, curativas, paliativas ou para fins de diagndstico
(BRASIL, 2010).

Dentre as vantagens, apontadas por Kiener (2009), em se utilizar biofarmacos para o
tratamento de doencas estdo, atuacdo especifica, mecanismos de acdo e biodisponibilidade
previsiveis, de modo que os efeitos colaterais sejam diminuidos quando comparados as drogas
novas e de atuacdo ndo especifica, uma vez que séo idénticos ou muito similares as proteinas
humanas (CARREIRA, et al., 2013).

Neste trabalho o biofdrmaco de estudo é a pancreatina, um complexo enzimatico,
produzido no péancreas, responsavel por grande parte do metabolismo de proteinas, lipideos e
carboidratos. Por anos, a pancreatina vem sendo utilizada com o objetivo de melhorar a
absorcéo desses nutrientes, uma vez que a deficiéncia destes pode desencadear patologias como,
a fibrose cistica e pancreatite cronica, dentre outras, segundo FDA (2006), sendo que em casos
de criangas portadoras da insuficiéncia de enzimas pancreaticas, a ma absorcao dos nutrientes
pode levar até a morte (VENKATWSH et al., 2014).

De acordo com Reis et al. (2006) a utilizacdo dessas moléculas é restrita a algumas
formas de administracdo decorrentes da baixa estabilidade pela presenca de enzimas
proteoliticas e pH’s capazes de degrada-las, diminuindo a meia-vida e a biodisponibilidade

destas. Jorgensen et al. (2006) confirma a dificuldade em disponibilizar macromoléculas por
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via oral devido a instabilidade destas no trato gastrointestinal. Porém, como esta é a via de
administracdo de farmacos melhor aceita pelos pacientes fez-se necessario o desenvolvimento
de sistemas de liberacdo de farmacos que fossem capazes de proporcionar maior estabilidade
as macromoléculas empregadas nas terapias de reposicdo. Por isso, de acordo com Deyoung
(1989), no mercado encontram-se disponiveis diferentes formas farmacéuticas contendo
pancreatina, como por exemplo, comprimidos revestidos, capsulas gastrorresistentes e capsulas
com microesferas revestidas, que tém sido desenvolvidas com o objetivo de melhorar a eficacia
deste biofarmaco, protegendo-o, do meio acido gastrico responsavel pela sua inativacdo
(WALLACE; SHARKEY, 2011).

Os sistemas de liberagdo de drogas tém como funcdo liberar o farmaco em um
determinado local de acdo (ALLEN JR.; POPOVICH; ANSEL, 2007). Conforme Fernandes;
Filgueira (2008), dispositivos como nano e microparticulas, lipossomas, cristais liquidos e 0s
hidrogéis sdo sistemas de liberacdo capazes de contribuir com a estabilidade, solubilidade,
farmacocinética e biodistribuicdo dos farmacos incorporados. Além disso, os hidrogéis tem se
apresentado como potentes sistemas carreadores de farmacos (GRAHAM, 1990),
biocompativeis e biodegradaveis, e ainda, a capacidade de intumescimento em agua e fluidos
bioldgicos, caracteristicas que tem despertado interesses do setor farmacéutico (ROKHADE et
al., 2007). Algumas classes de medicamentos ja se utilizam dos hidrogéis como dispositivo de
liberacdo modificada como, por exemplo, anti-hipertensivos (SILVA, 2006), hipoglicemiantes
(NAKAMURA et al., 2004), antibacterianos (VILAMA et al., 2009), oftalmicos. Segundo
Kumar (2000), micro e nanoparticulas formadas por polimeros tem sido amplamente utilizadas
como veiculos de farmacos, por permitirem transportes mais eficientes, melhorando a liberagéo
nos locais de agéo.

Na tentativa de melhorar a eficacia do tratamento de individuos portadores de
insuficiéncia de enzimas pancreaticas, este trabalho tem como intuito obter um material capaz
de preservar a atividade da pancreatina do fluido géastrico simulado e liberar as enzimas em
fluido intestinal simulado (de pH compativel ao local de agéo), por meio da encapsulacdo deste
biofarmaco utilizando-se de hidrogéis naturais.

Os produtos disponiveis no mercado ndo apresentam nenhuma formulacdo que se utilize
de hidrogéis oriundos de biopolimero naturais como carreadores capazes de preservar a
atividade enzimatica da pancreatina, por meio da encapsulacdo desta. Na literatura, alguns
estudos apresentam a encapsulacdo das enzimas separadamente, porém, geralmente estas

enzimas sdo obtidas de micro-organismos, o que difere da proposta apresentada neste trabalho,
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que é de tentar encapsular o complexo enzimético extraido do pancreas de porco, pancreatina

aprovada pelo FDA.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A revisdo de literatura apresenta informacdes sobre as aplicacfes da pancreatina no
ambito farmacéutico, bem como possiveis estratégias utilizadas a fim melhorar sua estabilidade
e eficiéncia. O enfoque é dado ao encapsulamento das enzimas por meio da utilizacdo de

hidrogéis de polimeros naturais com carater anionico.

2.1 APANCREATINA ENQUANTO BIOFARMACO

De acordo com FDA (2006), a pancreatina € uma enzima pancredtica extraida do
pancreas porcino ou bovino, composta por trés enzimas principais: amilase, protease (tripsina,
quimiotripsina e carboxipeptidase A) e lipase. Dentre elas, a lipase € a enzima de maior
importancia contida neste complexo, uma vez que no organismo a lipase pancreatica é
responsavel pela hidrélise de aproximadamente 70% dos lipidios ingeridos (WALLACE;
SHARKEY, 2011).

Ainda, de acordo com FDA (2004), a pancreatina extraida de origem animal é um
biofarmaco, utilizado no tratamento de individuos com insuficiéncia pancreatica exocrina, que
é capaz de desencadear problemas como: a ma absor¢do de nutrientes, que pode resultar em
retardo do crescimento e do desenvolvimento, prejuizo da resposta imunoldgica, infecgdes,
tendéncia a hemorragias, como também, fibrose cistica e pancreatite crénica, dentre outras
(WALLACE; SHARKEY, 2011).

Embora, formulagdes contendo pancreatina venham sendo utilizadas, ha anos, na
suplementacédo das enzimas pancreaticas, a eficacia e seguranca desses agentes ainda nao foram
esclarecidas. Somente em 2004, o FDA relatou a existéncia de formulagGes comerciais com
diferentes composicdes, atividades enzimaticas, estabilidade e biodisponibilidade capazes de
afetar o desempenho terapéutico e estabeleceu a necessidade de se registrar esses
biomedicamentos (FDA, 2004).

A United States Pharmacopeia - USP 32 (2009) determina que comprimidos e capsulas
sdo constituidos por um minimo de 90,0% de pancreatina, de forma que cada mg de pancreatina

é constituido por, aproximadamente 25 unidades USP de atividade de amilase, a partir de
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2,0 unidades USP de atividade de lipase e 25 unidades USP de atividade de protease, e ainda
define, USP como a unidade de atividade enzimética.

Conforme FDA, apenas 6 medicamentos/suplementos contendo pancreatina foram
regulamentados, tais como Creon®, Pancreaze®, Pertzye®, Ultresa®, Zenpep®, que sdo
apresentados como capsulas de liberacdo retardada, e Viokace®, apresentado em forma de
comprimido revestido, sendo que alguns desses possuem varia¢des nas atividades enzimaticas
(FDA, 2004). Portanto, considerando as formulacgdes disponiveis, ainda ndo had no mercado um
medicamento/suplemento contendo pancreatina com liberagdo modificada por meio de

hidrogéis.

2.1.1 a-amilase

A o-amilase (EC 3.2.1.1.- numero de comissdo de enzimas) secretada pelo pancreas e
tem como fun¢@o hidrolisar ligagdes a-1,4-glicosidicas de amido, glicogénio, dentre outros
carboidratos, resultando em oligossacarideos de diversos tamanhos, como amilose, maltotriose,
maltose, etc, para que 0 organismo seja capaz de absorver esses nutrientes, agora, de menor
tamanho (LOTTERMANN, 2012). Esta enzima é uma proteina monomérica formada por
aproximadamente, 500 aminoéacidos, peso molecular em torno de 50 kDa. Apresenta atividade
Otima em pH 7,5 e possui 3 dominios em sua estrutura, sendo que seu sitio ativo esta localizado
entre os dominios A e B (FIGURA 1). Esta é uma proteina dependente de Ca*?, que por sua
vez, é responsavel por conferir estabilidade as estruturas terciérias e secundarias da molécula,
e ainda, funciona como ativador alostérico (WHITCOMB; LOWE, 2013).

Figura 1 — Representagéo da estrutura da a-amilase.

Dominio B Dominio A Dominio C

Fonte: Adaptado de LOTTERMANN (2012).
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2.1.2 Protease

Proteases sdo enzimas responsaveis pela clivagem de ligacdes peptidicas de substratos
proteicos (EDGINGTON; VERDOES; BOGYO, 2011). Também sdo conhecidas como
peptidases, podendo ser classificadas em endopeptidases (EC 3.4.11.19) quando iniciam o
processo de clivagem pelas regides N-terminal ou C-terminal das proteinas, formando pequenos
peptideos ou aminoacidos, e exopeptidases (EC 3.4.21.49), sendo que quando clivam as
ligacGes peptidicas proximas ao grupamento N-terminal, sdo denominadas aminopeptidases, e
quando clivam as ligagdes peptidicas préximas ao grupamento C-terminal, sdo denominadas
carboxipeptidase (RAO et al.,1998). Além disso, as proteases podem também ser classificadas
com base nos mecanismos cataliticos (BARRETT; RAWLINGS; WOESSNER, 2004). O
tripsinogénio, quimotripsinogénio e carboxipeptidades fazem parte das proteases produzidas
pelo pancreas, sendo as duas primeiras produzidas em suas formas inativas. O tripsinogénio é
produzido no pancreas e convertido em tripsina quando chega ao duodeno devido a acdo da
enteroquinase presente no suco gastrico. A tripsina apresenta como triade catalitica His, Asp,
Ser, e por sua vez, tem como funcgéo transformar o quimotripsinogénio em quimiotripsina capaz
de clivar o substrato depois de residuos aromaticos (RUHLMANN et al., 1973). A clivagem
depende da ligacdo dos residuos de aminoécidos do substrato aos subsitios da enzima ativa.

2.1.3 Lipase

A lipase pancreatica é responsavel por 70% da atividade lipolitica do organismo e é
secretada ja na sua forma ativa. Esta foi a primeira enzima lipolitica a ter sua estrutura
conhecida, apresenta peso molecular de 50 kDa, 449 aminoacidos e € formada por dois
dominios: N-terminal e C-terminal (FIGURA 2). O dominio N-terminal tem o sitio ativo
formado pela triade catalitica Ser, Asp, His. O lid é uma parte da estrutura da molécula da lipase
que cobre o sitio ativo, quando a estrutura esta em sua conformacéo fechada, e tem como funcéo
permitir o acesso do substrato ao sitio ativo. A presenca de sais biliares pode interferir na
interacdo enzima-substrato, com isso a lipase se complexa a colipase que facilita essa interacdo
(TILBEURGH et al., 1992).



22

Figura 2 — Representacdo das estruturas do complexo lipase pancreatica-colipase em conformacédo fechada (E)
e conformagéo aberta (E”).

dominio /lid fechado dominio /id aberto

/ ~colipase

dominio C-terminal

(E) (E")
Fonte: Adaptado de TILBEURGH et al. (1992).

A seguir serdo apresentadas algumas estratégias que auxiliam na melhoria da
estabilidade, e consequentemente, na eficiéncia das enzimas pancreéaticas em diferentes formas

farmacéuticas.

2.2 SISTEMAS DE LIBERACAO DE FARMACOS EMPREGADOS NAS FORMULACOES
DISPONIVEIS COMERCIALMENTE

Todos o0s suplementos, que contém pancreatina, se apresentam como formas
farmacéuticas de administracdo por via oral, 0 que implica na passagem pelo estbmago, local
extremamente acido, segundo Thoma e Bechtold (1999), e ainda, Wallace e Sharkey (2011), o
que é capaz de comprometer a atividade enzimatica parcial ou totalmente, de acordo com
Lennernas e Abrahamsson (2007), antes que estas alcancem o local de acdo que € o intestino.
Por isso, ndo adianta haver liberacdo de grandes quantidades de enzima se o pH do local de
liberacdo é capaz de inativa-las (ALOULOU et al., 2007; GUARNER et al., 1993).

Com isso, surgiu a necessidade de buscar novas estratégias que fossem capazes de
proporcionar maior estabilidade e eficiéncia enzimética, como os sistemas de liberagdo de
farmacos. Constituem esse sistema: os lipossomas, as bombas osmdticas, os sistemas
transdérmicos, os pro-farmacos, os sistemas matriciais poliméricos e 0s revestimentos entéricos
(LOPES; LOBO E COSTA, 2005). Metodologias que tem sido, amplamente, empregada na
protecdo de proteinas do meio gastrico e liberacdo em meio intestinal sdo o revestimento e a
encapsulagdo utilizando-se de materiais entéricos (THIMMA; TAMMISHETTI, 2001).
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2.2.1 Revestimento entérico: principal estratégia empregada pela industria farmacéutica

Revestimentos entéricos sdo excipientes aplicados sobre a superficie de formas
farmacéuticas orais, como comprimidos, capsulas e microesferas. Este tipo de revestimento tem
como fungdo impedir a liberacéo do ativo em meio &cido, devido a alguma incompatibilidade
apresentada entre ativo e meio que seja capaz de comprometer sua acao, e permitir a liberacao
apenas em meio basico, sendo entdo responsavel por uma liberacdo retardada do ativo
(BRASIL, 2010).

A necessidade de introduzir um revestimento entérico foi elucidada quando percebeu-
se que apenas uma pequena porcdo dessas enzimas era capaz de se manter integra apos passar
pelo meio gastrico (ALOULOU et al., 2007; DIMAGNO et al., 1977;). Isso porque em meio
acido e presenca de pepsina, grande parte das enzimas, principalmente as lipases, podem ser,
irreversivelmente, inativadas com uma significativa perda da atividade biol6gica
(VENKATWSH et al., 2014).

