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¢: angulo de contato

&: potencial zeta
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DOPA_AM: DOPA modificada pelo anidrido metacrilico
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RESUMO

Comprimidos de liberagcao modificada apresentam como vantagens principais o
aumento da adesdo dos pacientes ao tratamento e a promogao de niveis efetivos do
farmaco na corrente sanguinea, por periodos prolongados. O desenvolvimento de
novos materiais, destinados a obtencao de comprimidos matriciais torna-se mais
importante a cada dia. Polimeros e suas blendas podem ser preparados visando a
obtencdo de formulacdes de liberagdao sustentada. Grande parte dos polimeros
sintéticos utilizados na preparacao de matrizes de liberacao modificada é baseada em
monomeros acrilicos e metacrilicos. Estes Ultimos sdo moléculas versateis, altamente
reativas e capazes de interagirem entre si e com outras moléculas, inclusive com
macromoléculas naturais, permitindo o controle de propriedades quimicas e fisicas dos
polimeros obtidos, consoante a aplicacdo requerida. Neste sentido, o objetivo da
presente Tese foi preparar copolimeros pelas técnicas de polimerizagdo em suspensao
e em emulsdao, a serem empregados como excipientes para a formacao de matrizes
por compressao direta. Apds a sintese, os copolimeros foram caracterizados por
métodos espectrofotométricos e analises térmicas. Posteriormente, ensaios fisicos,
denominados micromeriticos, foram executados para estudar a funcionalidade das
particulas solidas para o uso como excipientes farmacéuticos. Para tal, foram
investigadas a morfologia, a granulometria, o Fator de Hausner, o Indice de Carr, a
velocidade de escoamento e a cotangente do angulo o. Ensaios preliminares de
viabilidade celular, para avaliacdo da citotoxicidade in vitro, foram realizados através
do método MTT. Finalmente, os excipientes contendo nanofibras de celulose
(denominados beads BNWC), beads contendo pectina de baixa metoxilagao
modificada pelo metacrilato de glicidila (BPEC) e Copolimeoros A e B liofilizados,
foram utilizados para preparar os comprimidos, via compressao direta, contendo

cloridrato de propranolol (PHCI) como farmaco modelo. A liberacdo do PHCI foi
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estudada com base nos perfis de dissolucdo obtidos empregando metodologia
adaptada da Farmacopeia Americana 322 edicao. Os excipientes preparados na forma
de beads mostraram melhores propriedades de fluxo e compressao quando
comparados com os Copolimeros liofilizados (A e B). O tempo de compressao, o tipo e
a quantidade de polimeros empregados exerceram influéncia na dureza e na liberagao
do farmaco. Os perfis de dissolugdo mostraram que comprimidos preparados com
64%p/p de BNWC, 48%p/p e 64%p/p de BPEC formaram matrizes inertes que nao
sofreram erosdo, permaneceram integras e liberaram o PHCI por um periodo superior
a 12 horas de ensaio. Para elucidagao do mecanismo de liberagdao, foram aplicados os
modelos cinéticos de Ordem Zero, Ordem Um, Korsmeyer-Peppas e Higuchi,
empregando regressao linear. Os modelos que melhor descreveram a liberacdao foram
os de Higuchi e de Korsmeyer-Peppas, indicando que a difusao foi o principal
mecanismo de liberacdo. A dureza dos comprimidos variou entre 41N e 184,5N,
sugerindo que comprimidos com maior dureza devem ser mais compactos e menos
porosos, resultando em liberagcao mais lenta. A friabilidade foi menor que 0,5% e a
variacdo do peso médio foi menor que = 10%. Por ultimo, os resultados de viabilidade
celular mostraram que os excipientes acrilicos obtidos foram atdxicos e, portanto,

adequados a aplicacOes farmacéuticas.

Palavras-chave: Compressao direta; Matrizes inertes; Polimeros acrilicos;

Polimerizacdao em emulsao; Polimerizagcdo em suspensao.
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ABSTRACT

Modified release tablets can improve patient compliance and provide extended periods
of effective drug blood levels. The development of new materials for matrix forming
tablets formulations has become more important recently and polymers and their
blends can be used to achieve sustained release. Most investigated synthetic polymers
used in the preparation of modified release tablets are based on acrylic and
methacrylic monomers. Such versatile molecules are highly reactive and are able to
interact among themselves and with other molecules, including natural
macromolecules, enabling the control of chemical and physical properties of polymers
according to the specific application. In this view, the objective of this work was to
prepare copolymers obtained by suspension and emulsion polymerization process to
be applied as a release controlling excipient in matrix tablets using direct
compression. After synthesis, the copolymers were characterized by
spectrophotometric methods and thermal analysis. Later, physical pharmaceutical
assays, named micromeritics tests, were performed in order to study the suitability of
the solid particles to be used as pharmaceutical excipient. Were investigated the
morphology, granulometry assays, Hausner ratio, Carr's index and cotangent of «
angle. Moreover, preliminary in vitro cytotoxicity assessment was made using MTT
assay. Finally the excipients containing cellulose nanowhiskers (named beads CNWB),
beads containing low-methoxyl pectin chemically modified by glycidyl methacrylate
(PECB) and lyophilized copolymers A and B were used to prepare matrix tablets by
direct compression with propranolol hydrochloride (PHCI) as model drug. The release
was studied according to dissolution profiles based on the methodology adapted from
the United States Pharmacopeia 32" edition. The excipients prepared in the form of

beads showed good flow and compressibility properties when compared with the
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copolymers lyofilized (A and B). The compression time, the type and amount of
polymer used influenced the hardness and drug release. The dissolution profiles
showed that the proposed excipient performed with 64%w/w of CNWB, 48%w/w of
PECB and 64%w/w PECB formed inert matrices that would not erode and released the
PHCI for a period exceeding 12 hours. For elucidation of the drug release mechanism,
dissolution data was analyzed using Zero-order, First-order, Korsmeyer-Peppas and
Higuchi equations, with linear regression. The models that best fits the release was
found Higuchi and Korsmeyer-Peppas, which indicates the diffusion as the main drug
release mechanism. The hardness of the tablets ranged from 41N to 184.5N,
indicating that the tablets with higher hardness may be more compact and less
porosity, resulting in slower release. Friability showed variation of results lower than
0.5% and the variation of the average weight was between £10.0%. Finally, the
results of the viability test indicated that acrylic copolymers are nontoxic and they are

expected to be biocompatible for pharmaceutical applications.

Key-words: Acrylic polymers; Direct compression; Emulsion polymerization; Inert

matrices; Suspension polymerization.
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CAPITULO 1

Introducao Geral
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omprimidos sdao as principais formas farmacéuticas administradas aos
pacientes. As razdoes mais importantes sao a popularidade entre os
prescritores, a boa aceitacdo por parte dos usudrios e a disponibilidade de
uma dose Unica, com a quantidade exata de farmaco a ser administrada,

evitando a necessidade de medidas e facilitando a autoadministragao. Os principais
beneficios para as industrias farmacéuticas recaem sobre os processos de producao e
controle de qualidade, ja bem estabelecidos. Devido aos constantes avangos nas areas
de Pesquisa e Desenvolvimento das industrias, bem como do segmento universitario,
desde a década de 60, os comprimidos deixaram de ser meros suportes fisicos para a
incorporacao de farmacos e passaram a atuar como Sistemas de Liberacdao de
Farmacos (SLFs), capazes de modular