Alguns estudos relatam que a eficiéncia de microesferas com revestimento entérico se
sobressai em relacdo a comprimidos revestidos, uma vez que 0 menor tamanho permite que
estas se misturem aos alimentos com maior facilidade, de acordo com Aloulou et al. (2007) e
Stead et al. (1987), e por apresentarem maior superficie de contato proporcionam maior
homogeneidade, tanto da dissolucao do revestimento quanto da liberacdo enzimatica. O pH na
regido do duodeno é outro fator de grande importancia para determinar a velocidade de
liberacdo das enzimas contidas em microesferas com revestimento entérico. Isso porque, o pH
duodenal de individuos saudaveis apresenta-se préximo de 5,0 ap6s uma refeicdo, e em seguida,
este retorna para o pH de jejum, aproximadamente 6,0 (CARRIERE et al., 2005; DIMAGNO,
2001). Porém, pacientes que possuem distlrbios pancreaticos apresentam pH duodenal
menores, devido a reducdo de producéo e liberacdo de bicarbonato, conforme Kopelman et al.
(1988), e ainda, aumento do fluido gastrico (CARRIERE et al., 2005). Logo, microesferas
pancreatina devem chegar ao duodeno e jejuno dispersas no quimo e a dissolugcdo dos
revestimentos destas deve ocorrer prontamente, numa faixa de pH entre 5,0 e 5,5 para que a
liberacdo da pancreatina ocorra rapidamente (VENKATWSH et al., 2014).

De acordo com a metodologia geral do teste de dissolucdo presente na Farmacopéia
Brasileira (2010) e a United States Pharmacopoeia — USP 32 (2009), uma forma farmacéutica
de liberacdo retardada, deve ser capaz de preservar o ativo em meio acido por 2 h e liberd-lo no

meio intestinal, em no maximo 45 min. Logo, revestimentos que demoram mais de uma hora
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para se solubilizarem e liberar as enzimas resultam em sistemas ineficientes, uma vez que a
liberacdo ocorrerd no final do intestino delgado, de forma que ndo haverd tempo habil para
absorcéo dos produtos gerados (ALOULOQOU et al., 2007; GUARNER et al., 1993).

2.2.2 Encapsulagédo por meio de materiais entéricos

A encapsulacdo de biofarmacos de natureza proteica é uma ferramenta utilizada para
estabilizar e reduzir a inativacdo das proteinas, seja por distorcdo estrutural, influéncia de
temperatura ou pH e interagdo com solventes organicos, segundo Hanefeld, Gardossi e Magner
(2009), e ainda, Thimma e Tammishetti (2001), dai a importancia de se promover um
confinamento de enzimas, e consequentemente, aumentar a vida util destas (GUPTA, 1991).
Por se utilizar de técnicas simples e de baixo custo, e ainda, ser capaz de promover 0
confinamento a temperaturas proximas a ambiente, permitindo o controle da porosidade da
matriz e maior estabilidade mecanica, vem chamando atencdo do setor farmacéutico
(GILL, 2001).

O processo de encapsulacdo de agentes terapéuticos pode ocorrer de duas maneiras
distintas. A primeira € a encapsulacdo durante a formacdo do hidrogel, em que o farmaco é
adicionado a solucdo polimérica promovendo a retencdo deste durante o processo de reticulagédo
da matriz conforme Bhattarai, Gunn e Hang (2010), proporcionando uma liberacdo moderada
do material encapsulado, o que pode resultar num aprisionamento permanente, e
consequentemente, numa liberacdo incompleta (JAYAKUMAR, 2010). A outra forma de
encapsulacdo ocorre depois que a matriz do hidrogel ja foi formada, com isso a incorporacao
do farmaco acontece por meio da difusdo deste para o interior da matriz polimérica, ao submeter
o hidrogel formado a uma solucéo saturada do farmaco de interesse por um tempo adequado.
Este segundo método é capaz de promover uma liberacdo do farmaco de forma mais imediata
(BHATTARAI; GUN; ZHANG, 2010).

Porém, algumas desvantagens devem ser destacadas como, por exemplo, a possivel
inativacdo destas biomoléculas durante o procedimento de encapsulacéo, a alta concentracdo
destes agentes necessaria para garantir a encapsulacao, e ainda, os possiveis efeitos de difusao
(DE CASTRO et al., 2008; HANEFELD; GARDOSSI; MAGNER, 2009). A porosidade da
matriz polimérica é um fator determinante no tempo de retencdo e de liberagdo de moléculas

bioativas, assim como o pH, que esta diretamente ligado a solubilidade, liberag&o, estabilidade
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e compatibilidade (FERREIRA, 2002). A escolha do polimero que ir4 funcionar como veiculo
é de fundamental importancia, uma vez que este sera responsavel pelo aumento do tempo de
meia-vida do biofarmaco encapsulado, no entanto, uma ma escolha pode comprometer nao so

a estabilidade térmica, mas o desempenho global do sistema (MENDES et al., 2011).

2.2.2.1 Hidrogéis

O interesse por hidrogeéis, conhecidos como sistemas inteligentes, tem chamado a
atencdo da industria farmacéutica, por apresentarem diferentes comportamentos diante de
variacOes de temperatura e pH, e com isso promover uma liberacdo modificada de farmacos,
uma vez que as matrizes hidrofilicas podem ser carregadas com uma solucdo contendo o
principio ativo (HOFFMAN, 2002; QIU; PARK, 2012; SCHOENER; PEPPAS, 2013).

Apresentam-se como matrizes hidrofilicas verdadeiras ou coldides hidrofilicos e em
meio aquoso formam estruturas poliméricas tridimensionais por meio de ligacdes de natureza
fisica (como pontes de hidrogénio e forcas de Van der Waals) ou quimica (reacées),
responsaveis por dar forma, determinar a reticulacdo, e consequentemente, a mobilidade das
cadeias poliméricas (COLLETT; MORETON, 2005). O tipo de ligacdo que ocorre entre as
cadeias poliméricas determina se os hidrogéis formados sdo quimicos ou fisicos. A formacao
de hidrogel por meio de ligacdo covalente, o classifica como hidrogel quimico, enquanto
ligacGes do tipo pontes de hidrogénio, ligacdes idnicas ou interacbes hidrofdbicas, o classificam
como hidrogel fisico, uma vez que essas ligaches sdo consideradas reversiveis
(COIMBRA, 2010). InteracGes idnicas entre agentes reticulantes carregados positivamente e
polimeros carregados negativamente levam a formacdo de hidrogéis ionotropicos (figura 3),
processo considerado simples e que ndo necessita de agentes catalisadores, quando comparado
a reticulacdo por meio de interagdes covalentes (PEPAS, 1986; RANA et al., 2011). Como
agentes catalisadores apresentam toxicidade ao organismo, como por exemplo o glutaraldeido,
a utilizacdo de hidrogéis ionotropicos tem se destacado, devido a maior seguranca
proporcionada por sistemas obtidos em meios totalmente aquosos (RANA et al., 2011). Embora
Coimbra (2010) considere como desvantagem o fato de que os hidrogéis fisicos apresentem
propriedades mecanicas fracas, devido sua formagéo ocorrer por meio de ligacGes reversiveis e

facilitar a degradacéo, essa caracteristica pode ser promissora na aplicacéo destes em sistemas
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de liberacdo de farmacos. Vérios fatores influenciam na libera¢do do farmaco encapsulado,
como por exemplo, as propriedades fisico-quimicas do farmaco e do polimero, o0 meio de
liberacdo, e ainda, a interacao que ocorre entre farmaco, polimero e meio. Dai a importancia de
se analisar o grau de reticulacdo da rede polimérica, tamanho dos poros, morfologia, capacidade
de intumescimento, degradacdo da matriz polimérica e o melhor método para encapsulacéo do
ativo (COIMBRA, 2010).

Figura 3 — Representacéo da formacéo de hidrogéis fisicos ionotropicos por meio de polimero
aniénico.

o
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Hidrogel
ionotropico
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Fonte: HOFFMAN (2002).

2.2.2.1.1 Biopolimeros

Os polimeros naturais hidrofilicos, como os polissacarideos, tém sido amplamente
utilizados com a finalidade de promover a liberacdo modificada de farmacos e apresentam como
vantagens a biodegradabilidade, biocompatibilidade, nédo toxicidade e baixo custo
(LORENZO et al., 2013). Biopolimeros que apresentam a capacidade de alterar o
intumescimento de acordo com as condi¢cbes do meio em que estdo submetidos foram
selecionados para o desenvolvimento deste trabalho: o alginato, a k-carragenana e a pectina,
todos polimeros naturais classificados como polissacarideos de carater aniénico.

O alginato de sodio € um dos polimeros naturais mais utilizados por apresentar baixo
custo, facil obtencdo, ser biocompativel e biodegradavel, ndo ser toxico ao organismo, e ainda,

n&o precisa de solventes organicos para sua formagao, podendo ser obtido a baixas temperaturas
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sendo o hidrogel formado pelo processo de gelificacdo ionotrépica (FUNDUEANU et al., 1998;
SCHOUBBEN et al., 2010). Este polissacarideo é extraido de algas marrons, com estrutura
quimica formada por um polimero linear constituido por unidades de &cidos L-gulurdnico e
D-manurénico (GEORGE; ABRAHAM, 2006; TAPIA et al., 2004) (FIGURA 4). Apresenta
boa solubilidade em &gua, mas na presenca de ions divalentes, estes reagem com seus
grupamentos carboxilicos formando reticulagcfes idnicas, que resultam num gel com estrutura
de caixa de ovo conforme Dini, Islan e Castro (2014) (figura 5), e ainda, de boa estabilidade
(HAN et al., 2007). O hidrogel de alginato de célcio é um dos mais reportados na literatura,
sendo muito empregado na encapsulacdo de macromoléculas, a fim de proporcionar um
ambiente capaz de manter a integridade destas (SCHOUBBEN et al., 2010). Em geral, esse

material proporciona liberacdo rapida do material encapsulado (HAN et al., 2007).

Figura 4 — Representacdo da estrutura do alginato de sddio, formado por vérias unidades de
acido gulurdnico (G) e manurénico (M).
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Fonte: OTSUKA; NAGASAKI; KATAOKA (2000).

Figura 5 — Representacdo da estrutura do hidrogel de alginato-Ca formado
por reticulacGes idnicas, conhecida como “caixa de ovo”.

Fonte: KIM et al. (2008).
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As carragenanas vem sendo empregadas em diversos setores, como por exemplo,
alimenticio, farmacéutico, cosmético, etc (IMESON, 2000). Por apresentar boa compatibilidade
com outros excipientes, robustez e alta viscoeslasticidade, tem sido utilizada na compressao de
comprimidos, e ainda, na liberacdo controlada de farmacos (BHARDWAJ et al., 2000). A
K-carragenana € um polissacarideo extraido de algas marinhas vermelhas. Apresenta-se como
a carragenana mais abundante e possui um grupo sulfato para cada duas unidades de galactose
(FIGURA 6). Este grupo sulfato é responsavel pela elevada capacidade de retencdo de agua
(TAPIA et al., 2004).

Figura 6 — Representacdo estrutural da K-carragenana.

G4S DA
Fonte: CAMPO et al. (2009).

Segundo Pardonche (1985) a solubilidade das carragenanas em agua depende de fatores
como, a quantidade de grupos sulfato presentes e de sua associa¢do a cations, como sodio,
potéssio, calcio e magnésio, responsaveis por determinar a viscosidade do gel formado. Estas
apresentam-se insolUveis em solventes organicos, 6leos e gorduras. O processo de gelificacdo
da k-carragenana ocorre em duas etapas, hd uma modificacdo no enovelamento da hélice apds
o resfriamento, seguida da agregacdo de cations entre as hélices. Em geral, o potéssio, € o ion
que proporciona melhor gelificagdo em concentracfes menores, tanto de polimero quanto de
ions (FUNAMI et al., 2007). A viscosidade da carragenana pode ser influenciada, ndo so6 pela
alta concentracdo do polimero e presenca de ions, mas também pela temperatura (ANDERSON,
1968).

As pectinas pertencem a uma familia estruturalmente complexa de polissacarideos
presentes em vegetais e apresentam, em comum, residuos de acido D-galacturénico unidos por
uma liga¢do a-(1—4), em sua estrutura (figura 7), porém, ndo ha uma Unica estrutura bem
definida, sendo consideradas estruturas mais desordenadas do que a estrutura de caixa de ovo a
presentada pelo alginato. Sabe-se que durante o processamento da pectina ocorre a perda das

ramificacbes da cadeia, por isso, normalmente, é considerada como uma cadeia linear de
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residuos de &cido D-galacturdnico, em que os grupos carboxilicos encontram-se, parcialmente,
esterificados com o grupo metila, podendo o grau de metoxilacdo variar entre 30 e 80%
(BRACCINI; PEREZ, 2001).

Figura 7 — Representacdo da estrutura da pectina.
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Fonte: COIMBRA (2010).

Devido a propriedade de gelificagdo tem sido amplamente utilizada em diversas areas
como: alimenticia, cosmética, higiene pessoal e farmacéutica (ROLIN, 2002). Nesta tltima,
vem ganhando destaque nos sistemas de liberacdo modificada, uma vez que este polissacarideo
é resistente o pH estomacal e a enzimas presentes no trato gastrointestinal superior
(CHOURASIA; JAIN, 2004). O processo de gelificacdo para formacgdo de gel fisico deve
acontecer em meio acido e na presenca de ions divalentes ou de aglcares. Pectinas com altos
graus de esterificacdo formam gel em pH’s inferiores a 3,8, em presenca de solidos soluveis e
concentracdes acima de 55% (m/m) segundo Rolin (2002), devido a formacdo de pontes de
hidrogénio entre os radicais carboxilicos e alcoois, ou ainda por interacdes hidrofobicas entre
grupos metila (RINAUDO, 2009). Porém, hidrogéis s6 sdo passiveis de formacao a partir de
pectinas de baixo grau de esterificacdo, necessitando de valores de pH maiores que 3,0 e a
presenca de ions di ou trivalentes, sendo que na industria alimenticia e farmacéutica o ion mais
utilizado € o calcio. (PLASCHINA; BRAUDO; TOLSTOGUZOV, 1978; RINAUDO, 2009;
ROLIN, 2002). As pectinas apresentam-se estaveis numa faixa de pH que varia de 3 a 4, sendo
que em pH’s inferiores elas sofrem de-esterificacio e em pH’s superiores sofrem
despolimerizagdo, de forma que ao associar a elevagao da temperatura com valores de pH fora
da faixa de estabilidade, promove um aumento da velocidade de ambas as rea¢des (BRACCINI,
PEREZ, 2001; ROLIN, 2002). Conforme estudos realizados por Wei et al. (2006) altas

concentragdes de ions célcio presentes nas formulacdes influenciam negativamente na taxa de



30

liberacdo do farmaco encapsulado. Alguns estudos realizados com a encapsulagdo da insulina
em pectinatos de célcio revelaram que a liberagdo do bioativo ocorreu bem antes de chegar ao
colon, diferentemente do que era esperado (RUBINSTEIN; RADAI, 1995).

2.3 CREON®: FORMULACAO COMERCIALMENTE DISPONIVEL UTILIZADA COMO
MODELO

De acordo com informagdes fornecidas pelo fabricante do Creon® 10.000, Abbott
Labotatories GmbH, este suplemento possui 10.000 unidades de atividade enzimatica de lipase,
33.200 unidades de atividade enzimética de amilase e 37.500 unidades de atividade enzimatica
de protease, conforme a United States Pharmacopoeia. Na formulagio do Creon® estdo
presentes inimeros excipientes, apresentados no quadro 1. O medicamento se apresenta como
capsulas contendo minimicroesferas de pancreatina revestidas (figura 8), a fim de promover
uma protecdo das enzimas presentes na formulacdo, em meio gastrico, e libera-las apenas em

meio intestinal, em pH superiores a 5,5, como descrito pelo fabricante.

Quadro 1 — Excipientes presentes na formulagio do Creon® 10.000.

EXCIPIENTES FUNCOES

Agente solubilizante, estabilizante, surfactante néo idnico,

Macrogol intensificador de dissolugéo
Ftalato de hipromelose Agente de revestimento
Alcool cetilico Agente de revestimento, emulsificante e de endurecimento
Citrato de trietila Agente plastificante, solvente
Dimeticona Agente anti-espuma, emoliente e hidrofébico

. Agente de revestimento, formador de filme, gelificante, de
Gelatina

suspensdo, aglutinante, doador de viscosidade

Oxido de ferro anidro (111), 6xido de ferro

hidratado (111), 6xido de ferro (11, 111) Agente corante

Dioxido de titanio Agente de revestimento, opacificante e corante

Laurilsulfato de sodio Agente lubrificante

Fonte: Adequado de ROWE; SHESKEY; QUINN (2009).
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Nota: Quadro construido com base nas informagdes de Abbott Labotatories GmbH, sobre a composicdo da
formulagéo do Creon® 10.000.

Figura 8 — Embalagem externa do Creon® 10.000 e capsulas contendo minimicroesferas revestidas.

Fonte: Do autor.
Nota: Imagens obtidas da embalagem externa do Creon® 10.000 e suas respectivas capsulas,
ampliadas, contendo minimicroesferas revestidas.
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3 OBJETIVOS

A sequir serdo descritos 0s objetivos gerais e especificos que nortearam esse trabalho.

3.1 OBJETIVO GERAL

Preparar um material capaz de preservar atividade da pancreatina do contato como meio
acido, e ainda, libera-la em pH similar ao seu local de acéo, a fim de obter eficiéncia compativel
ou de melhor desempenho quando comparado a um produto disponivel comercialmente, que se

apresenta como minimicroesferas revestidas gastrorresistentes, o Creon®.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Preparar esferas de hidrogéis contendo pancreatina, a partir de diferentes polimeros
naturais.

b) Caracterizar 0s materiais obtidos por meio de andlise termogravimétrica,
infravermelho, grau de intumescimento e perfil de intumescimento.

c) Analisar a liberacdo do biofarmaco dos diferentes hidrogéis preparados, tanto no
pH estomacal quanto no pH intestinal, simulados.

d) Comparar a liberagdo de pancreatina do hidrogel de melhores resultados com a
liberagdo enzimatica de uma formulacio disponivel comercialmente, o Creon®,

quando submetidos as mesmas condicdes.
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4 MATERIAIS E METODOS

A seguir serdo apresentados os materiais, equipamentos e acessorios, e ainda, 0S

métodos empregados para a realizacdo deste trabalho.

4.1 MATERIAIS

Pancreatina 8 x USP (P7545) adquirida da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA).
Esta é uma formulacdo de enzima em p6 com atividades de lipase, protease e amilase de 16
U/mg, 200 U/mg e 200 U/mg de solido (informac&o técnica da Sigma-Aldrich). O sal de sodio
de &cido alginico (massa molecular: 120.000-190.000 g/mol e propor¢do de acido manurénico
para acido gulurdnico de 1.56), k-carragenana e pectina (grau de metilagdo de 30% e massa
molecular de 60.000-90.000 g / mol) adquiridos de Sigma-Aldrich, Walmon Commercial (Séo
Paulo, SP) e CPKelco (Limeira SP, Brasil), respectivamente. A Creon® 10.000 (10.000 U
lipase, 33.200 U a-amilase e 37.500 U protease) adquirido da Abbott Laboratories GmbH (Sé&o
Paulo, SP). Azocaseina, acido 3,5-dinitrosalicilico, palmitato de p-nitrofenol e tartarato de
sodio e potassio adquiridos da Sigma Aldrich, azeite de oliva (baixa acidez, Carbonell)
comprado no Supermercado Sdo Paulo em Alfenas-MG, acido tricloroacético, glicose, amido
soltvel, fenol, etanol, acetona, isopropanol, fenolftaleina foram adquiridos da Synth® e
metabissulfito de sodio, hidréxido de sodio, dodecil sulfato de sédio foram adquiridos da Vetec

Quimica. Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.

4.2 EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS

Centrifuga (Centribio), espectrometro de infravermelho NicoletiS50 FTIR
(ThermoScientic, USA) acoplado a PikeGladiATRTechinologies, termobalanga (modelo
TG/DTAT7300, Sl Nano Technology, Japan), espectrofotdmetro UV-Vis (Shimadzu UV1800),
balanca analitica (AY220 Shimadzu), microscépio eletrdnico Hitachi Analytical Table Top

(Tarrytown, NY, USA) modelo TM3000, shaker orbital com aquecimento (Marconi), agitador
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magnético (Fisatom - mod.751), agitador magnético com aquecimento (Nova Etica—mod.114),
pipetador automatico, micropipetas, banho termostatico (Cientec — mod. CT226), pHmetro (MS
Tecnopon instrumentacdo — mPA210), bomba a vacuo (Cientec — mod. 618), cadinhos de
aluminio, cubetas de vidro de 1 cm de caminho ético, vidrarias, seringas, agulhas, placas de

petri, papel absorvente, geladeira, eppendorfs, computador.

4.3 PREPARO DOS HIDROGEIS

Inicialmente, os hidrogéis foram preparados a partir de uma solucdo polimérica
submetida a banho de glicerina de aproximadamente 60 °C, até total solubilizacao. Esta solugédo
foi resfriada a temperatura ambiente e vertida em uma bureta. Em um béquer foi colocada uma
solucgéo salina com uma carga conhecida de pancreatina, sob agitacdo, em que foi gotejada a
solucdo presente na bureta. Apds a formacao das esferas de hidrogéis, estes permaneceram sob
agitacdo por 30 min. Os hidrogéis obtidos foram separados da solucéo salina por meio de uma
bomba de filtragdo a vacuo, e posteriormente, transferidos para placas de Petri para secagem
em geladeira a 4 °C, até obtencdo de massa constante. Foram preparados hidrogéis controle em
que a solucdo salina ndo possuia carga enzimatica. Para isso foi necessario realizar um estudo
das concentracOes das solucdes poliméricas e respectivas solugcdes salinas a serem empregadas

no preparo dos hidrogéis, apresentado na tabela 1.

Tabela 1 — Estudo das concentragfes de solugdes poliméricas e salinas empregadas no preparo
dos hidrogéis de alginato e carragenana, em meio aquoso.
Concentracéo das solugdes % (m/v)

Solucgéo polimérica de alginato 0,5 15 2,5 - -

Solucao salina de CaCl2 2,0 2,0 2,0 - -
Solucgéo polimérica de carragenana 1,5 1,5 1,5 2,0 2,2
Solucgéo salina de KCI 0,55 0,75 1,5 1,5 1,2

Fonte: Do autor.

Devido a problemas detectados no preparo dos hidrogéis a metodologia empregada foi
modificada. Para isso, tanto as solugcdes polimericas quanto as solugdes enzimaticas foram
preparadas em meio tamponado e um novo estudo das concentra¢Bes poliméricas e salinas foi

realizado, como apresentado da tabela 2. Todos os hidrogéis foram preparados em triplicata.
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Tabela 2 — Estudo das concentracdes de solucdes poliméricas e salinas empregadas no
preparo dos hidrogéis em meio tamponado.

Concentracéo das solucdes % (m/v)

Solucéo polimérica de alginato 15 3,0*
Solucéo salina de CaCl: 0,375 0,75* -
Solucgéo polimérica de carragenana 2,0 1,75*
Solucéo salina de KCI 15 4,5* -
Solucéo polimérica de pectina 15 1,5 3,0
Solucéo salina de CaCl2 0,375 0,5 0,75*

Fonte: Do autor.
Nota: Concentracdes de solucdo polimérica e solugdo salina empregadas no preparo do
hidrogel, descrito e caracterizado.

O preparo dos hidrogeéis de alginato e pectina foi realizado com base nos estudos de
Bhushan, Parshad e Qazi (2008) e Dini, Islan e Castro (2014), respectivamente. As solucgdes
poliméricas foram preparadas a partir de 25,00 mL de uma solucdo do biopolimero a 6% (m/v)
em tampdo 50 mM Tris/HCI pH 7,5, incubado em banho de glicerina a 60 °C sob agitacdo, até
completa solubilizacdo. Em seguida, as solu¢des foram resfriadas até temperatura ambiente.
Uma solucdo enzimatica foi preparada pela da adicdo de 0,5 g de pancreatina em 25,00 mL de
tampdo 50 mM Tris/HCI pH 7,5, agitada em vortex por 10 min e centrifugada por 30 min.
Homogeneizou-se a solu¢do de biopolimero com a solucdo enzimatica (obtendo volume total
de 50,00 mL), transferiu-se essa mistura para uma seringa (20,00 mL) que foi utilizada para
formacdo dos hidrogéis carregados por meio do gotejamento das solucbes poliméricas
carregadas em 50,00 mL de solucdo aquosa de CaCl, 0,75% (m/v), sob agitagdo. Apds 30 min
em contato com a solucdo salina, ainda sob agitacdo, as esferas foram drenadas por meio de um
funil de Buchner sob vacuo, e posteriormente, secas em geladeira, até obtencdo de massa
constante (periodo de aproximadamente duas semanas). Para obtencdo dos hidrogeis controle,
a solucdo enzimaética foi substituida por solu¢éo tamp&o 50 mM Tris/HCI pH 7,5. Tanto para
os hidrogeis controles quanto carregados, foram utilizados 49,00 mL de solucGes poliméricas
(controle ou carregada) e apos a drenagem dos hidrogeis foram obtidos 49,00 mL de solucéo
salina.

Quanto ao preparo do hidrogel de carragenana, o procedimento adotado foi baseado
num trabalho realizado com a encapsulacdo de azul de metileno, por meio da k-carragenana,

que demonstrou que a eficiéncia de encapsulacdo dobrava com o aumento da concentracao de
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polimero de 1 para 4% (m/v) (DANIEL-DA-SILVA et al., 2011). Uma solucao de carragenana
foi preparada a partir de 25,00 mL de uma solugdo do biopolimero a 3,5% (m/v) em tampé&o
50 mM Tris/HCI pH 7,5, incubado em banho de glicerina a 60 °C sob agitacdo, até completa
solubilizacdo. A solucéo foi resfriada até 40 °C. Uma solucdo enzimatica foi preparada pela
adicéo de 0,5 g de pancreatina em 25,00 mL de tamp&o Tris/HCI 50 mM pH 7,5, agitada em
vortex por 10 min e centrifugada por 30 min. Misturou-se a solucdo de biopolimero com
25,00 mL de tampéo 50 mM Tris/HCI pH 7,5, para produzir o hidrogel controle (sem a enzima),
e ainda, misturou-se 25,00 mL da solucéo do biopolimero a 25,00 mL de solucdo enzimatica,
para produzir o hidrogel carregado. Ambas as porgOes foram transferidas uma para cada
seringa. As esferas de hidrogel foram formadas por meio do gotejamento das solugdes contidas
nas seringas, sendo que para cada seringa foram utilizados 50,00 mL de solucdo aquosa de
KCI 4,5% (m/v), sob agitacdo. Apos 30 min em contato com a solucdo salina, ainda sob
agitacdo, as esferas foram drenadas por meio de um funil de bichner sob vécuo, e
posteriormente, secas em geladeira, até obtencdo de massa constante. No processo de
preparacdo dos hidrogéis controle e carregados foram utilizados, efetivamente, 49,00 mL de
solucdo polimérica. Apds a drenagem do hidrogel controle e carregado foram obtidos 49,00 mL
da solugéo salina.

Durante o preparo dos hidrogéis foram realizadas coletas das solucBes enzimaéticas
preparadas e das solugdes salinas obtidas ao final do processo para analises posteriores de
eficiéncia de encapsulacdo. Essas amostras permaneceram em geladeira tempo suficiente para
produzir todos os hidrogéis. Apos a obtencdo de massas constantes, devido ao processo de
secagem, os hidrogéis foram pesados e as massas finais obtidas anotadas a fim de obter as
atividades enzimaticas por mg de hidrogel produzido.

4.4 CARACTERIZACAO DOS HIDROGEIS

A fim de caracterizar os materiais obtidos foram realizadas analise termogravimeétrica,
infravermelho e microscopia eletronica de varredura dos hidrogéis controle de alginato,
carragenana e pectina, e ainda, dos respectivos hidrogeis carregados com pancreatina. Também
foram avaliadas a eficiéncia de encapsulacao dos hidrogéis obtidos, analisando separadamente
as atividades das enzimas presentes, assim como, o grau de intumescimento e o perfil de

intumescimento destes.
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4.4.1 Analise Termogravimétrica

Analise termogravimétrica foi utilizada para caracterizar os materiais obtidos com base
nos estudos realizados por Martins et al. (2012). Para isso, utilizou-se uma termobalanca, em
que foram pesados, aproximadamente 3 mg de amostra, em cadinhos de aluminio, aquecidas a
uma taxa constante de 10 °C/min, de 30 até 500 °C, sob atmosfera de nitrogénio.

A calibracdo do equipamento foi realizada conforme descrito na Farmacopéia Brasileira
(2010), sendo que a calibracdo da massa para o equipamento foi realizada com padrdo de
oxalato de célcio monoidratado, enquanto a temperatura foi calibrada com padréo de indium
metalico, numa razdo de aquecimento de 10 °C/min, em atmosfera de nitrogénio num fluxo de
50 mL/min, até 600 °C.

4.4.3 Espectroscopia de Infravermelho

Os espectros foram obtidos usando a técnica de espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier com refletancia total atenuada (FTIR-ATR). Os espectros foram
registados a 64 varreduras e a uma resolucio de 4 cm™, entre os nimeros de onda de 4000 e

400 cm, com base nos estudos realizados por Martins et al. (2012).

4.4.4 Microscopia Eletronica de varredura

As imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram obtidas por meio de
um microscépio eletrdnico de marca Hitachi Analytical Table Top (Tarrytown, NY, USA),
modelo TM3000, utilizando uma aceleracdo de tenséo de 15 kV e aumento de 50x. Para a
realizacéo da analise as amostras foram colocadas numa fita dupla face, de carbono, porém nao
foi realizado nenhum tipo de tratamento prévio. Logo, as amostras foram analisadas da maneira

que se apresentaram apds o processo de secagem.
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4.4.5 Eficiéncia de Encapsulacdo dos Hidrogéis

Durante o processo de preparo dos hidrogéis, foram coletadas aliquotas de 2,00 mL da
solucdo tampdo, utilizada na preparacdo da solucéo enzimatica; 2,00 mL da solugdo enzimatica;
2,00 mL do sobrenadante obtido ap6s a formacéao do hidrogel sem a enzima, e ainda, 2,00 mL
do sobrenadante obtido ap6s a formacéao do hidrogel contendo a enzima, que foram colocados
em eppendorfs e mantidos em geladeira a fim de analisar a atividade de cada enzima e avaliar
a eficiéncia de encapsulacdo de cada um dos hidrogéis obtidos. Para isso, as atividades obtidas
a partir da solucdo enzimatica, considerando o volume total de cada solucdo polimérica
empregada no preparo de cada um dos hidrogéis foi considerada 100%. Foram ainda, obtidas
atividades das enzimas que permaneceram na solucdo salina apos o processo de preparo dos
hidrogéis. Logo, a diferenca das atividades obtidas nos forneceu a eficiéncia de encapsulacdo

de cada uma das enzimas encapsuladas.

4.45.1 a-amilase

O teste de atividade da a-amilase tem como principio a hidrolise do amido pela enzima,
levando a formacdo de moléculas de glicose, que atuam como agentes redutores do &cido
3,5-dinitrosalicilico em &cido 3-amino-5-nitrosalicilico (figura 9), um reagente cromogénico,
que proporciona coloragédo que varia do amarelo ao marrom. A reacdo foi parada utilizando-se
de imersdo em banho de gelo. A atividade amilolitica foi definida como a quantidade de enzima

necessaria para liberar 1 pumol de acUcares redutores por mL por min.

Figura 9 — Representa¢do da reagdo de reducéo do &cido 3,5-dinitrosalicilico em &cido 3-amino-5-nitrosalicilico.

8] OH o OH

OH OH

Condigtes alcalinas
0:N NO: Aquecimento 0:N MNHz

Fonte: VASCONCELOS; PINTO; ARAGAO (2013).
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Com base no método apresentado pela Anvisa (2012) e por Miller (1959), com algumas
modificaces, foi construida uma curva analitica de diferentes concentracdes de glicose (a fim
de obter uma faixa de trabalho de 1,85 a 22,20 umol/mL) a partir de variados volumes de uma
solucéo de glicose 1% (m/v) e variados volumes de solucdo tampdo Tris/HCI 50 mM pH 7,0,

conforme mostrado na tabela 3.

Tabela 3 — Diferentes volumes de solucdo de glicose e de solucdo tampdo, e ainda, as
concentracdes da solucdo de glicose empregadas na construgdo da curva
analitica para avaliar a atividade da a-amilase.

Tub Volume da solucao de Volume de Concentracdo final de
ubo
glicose 1%(m/v) (uL) tampao (uL) glicose (umol/mL)

0 0 600 0

1 20 580 1,85

2 60 540 5,55

3 120 480 11,10

4 180 420 16,65

5 240 360 22,20

Fonte: Do autor.

Adicionou-se 1,50 mL de uma solugcdo contendo &cido 3,5-dinitrosalicilico
0,74% (m/v). Os tubos foram submetidos a fervura por 5 min, e posteriormente, resfriados em
banho de gelo. A cada tubo foram adicionados 15,00 mL de agua destilada. A leitura
espectrofotométrica foi realizada em 550 nm, utilizando uma cubeta de vidro de caminho 6ptico
de 1 cm. A curva analitica foi construida a partir de valores obtidos em triplicata.

Para a analise das amostras, utilizou-se 300 pL de uma solucao tampéo 50 mM Tris/HCI
pH 7,0, 200 pL de uma solucdo de amido soltuvel 1% (m/v) e 100 uL de amostra, para cada
tubo de ensaio. A reacdo foi realizada em banho termostatico a 37 °C durante 30 min.
Adicionou-se, 1,50 mL de uma solugdo contendo &cido 3,5-dinitrosalicilico 0,74% (m/v). Os
tubos foram submetidos a fervura por 5 minutos, e posteriormente, resfriados em banho de gelo,
sendo que, a cada tubo foram adicionados 15,00 mL de agua destilada. A leitura
espectrofotométrica foi realizada em 550 nm. Todas as amostras foram analisadas em triplicata.

As absorbéancias (Abs) obtidas foram inseridas na eq.1, e posteriormente, corrigida conforme a

eq.2:
Abs+0,0012 1
C (umol.mL?) = ——— (eq.1)
0,0281
C+10xfd eq.2
U.mL‘l.min‘lz—f (eq.2)

30
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4.4.4.2 Protease

O teste de atividade da protease utilizou-se de uma solucdo de azocaseina, um substrato
cromogénico, que ao ser hidrolisado forma um produto de coloracdo amarelada. O reagente de
parada de reacdo utilizado é uma solugdo de &cido tricloroacético, responsavel por precipitar
proteinas remanescentes no meio. De acordo com a metodologia apresentada pela Anvisa
(2012) e Charney e Tomarelli (1947), ap6s adequacdes, foi construida uma curva analitica a
partir de 400 pL de tampéo Tris/HCI 50 mM pH 7,5, com 200 pL de uma solucéo de azocaseina
2% (m/v). Adicionou-se diferentes concentragdes de uma solugdo estoque de pancreatina a
100 U/mL, a fim de se obter concentracGes de 5, 10, 30, 60 e 90 U/mL. A reacdo ocorreu em
banho termostatico a 37 °C durante 15 min. Adicionou-se 1,60 mL de uma solucdo de &cido
tricloroacético 20% (m/v) e os tubos foram centrifugados por 30 min. O sobrenadante foi
recolhido para analise em triplicata usando espectrofotdmetro a 400 nm em cubetas de vidro de
1 cm de caminho optico.

Nestes testes foram utilizados 200 puL de amostra que foram submetidas a0 mesmo
tratamento realizado para a construcdo da curva analitica. Toda a analise foi realizada em
triplicata. As absorbancias (Abs) obtidas foram inseridas na eq.3, e posteriormente, corrigida
conforme a eq.4:

Abs—0,0202 3

C(umLy =2 (¢03)
0,0085

Cx10xfd eq.4

U.mL‘l.min‘lzl—S (eq4)

4.4.4.3 Lipase

Inicialmente, a ideia foi analisar todas as enzimas por métodos espectrofotométricos,
porém, devido a alguns problemas, optou-se pela utilizacdo de um método titulométrico. Por
isso, diferentes métodos para avaliar a atividade da lipase foram testados e encontram-se

descritos a sequir.
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4.4.4.3.1 Hidrolise de palmitato de p-nitrofenila

Este método tem como principio a analise espectrofotométrica do produto obtido a partir
da reacdo de hidrélise do palmitato de p-nitrofenila (pNPP). O produto formado (p-nitrofenol)
foi quantificado espectrofotometricamente a 410 nm. Inicialmente, utilizou-se 2,00 mL de
tampdo 50 mM Tris/HCI pH 8,0, 75 pL de solucdo de pNPP 20 mM (solubilizado em
isopropanol) e 1,00 mL de amostra. A reacdo ocorreu em banho termostatico a 37 °C durante
15 min. Adicionou-se 1,00 mL de dodecil sulfato de sédio (SDS) 0,05% (m/v), método utilizado
por Terra et al. (2016).

Em seguida, testou-se o método de Kanwar et al. (2005) com adequaces, em que foram
utilizados: 326 pL de solucdo de p-NPP 20 mM, 100 puL de amostra, 2,25 mL de tampao
Tris/HCI 50 mM pH 8,0. A reacdo ocorreu em banho termostatico a 45 °C, por 20 min.
Adicionou-se 1,00 mL da mistura acetona/etanol (1:1 (v/v)). As amostras foram colocadas em

congelador overnight, centrifugadas e conduzidas para avaliacdo em espectrofotdmetro.

4.4.4.3.2 Hidrélise do azeite de oliva emulsificado

Este teste de atividade da lipase tem como principio uma titulacdo direta de acidos
graxos formados a partir da hidrolise de moléculas de triacilgliceréis, provenientes do azeite, 0
substrato da reacdo, método recomendado por Soares et al. (1999) e pela USP 32 (2009),
utilizado a partir de algumas adequacdes. O reagente de parada da reacdo foi uma mistura de
acetona/etanol (1:1 (v/v)), a fim de precipitar a proteina. A neutralizacdo dos acidos graxos
produzidos ocorre pelo volume conhecido de uma solucdo de hidréxido de sodio
30 mM, previamente padronizada. Além disso, também foram adicionadas gotas de
fenolftaleina, que funciona como indicador, proporcionando a visualizagdo do ponto de
equivaléncia. Para a realizacdo do teste, foi preparada uma emulsdo contendo 25 g de 6leo de
oliva, 2,25 g de goma arabica e 75,00 mL de agua destilada. Esta emulséo foi homogeneizada
e mantida a 37 °C em shaker rotativo a 200 rpm por 20 min. Também foram colocados no
shaker, os erlenmeyers a serem utilizados, a solu¢do tampéo fosfato de sédio 100 mM pH 8,0,
e as amostras. Inicialmente, foi preparado um controle, a partir de 5 g de emulséo e 5,00 mL de

tampéo fosfato de sédio 100 mM pH 8,0. Essa mistura permaneceu no shaker por 5 min, e
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posteriormente, foram adicionados 10,00 mL da mistura acetona/etanol. Adicionaram-se
3 gotas de fenolftaleina e titulou-se com uma solucéo de hidroxido de s6dio 30 mM. Os volumes
finais obtidos foram anotados para calculos posteriores. Para as amostras, foram colocados 5 g
de emulsdo, 4,90 mL de tampéo e 0,10 mL de amostra. Essas misturas foram submetidas ao
mesmo procedimento descrito para o controle. Os volumes finais da solucdo de hidroxido de
sodio foram anotados para calculos posteriores. Tanto o controle quanto as amostras foram

analisados em triplicata. A atividade da lipase foi calculada pela seguinte formula (eq.5):

(Vol. amostra—Vol.med.controle)*M NaOH*1000 (eq.5)
(txVamostra)

U/mL.min =

Vol. amostra = volume de NaOH consumido pela amostra (mL)

Vol. med. controle = média do volume de NaOH consumido pelo controle (mL)
M naoH = molaridade da solugdo de NaOH (mol/L)

t = tempo de reacdo (min)

V amostra = volume da amostra utilizada na reacdo (mL)
4.4.5 Grau de Intumescimento dos Hidrogéis

A andlise do grau de intumescimento (GI) dos hidrogéis foi realizada com base no
trabalho de Lee e Bae (2015), em que foram utilizados 50 mg de cada hidrogel em diferentes
tipos de meio: fluido géastrico simulado (solucdo HCI 100 mM pH=1,2), fluido intestinal
simulado (solu¢do tampdo fosfato de sédio 100 mM pH=5,5) e agua destilada (pH=7,2), em
temperatura de 37 °C e 200 rpm de agitacao, sendo as massas monitoradas no tempo zero e apés
duas horas. Para realizar a pesagem dos hidrogéis utilizou-se papel absorvente para remover
residuos dos meios que permaneceram nas superficies destes. Todos os testes foram realizados
em triplicata e o Gl foi calculado pela eq.6 (GUPTA; JABRAIL, 2006):

mtf—mto

Gl = ) x 100% (eq.6)

mto

GI = grau de intumescimento
mgs= massa hidrogel apos 2h
m;, = massa hidrogel no tempo zero
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4.4.6 Perfil de Intumescimento dos Hidrogéis

Um perfil de intumescimento (PI) foi construido a partir da metodologia empregada por
Dini, Islan e Castro (2014), em que foram colocados 200 mg de cada um dos hidrogéis
preparados em 100,00 mL de fluido gastrico simulado, a 37 °C e 200 rpm, sendo as massas
pesadas nos tempos 15, 30, 60, 90, 120 min. Apds duas horas, esses hidrogéis foram retirados
do fluido gastrico simulado e monitorados por mais uma hora, a cada 10 min, em fluido
intestinal simulado. Antes da pesagem das massas o0s hidrogéis foram secos em papel
absorvente. Todos os testes foram realizados em triplicata.

4.4.7 Estudos de Liberacao da Pancreatina

O estudo de liberacdo da pancreatina encapsulada em diferentes hidrogéis foi realizado
a partir de adequacdes da metodologia empregada por Dini, Islan e Castro (2014) e pelo método
geral do teste de dissolugdo fornecido tanto pela Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2010)
quanto pela USP 32 (2009), em que foram colocados 200 mg de cada um dos hidrogéis
preparados em 100,00 mL de meio gastrico simulado, a 37 °C e 200 rpm, sendo coletadas
aliquotas de 2 mL, com subsequente reposi¢do do meio, nos tempos 15, 30, 60, 90 e 120 min.
Ap0s duas horas em fluido gastrico simulado este foi retirado e os hidrogéis foram monitorados
por mais uma hora em fluido intestinal simulado, com coletas de aliquotas de 2 mL, a cada
10 min, também com reposicdo do meio. As atividades das enzimas foram analisadas,
separadamente, para cada aliquota coletada conforme os testes de atividades apresentados
anteriormente. Todos os testes foram realizados em triplicata.

Também foi avaliada a liberagéo de uma formulagéo disponivel no mercado, o Creon®,
sendo este submetido ao mesmo tratamento utilizado para os hidrogéis. Para isso, foram pesadas
massas de 200 mg de esferas revestidas do Creon® e colocadas em 100,00 mL de fluido gastrico
simulado, a 37 °C e 200 rpm, sendo coletadas aliquotas de 2 mL, com subsequente reposicdo
do meio, nos tempos 15, 30, 60, 90 e 120 min. Apos duas horas em fluido gastrico simulado
este foi retirado e os hidrogéis foram monitorados por mais uma hora em fluido intestinal

simulado, com coletas de aliquotas de 2 mL, a cada 10 min, também com reposi¢do do novo
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meio. As atividades das enzimas foram analisadas separadamente em cada aliquota coletada
conforme os testes de atividades ja apresentados. Todos os testes foram realizados em triplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo serdo apresentados os resultados obtidos no processo de preparo e
caracterizagdo dos hidrogéis, e ainda, nos estudos de liberacdo retardada da pancreatina contida

nos hidrogéis e na formulacdo comercialmente disponivel no mercado.

5.1 PREPARO DOS HIDROGEIS

Inicialmente, foi realizado um estudo a fim de descobrir as melhores concentracfes das
solucBes poliméricas e salinas para a preparacdo dos hidrogéis. As solucdes poliméricas foram
preparadas com agua destilada e a carga de pancreatina foi adicionada as solucGes salinas.
Durante o processo de preparo dos hidrogéis em solucdo aquosa, foi possivel observar que
utilizando solugbes de concentragcdo de 0,5% (m/v) de polimero e 2,0% (m/v) de CaClz ndo
houve a formacao de hidrogel, entretanto, a partir de solucgdes de 1,5 e 2,5% (m/v) de alginato
e 2,0% (m/v) de CaCl: percebeu-se que o aumento da concentracdo de polimero resultou na
formacdo de esferas que se apresentaram mais rigidas e homogéneas a medida que a
concentracdo da solucdo polimérica foi aumentada. Tentou-se ainda, promover a formacao de
esferas de alginato com uma concentracdo minima de solucéo salina, a fim de que sua presenca
interferisse 0 minimo possivel na atividade enzimatica. Porém, durante o desenvolvimento
desta metodologia foi possivel perceber que houve a precipitacao das proteinas em meio salino,
como apresentado na figura 10, confirmados por meio de testes espectrofotométricos
preliminares, de forma que o contato direto com a solucdo salina promoveu a inativacdo de
cerca de 76% de todas as enzimas. Essa precipitacdo se deve ao efeito de forca ibnica presente
no sistema, chamado salting out, que implica na tendéncia que as moléculas de agua tém em
solvatar, preferencialmente, os ions o que resulta no aumento das intera¢fes entre as moléculas
proteicas.

Por isso, a fim de evitar o contato direto da solucéo salina com as enzimas e proporcionar
maior estabilidade, foram realizadas modificacdes na metodologia de preparo dos hidrogéis, de
forma que as solucBes poliméricas e enzimaticas passaram a ser preparadas utilizando-se de
solucéo tamp&o 50 mM Tris/HCI pH 7,5. Assim, a solucdo polimérica passou a ser carregada

com a solucao enzimatica, o que requereu um novo estudo a fim de adequar as concentracoes
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das solucdes poliméricas e salinas a essa nova condigdo. Com isso, observou-se a necessidade
de aumentar da concentracdo da solucao polimérica, uma vez que a presenca de sais, da solugéo
tampdo, aumentou a forca idnica do sistema levando a modificacdo da solubilidade das
moléculas dos biopolimeros em solucdo, ja que estas também apresentam cargas. Como a
quantidade de sal proveniente da solugdo tampdo é pequena, 0s ions presentes em meio aquoso
interagem com as moléculas dos biopolimeros, diminuindo a interacdo existente entre elas, e
consequentemente, aumentam sua solubilidade, o que é desfavoravel para a formacdo de
reticulacdo. O aumento da concentracdo do polimero promoveu um aumento da interagéo entre
as moléculas, proporcionando maior reticulacdo ao hidrogel (TOME et al., 2013). Nessa nova
metodologia houve, também, a troca da utilizacdo de buretas por seringas, uma vez que a
carragenana apresentou alta viscosidade durante o processo de aquecimento e resfriamento, o
gue levou ao entupimento das buretas; logo a utilizacdo de seringas teve como objetivo
contribuir com o fator pressao que passou a ser aplicado sobre o sistema, e ainda, proporcionar

um maior aproveitamento das solucdes poliméricas no processo de preparo de hidrogéis.

Figura 10 — Fotografia da precipitacdo das proteinas em presenca de solucéo salina.

Fonte: Do autor

De acordo com o estudo realizado por Bhushan, Parshad e Qazi (2008) lipases de
Arthrobacter sp. foram encapsuladas em hidrogel de alginato-Ca em diferentes concentragdes

de polimero, com o objetivo de comparar a estabilidade destas com enzimas livres, em
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diferentes pH’s, temperaturas e tempo de estocagem. Para isso, foram obtidos hidrogeis em
concentragdes que variavam entre 0,5 e 2,5% (m/v) de alginato, em meio aquoso, de forma que
0 hidrogel que proporcionou maior atividade a lipase encapsulada foi produzido com
1,5% (m/v) de polimero. Concentracdes maiores de biopolimero levaram a diminuicdo da
atividade da lipase devido a maior interacéo entre as cadeias do polimero que permitiu produzir
um material mais reticulado. Entretanto, uma dréstica reducéo do tamanho de poros do material
dificultou a acessibilidade ao substrato devido a dificuldade de permeacédo das enzimas.

De forma analoga a solucao polimérica da carragenana foi preparada em agua destilada,
e posteriormente, passou a ser preparada em solugdo tampao 50 mM Tris/HCI pH 7,5, buscando
maior estabilidade para as enzimas presentes na formulacdo da pancreatina. Os hidrogéis
obtidos em solucdo aquosa, com 1,5% (m/v) de carragenana e 0,55% e 0,75% (m/v) de KClI,
formaram esferas pouco resistentes. Mantendo-se a concentracdo de polimero e aumentando a
concentracéo de aglutinante para 1,5% (m/v) foram produzidas esferas achatadas, que durante
a secagem ainda sofriam deformacéo. Estes resultados poderiam ser explicados pelas baixas
interacdes intermoleculares entre cadeias adjacentes do polimero que levou a obtencao de géis
com baixa resisténcia mecanica. Somente com concentracdo de 2,2% (m/v) de solucdo
polimérica e 1,2% (m/v) de solucdo de KCI foi possivel obter um hidrogel esférico e rigido.
Porém, a obtencdo de esferas de carragenana em meio tamponado requereu um aumento da
concentracdo de polimero e também da solugdo salina, de forma que as concentracdes que
possibilitaram a formacdo de esferas rigidas foi de 3,5% e 4,5% (m/v) de solucdo de
carragenana e KCI, respectivamente. A concentracdo de 3,5% (m/v) empregada no preparo
destes hidrogéis foi a maxima concentracdo de carragenana possivel de solubilizar em solucéo
tampéo 50 mM Tris/HCI pH 7,5.

Os hidrogéis de pectina foram preparados, apenas, em meio tamponado, uma vez que
durante os estudos de concentracdo de solucBes poliméricas e salinas para o preparo de
hidrogéis, em meio aquoso, o biopolimero adequado, ou seja, de baixo grau de esterificacéo,
ainda n&o tinha sido adquirido. Com isso, foram preparados hidrogeis com 1,5 % (m/v) de
solugéo de pectina e 0,375% e 0,5% (m/v) de solucéo de CaCly, que formaram esferas muito
frageis mecanicamente. Aumentando a concentracdo de polimero para 3,0% (m/v) e
0,75% (m/v) de aglutinante foi possivel preparar esferas mais homogéneas e resistentes. Estas
concentragOes foram as mesmas adotadas para o hidrogel de alginato.

Durante o preparo dos hidrogeis, as solu¢es poliméricas de alginato e pectina foram
resfriadas até temperatura ambiente para que houvesse a homogeneizacdo destas com as

respectivas solugdes enzimaticas, porém, as solucdes poliméricas de carragenana foram
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resfriadas até a temperatura de 40 °C, uma vez que o resfriamento a temperatura ambiente levou
ao aumento da viscosidade da solugdo até sua gelificacdo, o que comprometeu o preparo dos
hidrogéis devido ao entupimento das agulhas das seringas.

Figura 11 — Fotografia dos hidrogéis preparados, apds a secagem.

Fonte: Do autor.

5.2 CARACTERIZACAO DOS HIDROGEIS

Os hidrogéis, controle e carregado, dos diferentes polimeros foram caracterizados por
meio da andlise termogravimétrica, infravermelho e microscopia eletrénica de varredura.
Também foram avaliadas a eficiéncia de encapsulacdo dos hidrogeéis obtidos, analisando
separadamente as atividades das enzimas presentes, assim como, o grau de intumescimento e 0
perfil de intumescimento destes.

5.2.1 Andlise Termogravimétrica

Para a realizacdo da andlise termogravimétrica foram utilizadas esferas secas dos
diferentes hidrogéis, tanto controle quanto carregado. De acordo com estudos realizados por
Paula et al. (2010), as esferas de hidrogel de alginato (HA) possuem trés etapas de degradacao,

sendo a perda de agua, seguida da formacdo de carbonatos e depois a carbonizacgdo das cadeias
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poliméricas. Como as analises foram realizadas até 500 °C n&o foi possivel observar a concluséo
da Gltima etapa descrita. Os dados obtidos apresentaram uma reducéo de massa de 10,6%, por
perda de agua, na faixa de 70 a 133 °C, e aproximadamente 36,6% préximo de 253 °C. O
hidrogel de alginato carregado exibiu um perfil bem parecido ao do hidrogel controle,
apresentando perdas de massas bem proximas em faixas de temperatura muito semelhantes.
Ap06s 250 °C a perda de massa do hidrogel carregado foi menor quando comparado ao hidrogel
controle, o que pode estar relacionado com uma maior estabilidade deste material, porém nao
foram encontrados na literatura dados que confirmassem essa observacao (FIGURA 12a).

Na andlise TG, o hidrogel de carragenana (HC) controle apresentou apenas uma perda
de massa de 32,5% entre 194 e 250 °C, enquanto o hidrogel carregado apresentou trés perdas
de massa, de 32,2% entre 150 e 202 °C, 4,8% entre 206 e 258 °C, e ainda, 7,3% entre 264 e
348 °C (FIGURA 12b).

Jaaandlise TG do hidrogel de pectina (HP) controle exibiu apenas uma perda de massa
de 40% entre 150 e 300 °C (figura 12c), enquanto o hidrogel carregado permitiu observar duas
perdas de massa, a primeira perda de 13% entre 150 e 188 °C e a segunda de 37% entre 190 e
300 °C.

Figura 12 — TGA e DTGA das amostras de hidrogel controle e carregado de (a) alginato,
(b) carragenana e (c) pectina.
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Embora os hidrogeis tenham permanecido em geladeira durante o processo de secagem
até obtencdo de massa constante, foi possivel observar que os hidrogéis ainda mantiveram,
aproximadamente, 40% de umidade, e isto se deve a grande capacidade absortiva destes

materiais.

5.2.2 Espectroscopia de Infravermelho

Para a realizacdo da anélise termogravimétrica foram utilizadas esferas secas dos
diferentes hidrogéis, tanto controle quanto carregado. Ao comparar os hidrogéis controle e seus
respectivos hidrogéis carregados foi possivel perceber pequenos deslocamentos e alargamentos
de bandas, e ainda, discretas diferencas de intensidade, embora as bandas apresentadas fossem
sempre as mesmas. N&o foram encontrados relatos ou espectros sobre a pancreatina na
literatura, porém, devido a semelhanca existente entre os espectros obtidos foi possivel afirmar
gue ndo houve interacdo entre as matrizes poliméricas e a pancreatina presente nos hidrogéis
carregados, de forma que a pancreatina foi encapsulada em seu interior, ndo podendo ser
detectada. Com isso, as andlises de infravermelho serviram apenas para caracterizar as
superficies dos hidrogéis.

Os espectros obtidos a partir do hidrogel de alginato controle e do hidrogel de alginato
carregado, apresentaram-se muito semelhantes (FIGURA 13a). O hidrogel de alginato controle
exibiu a banda relativa ao estiramento OH em 3.334 cm, com maior intensidade, enquanto o
hidrogel carregado apresentou em 3.354 cm™. Bandas de deformacgdo simétrica do COO"
exibidas em 1.600 cm™ e 1.425 cm™ para o hidrogel controle e sofreram deslocamento para
1.621 cm™ e 1.417 cm™, para o hidrogel carregado (LUCAS, 2007). Para Ferraz et al. (2001) a
banda apresentada pelos hidrogéis controle e carregado em 1.311 cm, também séo referentes
a deformagdo de COO". Segundo Sartori et al. (1997), a banda proxima a 1.420 cm™
(1.425 e 1.417 cm™) esta relacionada a ligag®es idnicas e a substituicdo de fons sddio por célcio.
Segundo Sartori et al. (1997) as bandas 1.023 e 891 cm™ para o hidrogel carregado, e ainda,
1.010 e 890 cm™ para o hidrogel controle se devem & estiramentos C-C. Ja as bandas de 940 e
941 cm?, respectivamente referentes ao hidrogel controle e carregado, estdo relacionadas ao
estiramento C-O. Nao foi detectada a presenga de acido alginico nos espectros, uma vez que

uma banda proxima a 1.747 cm™ ndo apareceu.
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A Figura 13b apresenta 0s espectros obtidos a partir das amostras de hidrogel de
carragenana carregado e controle, em que foram observados banda de estiramento OH em
3.352 cm e banda de estiramento C-H em 2.930 cm™ (CERQUEIRA et al., 2011). De acordo
com Ning et al. (2007) as bandas 1.023 e 1.031 cm™ para o hidrogel de controle, e ainda,
918 cm para o hidrogel carregado correspondem a C-O de agrupamento C-O-C, relativos a
ligacdo glicosidica. Foram observadas bandas relativas a presenca de sulfato secundério axial
de C-O-S em C-4 de galactose para o hidrogel carregado e controle, respectivamente, a
844 e 846 cm™, para 3,6-anidro-D-galactose em 908 e 906 cm™ e para estiramento de
grupamento sulfato em 1.497 e 1.496 cm* (ELSUPIKHE et al., 2015).

Os espectros obtidos a partir do hidrogel de pectina controle e carregado foram muito
semelhantes (FIGURA 13c). Eles mostraram bandas relativas ao estiramento OH em
3.281 cm?, estiramento C-H em 2.942 cm'®, 1.600 e 1.598 cm™ para 4gua de ligag&o polimérica,

1.048 cm™ para ligagéo glicosidica e em 916 cm™ para 3,6-anidro-D-galactose.

Figura 13 — Espectros de infravermelho comparando o hidrogel controle de alginato (a), carragenana (b)
e pectina (c) com os respectivos hidrogéis carregados.
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Fonte: Do autor.
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5.2.3 Microscopia eletrdnica de varredura

A analise de microscopia eletronica de varredura foi realizada tanto com os hidrogéis
controle, de cada biopolimero, quanto com o0s respectivos hidrogéis carregados com
pancreatina, a fim de verificar modificaces das morfologias dos entre os hidrogéis preparados
(FIGURA 14).

Figura 14 — Microscopias eletronicas de varredura das amostras de hidrogel carregado de alginato (a),
carragenana (c) e pectina (e), e hidrogel controle de alginato (b), carragenana (d) e pectina

D4.7 x50 2mm

HL D68 x50

e) UFSJ H D86.7 x50 2mm HL D54 x50 2mm

Fonte: Do autor.
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Por meio dessa andlise € possivel perceber que, de forma geral, os hidrogéis
apresentaram diferentes morfologias, o que se deve a conformacéo das cadeias de cada polimero
e interacdo com seu agente reticulante. Ao observar cada microscopia, também, é possivel
observar que existe diferenca entre as “esferas” preparadas, e isso, pode ser atribuido ao
processo de preparacdo manual dos hidrogéis.

Quanto ao hidrogel de alginato carregado (figura 14 a) e hidrogel de alginato controle
(figura 14 b), foi possivel notar superficies mais esféricas e lisas, de forma que o hidrogel
carregado apresentou fissuras em sua estrutura.

J& os hidrogéis de carragenana carregado (figura 14 c¢) e hidrogel de carragenana
controle (figura 14 d), foi possivel observar superficies irregulares e rugosas, de forma que o
hidrogel carregado apresentou maior rugosidade em sua estrutura.

Com relacdo aos hidrogéis de pectina carregado (figura 14 €) e hidrogel de pectina
controle (figura 14 f), notou-se superficies mais irregulares e rugosas no hidrogel carregado,
enquanto o hidrogel controle apresentou superficies mais lisas e com inimeras fissuras.

Embora os hidrogéis dos variados biopolimeros tenham apresentado morfologias
distintas, observou-se maior similaridade das “esferas” formadas pelos hidrogéis de alginato,

tanto controle quanto carregado.

5.2.4 Eficiéncia de Encapsulagao dos Hidrogéis

A literatura especializada destaca a presenca de trés principais enzimas existentes na da
pancreatina como amilase, protease e lipase (WALLACE; SHARKEY, 2011).
Consequentemente, estudos foram conduzidos para a determinacdo da atividade catalitica de
cada enzima e os resultados descritos a seguir. Para todos os testes foi estabelecida a

temperatura de 37 °C, a fim de simular a temperatura do organismo humano.

5.2.4.1 a-amilase

A figura 14 apresenta a curva analitica obtida para calcular a atividade da a-amilase, a

partir da concentragédo da glicose (produto final da reagéo).
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Figura 15 — Curva analitica para avaliar a atividade da
a-amilase nos hidrogéis de alginato,
carragenana e pectina.
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Fonte: Do autor.

Os limites de deteccdo (LD) (eq.7) e do limite de quantificacdo (LQ) (eq.8) foram
determinados considerando o desvio padréo (s), gerado a partir da analise do controle em que
o valor obtido foi de 0,0007, e o coeficiente angular fornecido pela curva analitica (S) foi de
0,0281, conforme o guia do ICH (2005). Com isso, os limites de deteccdo e de quantificacéo
encontrados foram de 0,082 e 0,249 pumol/mL, respectivamente. De acordo com o ICH (2005),
LD é a menor quantidade de um analito que o equipamento € capaz de detectar, mas ndo
necessariamente é capaz de quantificar. Ja o LQ é a menor quantidade de um analito que pode
ser quantificada, com precisdo e exatiddo adequadas. Todos os valores obtidos no teste de
atividade da a-amilase foram maiores que o LD e o LQ, confirmando a validade dos dados
obtidos.

—2133 (eq.7)
LD = 3,3 5
LQ =10 % (eq.8)

Conforme os dados apresentados na tabela 4, para o hidrogel de alginato foram
disponibilizados, aproximadamente, 232,23 + 0,34 U de a-amilase, e restaram na solugéo
salina ap6s o preparo do hidrogel, em torno de 190,12 £ 1,36 U de a-amilase, resultando numa
EE de 18 £+ 1%. Ja para o hidrogel de carragenana foram disponibilizados, aproximadamente,
232,81 + 0,89 U de a-amilase, e restaram na solugéo salina ap6s o preparo do hidrogel, em

torno de 204,98 + 0,81 U de a-amilase, resultando numa EE de 12 + 0%. E para o hidrogel de
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pectina carregado foram disponibilizados, aproximadamente, 233,59 + 1,21 U de a-amilase,
e restaram na solucdo salina apds o preparo do hidrogel, em torno de 215,25 + 0,30 U de
a-amilase, resultando numa EE de 8 + 1%.

Ap0s as analises da atividade de a-amilase, para todos os hidrogéis, foi possivel perceber
que houve uma dificuldade em disponibilizar esta enzima, uma vez que as médias de atividade
obtida nas solucBes enzimaticas apresentaram pouco mais que 230 U, enquanto a atividade
teodrica calculada foi de 100.000 U. Essa dificuldade pode estar relacionada com a baixa
solubilidade desta enzima no tampao Tris/HCI, ou ainda, com algum fator que possa ter causado
grande perda de atividade. Embora a quantidade de enzima disponibilizada tenha sido pequena,
houve encapsulacdo de a-amilase, resultando numa baixa EE desta.

Considerando os valores médios de EE e os desvios encontrados pode-se afirmar que o
hidrogel de alginato foi o que proporcionou maior encapsulacdo da o-amilase, quando
comparado aos demais hidrogéis, de forma que sua eficiéncia de encapsulacao foi 1,5 e 2,3
vezes maior que a EE dos hidrogéis de carragenana e pectina, respectivamente.

Tabela 4- Dados médios de atividade, balango de massas e eficiéncia de encapsulagdo de a-amilase obtidos no
preparo dos diferentes hidrogéis.

Atividade média| Balango de massas médio| EE média

(U.mLt.min") (V) (%)
Sol. Enzimatica 4,74 £ 0,01 232,23+0,34

Alginato ] 18+1
Sol. Salina 3,88+ 0,03 190,12 + 1,36
Sol. Enzimatica 4,75 £ 0,02 232,81 +£0,89

Carragenana ) 12+0
Sol. Salina 4,18 £ 0,02 204,98 + 0,81
_ Sol. Enzimatica 4,77+ 0,02 23359+1,.21

Pectina ) 8+1
Sol. Salina 4,39 +£0,01 215,25+ 0,30

Fonte: Do autor.

Quanto as massas finais dos hidrogéis carregados, apds processo de secagem até
obtengdo de massas constantes, conforme apresentado na tabela 5, foi possivel observar que o
hidrogel de alginato foi 0 que proporcionou maior rendimento de massa em relagéo aos demais,
sendo a massa obtida 1,7 vezes maior que a massa de hidrogel de pectina e 1,3 vezes maior que
a massa de hidrogel de carragenana. Portanto, para a encapsulacdo de 1 U seriam necessarios
54,95 mg de hidrogel de alginato, 62,89 mg de hidrogel de carragenana, 74,07 mg de hidrogel
de pectina.
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Tabela 5 — Massas médias dos hidrogéis carregados, apds o processo de secagem, e as respectivas atividades de
a-amilase encapsulada por mg de hidrogel.

Massa média de hidrogel Atividade média de a-amilase
carregado (g) encapsulada (U/mg)
Alginato 2,3106 + 0,0122 0,0182 + 0,0007
Carragenana 1,7527 + 0,0573 0,0159 = 0,0005
Pectina 1,3585 + 0,0278 0,0135 £ 0,0012

Fonte: Do autor.

5.2.4.2 Protease

A Figura 16 apresenta a curva analitica obtida para calcular a atividade da protease, a
partir da hidrélise da azocaseina. Devido a presenca de varios tipos de proteases (tripsina,
quimotripsina e elastase) existentes na formulacdo da pancreatina, diferentes ligagdes sdo
clivadas, de forma que ndo ha a formacdo de um produto especifico (LAUWERS; RUYSSEN,
1968).

Os valores de LD e LQ foram determinados considerando as eq.7 e €q.8. O desvio-
padrdo (s) obtido a partir da analise do branco foi de 0,0003 e o coeficiente angular da curva
analitica, 0,0085. Com isso, LD e LQ encontrados foram, 0,115 e 0,350 U/mL,
respectivamente, sendo que todos os valores obtidos neste teste de atividade foram superiores

aos valores de LD e 0 LQ.

Figura 16 — Curva analitica para avaliar a atividade da
protease nos hidrogéis de alginato,
carragenana e pectina.
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Conforme apresentado na tabela 6, foram disponibilizados no processo de encapsulagao
para o hidrogel de alginato, aproximadamente, 38.870 + 240 U, restando 18.439,37 + 38,43 U,
sendo encapsulados 53 + 0%. Para 0 processo de encapsulacdo por meio do hidrogel de
carragenana foram disponibilizados 38.984,78 + 352,23 U, restando 8.726,48 + 58,71 U, sendo
encapsulados 78 + 0%. Por outro lado, para o hidrogel de pectina foram disponibilizados
inicialmente 39.138,51 + 176,12 U e ao final do processo de encapsulagéo restaram
32.060 + 291 U, com uma eficiéncia de encapsulacao de 18 + 1%.

Ap0s as analises da atividade de protease, para todos os hidrogéis, foi possivel observar
que esta foi a enzima melhor disponibilizada, uma vez que as médias de atividade obtida nas
solucBes enzimaticas apresentaram quase 40.000 U, enquanto a atividade tedrica foi de
100.000 U.

Tabela 6 — Dados médios de atividade, balango de massas e eficiéncia de encapsulagdo de protease obtidos no
preparo dos diferentes hidrogéis.

Atividade média Balanco de massas | EE meédia

(U.mL1t.min?) médio (U) (%)
Sol.
) o 793,3+4)9 38.870 £ 240
Alginato Enzimatica 530
Sol. Salina 376,31 £ 0,78 18.439,37 + 38,43
Sol.
o 795,61 +7,19 38.984,78 + 352,23
Carragenana Enzimatica 78 £0
Sol. Salina 178,1 £ 1,2 8.726,48 + 58,71
Sol.
_ o 789,75 + 3,59 39.138,51 £ 176,12
Pectina Enzimatica 18+1
Sol. Salina 654,33 + 5,94 32.060 + 291

Fonte: Do autor.

Considerando os valores medios de EE e os desvios encontrados pode-se afirmar que o
hidrogel de carragenana foi o que proporcionou maior encapsulagdo da protease, seguido do
hidrogel de alginato, e posteriormente, do hidrogel de pectina. Com isso, a EE do hidrogel de
alginato e pectina foram, respectivamente, 1,5 e 4,3 vezes menores quando comparadas a EE
do hidrogel de carragenana.

Em relacdo as massas finais dos hidrogéis carregados, apds secagem até obtencdo de
massas constantes, conforme apresentado na tabela 7, foi possivel observar que embora o

hidrogel de alginato tenha apresentado maior rendimento de massa, o hidrogel de carragenana
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foi o0 que apresentou maior atividade por mg de hidrogel obtido. Portanto, a EE de protease por
mg de hidrogel de alginato foi, aproximadamente, 2 vezes menor e para o hidrogel de pectina,
aproximadamente, 3,3 vezes menor que a EE apresentada pelo hidrogel de carragenana. Sendo
assim, para a encapsulacdo de 1 U seriam necessarios 0,11 mg de hidrogel de alginato, 0,06 mg

de hidrogel de carragenana, 0,19 mg de hidrogel de pectina.

Tabela 7 — Massas médias dos hidrogéis carregados, ap6s 0 processo de secagem, e as respectivas atividades
de protease encapsulada por mg de hidrogel.

Massa média de hidrogel Atividade média de protease
carregado (g) encapsulada (U/mg)
Alginato 2,3106 + 0,0122 8,84 +£0,11
Carragenana 1,7527 £ 0,0573 17,28 + 0,58
Pectina 1,3585 +0,0278 5,21+0,38

Fonte: Do autor.

5.2.4.3 Lipase

Ao testar o método utilizado por Terra et al. (2016) encontrou-se grande dificuldade em
homogeneizar a fazer aquosa, contendo enzima em tampao, com a fase organica, contendo o
substrato em isopropanol. Uma modificacdo da ordem dos reagentes foi realizada na tentativa
de melhorar a miscibilidade, colocando primeiramente, o substrato, seguido da solucéo
enzimatica, e posteriormente, a solucdo-tampao, resultando em pequena melhoria. Porém, apds
a adicdo do reagente de parada da reacdo (SDS) foi observada a formacao de particulas muito
finas que permaneciam em suspensdo mesmo ap06s centrifugacdo. De acordo com
Gomes et al. (2011) essa turbidez é decorrente da formacdo do acido palmitico formado,
substancia insolivel em agua, o que dificulta a utilizacdo desta substancia em métodos
espectrofotométricos. Devido as dificuldades encontradas na execugdo desse método, optou-se
por testar 0 método utilizado nos estudos de Kanwar et al. (2005). A persisténcia em tentar
adequar um metodo espectrofotométrico se deve ao fato de que, normalmente, os métodos séo
rapidos, exigem pequenos volumes de amostras (GOMES et al., 2011), além dos reagentes e
equipamentos serem de fécil aquisicdo. A proposta inicial foi de que todos os testes de

atividades seriam realizados pelo mesmo método.
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O segundo método testado proporcionou melhor homogeneizacdo das fases aquosa e
organica, e o reagente de parada da reacdo utilizado (mistura de acetona/etanol empregado a
4 °C, overnight) apresentou-se muito mais efetivo que o SDS, pois foi possivel a obtencdo de
um sobrenadante limpido para a analise em espectrofotdmetro. Porém, como problema, este
método apresentou uma grande dificuldade de repetibilidade dos resultados, tornando o método
pouco confiavel. Diante das dificuldades encontradas em adequar um método
espectrofotométrico, optou-se por substitui-lo por um método titulométrico, recomendado pela
USP 32 e Soares et al. (1999), sob algumas adequac6es. Este método apresentou-se como uma
opcdo simples, rapida e de menor custo, quando comparada aos métodos anteriormente
testados. Além disso, Gomes et al. (2011) afirma que o método titulométrico é capaz de
proporcionar obtencao de maior atividade lipolitica, uma vez que o substrato utilizado permite
maior interacdo com a enzima, simulando de forma mais real a reacdo que acontece no
organismo.

Com isso, conforme tabela 8, foram disponibilizados no processo de encapsulacéo pelo
hidrogel de alginato 1.308,3 + 4,9 U, restaram 418,13 + 14,97 U, sendo encapsulados 68 + 1%.
Ja para o hidrogel de carragenana foram disponibilizados no processo de encapsulacédo
1.337,7 + 4,9 U e restaram 980,00 + 33,95 U, sendo encapsulados 27 + 3%. Enquanto, para o
hidrogel de pectina foram disponibilizados no processo de encapsulacdo 1.332,8 + 4,9 U,
restaram 1.189,07 + 14,97 U, sendo encapsulados 11 + 1%.

Tabela 8 — Dados médios de atividade, balanco de massas e eficiéncia de encapsulacdo de lipase, obtidos
no preparo dos diferentes hidrogéis.

Atividade média Balanco de massas EE média
(U.mLt.min) médio (U) (%)
Sol.
_ o 26,70 +0,1 1.308,3+4,9
Alginato Enzimatica 68+ 1
Sol. Salina 8,53+0,31 418,13 £ 14,97
Sol.
o 27,3+0,1 1.337,7+£4,9
Carragenana Enzimatica 27+3
Sol. Salina 20,00 £ 0,69 980,00 + 33,95
Sol.
) o 27,2+0,1 1.332,8 +4)9
Pectina Enzimatica 11+1
Sol. Salina 24,27 +£0,31 1.189,07 + 14,97

Fonte: Do autor.
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Quanto os valores médios de EE e os desvios encontrados pode-se afirmar que o
hidrogel de alginato foi o que proporcionou maior encapsulacdo da lipase, quando comparado
aos demais hidrogéis, de forma que sua eficiéncia de encapsulacéo foi 2,5 e 6,2 vezes maior

que a EE dos hidrogéis de carragenana e pectina, respectivamente.

Tabela 9 — Massas médias dos hidrogéis carregados, apds o processo de secagem, € as respectivas atividades de
lipase encapsulada por mg de hidrogel.

Massa média de hidrogel Atividade média de lipase
carregado (g) encapsulada (U/mg)
Alginato 2,3106 £ 0,0122 0,385 + 0,007
Carragenana 1,7527 + 0,0573 0,204 + 0,016
Pectina 1,3585 + 0,0278 0,106 + 0,014

Fonte: Do autor.

Considerando as massas finais dos hidrogéis carregados (tabela 9), apds o processo de
secagem até obtencdo de massas constantes, o hidrogel de alginato foi o que obteve maior
eficiéncia de encapsulacdo de lipase, seguido do hidrogel de carragenana. Ao comparar a
guantidade de enzima encapsulada por massa de hidrogel obtido, foi possivel perceber que o
hidrogel de alginato apresentou maior massa e EE por mg de hidrogel obtido, seguido dos
hidrogéis de carragenana, e posteriormente, de pectina que apresentaram EE 1,9 e 3,6 vezes
menor, respectivamente. Sendo assim, para a encapsulacdo de 1 U seriam necessarios 2,60 mg
de hidrogel de alginato, 4,90 mg de hidrogel de carragenana, 9,43 mg de hidrogel de pectina.
Como os volumes de solucdo de NaOH obtidos nas titulagdes das solu¢des tampdo e salina
antes da formacé&o do hidrogel foram iguais ou inferiores aos volumes obtidos pelo controle,
percebeu-se que estas solucdes ndo causaram interferéncias na atividade da lipase.

Com base nos testes de atividades realizados, o hidrogel de pectina foi 0 que apresentou
menor EE para todas as enzimas, quando comparado aos demais hidrogéis. De acordo com
Braccini e Pérez (2001), os hidrogéis de pectina tém estruturas mais desordenadas do que 0s
hidrogéis de alginato, o que pode ter contribuido para a baixa encapsulacdo desta enzima. Nao
se pode descartar, também, a ideia de que os hidrogéis apresentam uma capacidade maxima de

carregamento, que pode ser afetada pela organizacdo estrutural das cadeias poliméricas.

5.2.5 Grau de Intumescimento dos Hidrogéis
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As condigdes, como temperatura, agitacdo, solugfes de diferentes pH’s e tempo de
exposicdo a cada pH, para a verificacdo do comportamento dos hidrogéis foram selecionadas a
fim de simular as condi¢Ges oferecidas pelo organismo humano, como temperatura corporal
(37 °C), movimentos peristalticos e fluidos gastrico (pH=1,2) e intestinal (pH=5,5), e tempo em
que os alimentos permanecem no estdmago (2 h) e no intestino (1 h).

Este teste teve como principio avaliar a capacidade absortiva das matrizes poliméricas
quando estas foram submetidas a meios de diferentes pH’s. Os grupos negativamente
carregados presentes nestes hidrogéis, tais como grupos carboxilicos e sulfato, foram
estabilizados quando interagiram com cations presentes nas solucgdes salinas, durante o preparo
dos hidrogéis. Porém, quando estes hidrogéis foram submetidos a um meio aquoso, a interacao
entre os cations e as redes poliméricas carregadas negativamente foram enfraquecidas pela
presenca de moléculas de agua, polares, uma vez que os atomos de hidrogénio, carregados
positivamente serdo atraidos pelas cargas negativas das cadeias de polimeros, forcando a
abertura da matriz polimérica (GUPTA, 2015). Como o pH do meio € responséavel pela
modificacdo da forma carregada das redes de polimeros, as modificacdes de pH sdo
responsaveis pela contracdo ou expansdao da mesma. Por serem capazes de responderem as
modificacGes de pH, tais materiais foram utilizados a fim de proteger moléculas sensiveis
utilizando sua forma contraida e contribuindo para a liberacdo dessas moléculas encapsuladas
utilizando a forma expandida, dai o0 motivo de serem conhecidos como sistemas inteligentes.
Uma vez que o objetivo desse trabalho foi o desenvolvimento de um material capaz de proteger
as enzimas pancreaticas do pH, extremamente, acido do estdmago e promover a liberacdo
dessas no intestino, observou-se que as matrizes poliméricas confirmaram o comportamento
esperado, uma vez que sofreram pequeno intumescimento em FGS, o que contribuiu para uma
minima deformac&o da matriz, o que seria responsavel por uma baixa liberacdo enzimatica. 1sso
foi verificado, principalmente com o hidrogel de alginato que apresentou um GI de
aproximadamente 42%, enquanto o hidrogel de pectina apresentou Gl quase 3 vezes maior e 0
hidrogel de carragenana apresentou um GI 5,5 vezes maior (TABELA 10, FIGURA 17).

Ja em pH intestinal o desejavel era de que houvesse 0 maior intumescimento possivel,
implicando numa deformacdo méxima levando a abertura dos poros dessa matriz, e
consequentemente, na liberacdo das enzimas. Isto foi observado, uma vez que os hidrogéis de
alginato e pectina apresentaram maiores Gl, 1.578 e 1.785%, respectivamente, enquanto o
hidrogel de carragenana apresentou GI, aproximadamente, 5 vezes menor (TABELA 10,
FIGURA 17).
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Alguns estudos relataram que hidrogéis de alginato, pectina e carragenana, sofrem
alteracOes devido a variacdes de pH, de modo que no pH géastrico ocorre baixo intumescimento
das matrizes, causando baixa liberacdo do farmaco devido a mudanca de COO™ para COOH,
para alginato e pectina, e SO4 para SO4H, enquanto que no pH intestinal ha um grande
intumescimento e liberacdo rapida devido a repulsdo eletrostatica entre COO", para alginato e
pectina, e entre anions sulfato, para carragenana (LEONG et al., 20114, b).

Ainda foi testado o intumescimento dos hidrogéis em agua destilada, sendo que neste

meio os hidrogéis de alginato e carragenana apresentaram maiores Gl, ja o hidrogel de pectina

apresentou um GI menor quando comparado ao Gl obtido em FIS (TABELA 10, FIGURA 17).

Tabela 10 — Dados obtidos no teste de Gl.

my, (9) | my(9) Gl (%)
. e Alginato 0,051 £0,002 0,073 £0,001 42,253 + 2,319
Fluido Gastrico Simulado
(PH=1,2) Carragenana 0,054 £ 0,002 0,182+ 0,003 239,524 + 13,259
Pectina 0,052 +£ 0,003 0,116 + 0,002 123,575 + 14,751
Fluido Intestinal Simulado Alginato 0,050 +0,001 0,839 £ 0,001 1.578,421 + 31,575
(pH=5.5) Carragenana 0,056 + 0,001 0,249 = 0,002 344,780 + 11,516
P ’ Pectina 0,053 £ 0,003 0,997 +£0,002 1.785,306 + 110,666
o . Alginato 0,054 + 0,003 1,16 £ 0,01 2.052,279 + 88,675
Agua destilada
(pH=7,2) Carragenana 0,053 +0,002 0,681 + 0,007 1.177,863 £+ 38,192
’ Pectina 005140001  0,63+0,01 1.127,523 + 7,539

Fonte: Do autor.

Figura 17 — Fotografias dos hidrogéis de (a) alginato, (b) carragenana e (c) pectina, submetidos

7,

a)

Fonte: Do autor.

ao FGS, FIS e 4gua destilada, ap6s 2 h.
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5.2.6 Perfil de Intumescimento dos Hidrogéis

Assim como no teste do GlI, as condi¢Ges empregadas para a verificacdo do equilibrio
de intumescimento tiveram como objetivo simular as condi¢bes do organismo humano. Apo6s
verificar o grau de intumescimento dos hidrogéis, separadamente, no FGS, FIS e em &gua
destilada, surgiu uma curiosidade em saber se 0s hidrogéis comportariam da mesma maneira
quando submetidos, de forma sequencial ao FGS, e posteriormente, ao FIS, a fim de simular a
situacédo real em que esses materiais deveriam atuar.

Ao submeter os hidrogéis ao FGS, por duas horas, foi possivel perceber que o hidrogel
de alginato foi 0 que apresentou menor intumescimento quando comparado aos demais
hidrogéis (Figuras 18 e 19), ocorrendo até os primeiros 15 min de ensaio, e mantendo-se estavel
por todo o tempo que permaneceu nesse meio. J& os hidrogéis de carragenana e pectina
apresentaram intumescimento até os primeiros 30 min de ensaio, mantendo certa estabilidade
durante o tempo em que permaneceram no FGS. Esta primeira etapa do perfil de
intumescimento, confirmou os dados obtidos no teste de GI, mostrando que o alginato se
destacou em relacdo aos demais, pelo baixo intumescimento que sofreu, devido a uma pequena
expansdo da matriz polimérica responsavel por modificar o minimo possivel a porosidade da
matriz, fato desejavel para manter o confinamento enzimatico.

Ao trocar o FGS pelo FIS, o hidrogel de alginato apresentou grande intumescimento nos
préximos 20 min e apos esse tempo comecou a sofrer reducdo de massa devido a solubilizacdo
do hidrogel no meio. O hidrogel de pectina apresentou um pequeno intumescimento nos
préximos 10 min de ensaio, e posterior solubilizacdo, enquanto a carragenana ja iniciou um
processo de solubilizacdo sem intumescimento (FIGURA 19). De acordo com o teste de Gl
esperdvamos que as matrizes poliméricas sofressem grande intumescimento, o que seria
desejavel no FIS a fim de promover a liberacdo das enzimas, em até 45 min (BRASIL, 2010),
devido a expansdo das matrizes poliméricas, e consequentemente, aumento da porosidade
dessas. Porém, ao submeter os hidrogéis, de forma sequencial, ao FIS verificamos a
solubilizacdo das matrizes poliméricas, fato capaz de favorecer ainda mais o processo de
liberacdo da pancreatina, que ocorreu num tempo maximo de 40 min. O hidrogel de pectina
ofereceu desvios muito grandes, desfavorecendo ainda mais a sua eficiéncia.

Com a construcdo do perfil de intumescimento foi possivel perceber que, mesmo nao

sendo desejavel, ocorreu o intumescimento dos hidrogéis em meio acido. Esse intumescimento
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foi, relativamente, menor do que em FIS, porém, as enzimas liberadas nesse processo podem
ter suas atividades comprometidas.
Ap0s as analises de caracterizacdo dos hidrogéis preparados foram realizados estudos

de liberacao da pancreatina.

Figura 18 — Grau de intumescimento dos hidrogéis de alginato, carragenana
e pectina, apds 2 h em FGS.

Fonte: Do autor.

Figura 19 — Grafico do PI dos hidrogéis de alginato, carragenana e pectina.
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5.2.7 Estudos de Liberacgdo da Pancreatina

Os estudos de liberacéo da pancreatina dos diferentes hidrogéis foram realizados a partir
de adequacdes de metodologias empregadas para avaliar a liberacdo de farmacos que possuem
revestimento entérico, ou seja, a mesma funcdo esperada para os hidrogéis preparados. Com o
objetivo de simular o fluido gastrico foi utilizada uma solu¢do HCI 0,1 M pH 1,2 e para o fluido
intestinal empregou-se uma solucdo de tampédo fosfato de sodio 0,1 M pH 5,5. O pH
determinado para liberacdo foi selecionado a partir de dados da literatura, tanto o estudo
realizado por Aloulou et al. (2007) quanto a patente de Venkatwsh et al. (2014), que indicavam
0 pH=5,5 como o ideal para liberacdo da pancreatina no intestino, uma vez que o objetivo desse
trabalho foi tentar obter um material que capaz de proteger a pancreatina do meio estomacal,
extremamente &cido, para que chegasse ao local de acdo com atividade enzimatica preservada.

A liberacéo de pancreatina ocorreu por dois mecanismos: o primeiro, pela difuséo das
enzimas através dos poros das redes poliméricas, e depois pela degradacdo destas
(ANDRESSEN et al., 1977; GEORGE, ABRAHAM, 2006). Para a liberacdo retardada de
enzimas, a degradacéo da rede do hidrogel pode ser o vantajoso, uma vez que pode resultar na
libertacdo réapida destas proteinas. Os resultados encontrados no estudo de liberacdo
confirmaram os dados obtidos na construcéo dos perfis de intumescimento.

Os polimeros anidnicos funcionam como resinas de troca i6nica mantendo o valor de
pH constante dentro da rede polimérica durante um certo periodo e contribuindo para o aumento
da estabilidade das enzimas encapsuladas, evitando a sua desnaturacdo ou degradacgéo
enzimatica dependente do pH. Os hidrogéis ionotrdpicos quando hidratados podem manter o
pH em torno de 7,0, mesmo num meio gastrico, protegendo assim as proteinas encapsuladas da
degradacdo (BERNKOP-SCHNURCH, 2002).

A liberacdo enzimatica dos hidrogéis foi expressa em U acumulado de cada enzima por
tempo (min). Vale ressaltar que a eficiéncia de encapsulacdo foi diferente para cada um dos
hidrogéis, contribuindo liberacGes de diferentes valores maximos. Outro ponto importante €
que para o teste de liberacdo foram utilizadas amostras de 200 mg de cada hidrogel, e néo a
massa total preparada, devido a necessidade de realizar de todo o processo de caracterizagao e
estudos de liberacdo da pancreatina em triplicata, e ainda, houvessem amostras suficientes para
repetir qualquer etapa se necessario. Quanto ao Creon®, também ndo foi utilizado todo o
conteddo presente nas capsulas para cada replicata, e sim 200 mg de minimicroesferas, a fim

de manter a mesma massa de materiais para posteriores comparacoes.
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5.2.7.1 Comparagdo entre os Hidrogéis

Ao avaliar a liberacdo da a-amilase (FIGURA 20a) em FGS, o hidrogel de alginato
apresentou menor liberacdo (75,5 U que corresponde a 25%), quando comparado aos hidrogéis
de carragenana (127,6 U que corresponde a 40%) e pectina (117,04 U que corresponde a 50%),
logo o hidrogel de alginato apresentou maior estabilidade no ambiente gastrico simulado que
os demais hidrogéis. No FIS, o hidrogel de carragenana apresentou uma liberagéo ligeiramente
superior ao hidrogel de alginato (317,3 U em 20 min e 363,4 U em 40 min, respectivamente),
enquanto que o hidrogel de pectina liberou apenas 258,6 U em 50 min (FIGURA 20a). Com
isso, € possivel afirmar que o hidrogel de alginato apresentou liberalgdo maior e mais rapida de
a-amilase do que os outros hidrogéis.

Em relacdo a liberacdo de protease em FGS, o hidrogel de carragenana apresentou maior
liberacdo (13.135,3 U) quando comparado aos hidrogéis de alginato (312,1 U) e pectina
(6,293,5 U), com isso é possivel afirmar que o hidrogel de alginato apresentou maior
estabilidade no ambiente gastrico. Em presenca de FIS, o hidrogel de carragenana também
apresentou maior liberacdo de protease (34.519,5 U em 50 min), o hidrogel de alginato
apresentou a segunda melhor liberacdo correspondente a metade da liberagcdo de protease pelo
hidrogel de carragenana, enquanto o hidrogel de pectina apresentou menor liberacdo de
protease, correspondente a menos de um terco da liberacdo realizada pelo hidrogel de
carragenana, ambos em 40 min (FIGURA 20b). A liberacdo de protease mais elevada pelos
hidrogéis de carragenana e alginato confirmou os dados obtidos no teste EE e na andlise do
perfil de intumescimento, uma vez que o hidrogel de carragenana apresentou maior EE do que
o0 hidrogel de alginato e ambos os hidrogéis terem liberado por completo a enzima devido a
solubilizacdo de suas matrizes em presenca de FIS.

O hidrogel de alginato apresentou liberacéo de lipase mais baixa (152,1 U) em FGS e a
maior liberacdo (7.673,3 U em 30 min) em FIS, quando comparado aos hidrogéis de
carragenana e pectina. Com isso, é possivel notar que o alginato foi o melhor hidrogel para
manter a atividade da lipase, pois apresentou maior estabilidade em FGS e maior liberacdo de
lipase em FIS. J& o hidrogel de pectina apresentou liberacdo enziméatica em meio gastrico quase
2,5 vezes maior do que o hidrogel de alginato (362 U), enquanto o hidrogel de carragenana
libertou 528,6 U. Em FIS, o hidrogel de carragenana libertou 4.074,8 U em 20 min e o hidrogel
de pectina liberou 2.082,8 U em 30 min. Embora a liberacdo de lipase pelo hidrogel de

carragenana fosse maior do que o hidrogel de pectina, ao analisar a liberacdo de lipase total de
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todos os hidrogéis, foi possivel notar que o hidrogel de carragenana liberou cerca de um oitavo,
enquanto o hidrogel de pectina quase um sexto da quantidade liberada pelo hidrogel de alginato
(FIGURA 20 c¢). A maior liberacdo de lipase pelos hidrogéis de alginato e carragenana
confirmou os dados obtidos nos teste eficiéncia de encapsulacdo e perfil de intumescimento,
uma vez que o hidrogel de alginato apresentou maior eficiéncia de encapsulacdo do que o
hidrogel de carragenana, embora ambos os hidrogéis tenham obtido liberagcdo completa devido
a solubilizacdo das matrizes em presenca de FIS .

Ap0s a realizacdo do estudo de liberacdo da pancreatina pelos hidrogéis preparados,
percebeu-se que todos os hidrogéis apresentaram liberagdo em FGS, por menor que tenha sido.
Isso aconteceu, porque houve um pequeno intumescimento dos hidrogéis em meio gastrico
simulado, permitindo que uma pequena liberacdo ocorresse. Esta liberacdo é conhecida como
burst release, ou seja, uma liberacdo rapida que ocorre até que os hidrogéis alcancassem um
equilibrio de intumescimento no meio que se encontravam (GUPTA; JABRAIL, 2006).

A partir dos estudos de liberacdo da pancreatina, também, houve a tentativa de confirmar
os dados obtidos pela encapsulacdo das enzimas, expressos em atividade por mg de hidrogel
produzido. Porém, as atividades encontradas apds o estudo de liberacdo apresentaram-se
maiores que os dados obtidos na EE, da ordem de 100 vezes maior para atividades de a-amilase
e lipase e de 10 vezes para protease (TABELA 11). Esse aumento de atividade pode estar
relacionado a presenca de ions presentes na reticulagdo das matrizes poliméricas formadas,
como por exemplo, fons Ca*? e CI'! que podem atuar como ativador alostérico e estabilizante
das estruturas tercidrias e secundarias das moléculas das enzimas (WHITCOMB; LOWE,
2013). Assim, 0s materiais preparados nao s6 foram eficientes na preservacdo das atividades
enzimaticas, mas também ativaram as enzimas e promoveram a liberacdo em pH propicio para
obter uma acdo melhor. Na literatura, ndo foram encontrados estudos sobre a encapsulacao de

pancreatina por hidrogéis e a sua liberagdo com aplicacGes farmacéuticas.

Tabela 11 - Atividade enzimatica apresentada pelos diferentes hidrogéis nos testes de eficiéncia de encapsulagdo
(EE) e estudos de liberacdo (EL) da pancreatina, considerando massas de 200 mg.

a-amilase Protease Lipase
EE EL EE EL EE EL
Alginato 3,64U 363 U 1.768 U 17.673 U 770U 7.673U

Carragenana  3,18U 317 U 3.456 U 34.520 U 40,8 U 4.075U

Pectina 2,70 U 268 U 1.042 U 10.319 U 212U 2.083 U

Fonte: Do autor.




Figura 20 — Comparacdo da liberacdo de amilase (a), protease (b) e lipase (c) pelos hidrogéis de
alginato, carragenana e pectina.
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5.2.7.2 Comparacio entre o Hidrogel de Alginato e o Creon®

A massa média do contelido das capsulas do Creon® foi de 0,2557 + 0,0002 g, sendo
informado pelo fabricante que cada capsula contém 33.200 U de amilase, 37.500 U de protease
e 10.000 U de lipase. Como o estudo de liberacdo das enzimas foi realizado nas mesmas
condic@es utilizadas para a liberagdo da pancreatina nos diferentes hidrogéis preparados, neste
teste foram empregadas massas de 200 mg do contetdo de trés capsulas diferentes, para compor
a triplicata, de forma que essa massa seria correspondente a, aproximadamente,
26.039 U amilase, 29.412 U protease e 7.843 U lipase. Uma vez que o hidrogel de alginato foi
0 que apresentou maior eficiéncia de encapsulacdo da pancreatina, menor intumescimento em
FGS, e consequentemente, menor liberacdo de todas as enzimas nesse meio, e ainda, apresentou
maior intumescimento em FIS seguido de solubilizacédo total da matriz polimérica, resultando
em maior liberagcdo das enzimas encapsuladas, este foi o hidrogel de escolha para comparacgéo
com dados obtidos no estudo de liberacdo da pancreatina de uma formulacdo comercialmente
disponivel, o Creon®.

Ao comparar a liberagdo de a-amilase (FIGURA 21a) no FGS, o Creon® apresentou

maior estabilidade e menor liberacdo enzimatica que o hidrogel de alginato (43,9 e 75,5 U,
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respectivamente), entretanto em FIS, as enzimas liberadas por ambos apresentaram atividades
proximas (363,4 e 352,9 U, respectivamente) em aproximadamente 40 min. O Creon®
apresentou atividade muito abaixo da atividade tedrica esperada. A figura 21b mostra a
liberacdo de protease, em que o hidrogel de alginato apresentou maior estabilidade que o
Creon® no FGS, liberando menos protease (312,1 e 2.906,4 U, respectivamente). No FIS,
embora o Creon® tenha apresentado atividade proteolitica mais alta que o hidrogel de alginato,
o grafico mostra que sua liberacdo ndo foi completa, e isso ocorreu porque suas esferas
permaneceram no meio apos o término da analise. A liberacdo de protease pelo hidrogel de
alginato se concluiu em 40 min com a solubilizacéo total da matriz polimérica. De acordo com
as informacdes técnicas, o revestimento do Creon® solubiliza-se em pH 6,8, porém, pacientes
que apresentam distdrbios pancreaticos apresentam reducdo na liberacdo de bicarbonato no
organismo, levando a uma liberacdo enzimatica tardia, de acordo com Kopelman et al. (1988),
e conseqlientemente, gera a ineficiéncia desses sistemas, porque quanto menor € o contato das
enzimas com o quimo, menor € a hidrélise das moléculas de proteinas. Com relagéo a liberagéo
de lipase no FGS, tanto o hidrogel de alginato como o Creon® apresentaram comportamentos
semelhantes e liberacdo de lipase minima. Embora a liberacdo de lipase pelo hidrogel de
alginato e pelo Creon® tenham sido similares em FIS, a liberacdo de enzima pelo hidrogel foi
completa e mais rapida, ocorrendo em 30 min, enquanto a liberagdo pelo Creon® ndo foi
concluida (FIGURA 21c).

Figura 21 — Comparacdo da liberagdo de amilase (a), protease (b) e lipase (c) pelo
400 hidrogel alginato carregado e o Creon®.
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Ambas formulacBes apresentaram burst release, porém a enzima mais afetada no caso
do hidrogel de alginato foi a a-amilase, enquanto para o Creon® tanto a a-amilase quanto a

protease.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo confirma que a técnica de encapsulacdo enzimatica por meio de
hidrogéis € eficiente tanto na preservacdo da atividade da pancreatina em meio gastrico
simulado quanto na liberagdo em enziméatica em meio intestinal simulado (pH similar a regiéo
do duodeno). Esta técnica se mostrou ainda ser capaz de promover uma ativacdo das enzimas
liberadas resultando em atividade maior do que era esperado.

O hidrogel de alginato quando comparado aos demais hidrogeéis apresentou maior EE
de amilase (18%) e lipase (68%), e a segunda melhor EE para protease (53%). No teste de Gl
foi o hidrogel responsavel pelo menor intumescimento em meio acido (42%) e o segundo maior
em meio intestinal (1.578%). Ao analisar os perfis de intumescimento foi 0 que apresentou
maior equilibrio em meio gastrico, alem de um menor intumescimento, e em meio intestinal
proporcionou maior intumescimento seguido da solubilizacdo da matriz. Todos os testes
realizados nos estudos de liberagdo das enzimas pancredticas confirmaram os dados
encontrados nos testes realizados anteriormente. Com isso, 0 baixo grau de intumescimento foi
preditivo com relacdo a baixa liberacdo enziméatica em meio gastrico (menor burst release),
permitindo a preservacao das atividades enziméticas. Enquanto, o alto grau de intumescimento
e a solubilizacdo da matriz foram responsaveis pela maior liberacao de amilase (40 min) e lipase
(30 min), enzimas de melhores EE. Diante disso, foi o hidrogel selecionado para ser comparado
ao Creon®.

Ja o Creon® foi submetido aos estudos de liberagio das enzimas pancreéticas nas
mesmas condic¢des simuladas para os hidrogéis, porém suas esferas ndo apresentaram total
solubilizacdo, comprometendo a liberagdo das enzimas. Em relacio a amilase, o Creon® exibiu
melhor comportamento em meio gastrico quando comparado ao hidrogel de alginato, embora
tenham apresentado liberagdes muito proximas em mesmo tempo. Quanto a protease, 0
comportamento do Creon® foi pior, tanto em meio gastrico quanto em meio intestinal, de forma
que a sua liberagdo nem foi concluida. J4 para a lipase, o comportamento do Creon® e do
hidrogel foi semelhante, embora em meio intestinal a liberagdo pelo hidrogel tenha sido
completa em 30 min enquanto o Creon® néo foi capaz de concluir a liberagdo no periodo de
analise. Desta forma o hidrogel de alginato mostrou-se capaz de proporcionar liberagdo
enzimatica de forma mais eficiente e mais rapida em meio intestinal simulado quando

comparado ao Creon®.
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Logo, a utilizagdo de polimeros naturais merece mais atencdo, uma vez que é capaz de
proporcionar maior estabilidade aos produtos biofarmacéuticos e apresenta como vantagens a
utilizacdo de técnicas simples e de baixo custo para a preparacdo das esferas. O processo de
revestimento, além de apresentar maior custo, requer varios excipientes de diferentes
funcionalidades como, agentes de revestimento, plastificantes, estabilizantes, solventes, dentre
outros, além dos excipientes ja utilizados na obtencdo de formas farmacéuticas de
administracdo oral, como agentes lubrificantes, aglutinantes, solubilizantes, etc., o que pode
resultar num aumento das interacdes excipiente-excipiente e excipiente-biofarmaco. Com isso,
o hidrogel de alginato se mostrou uma alternativa apropriada para substituir a formulagéo,

comercialmente disponivel, que contém enzimas pancreaticas.
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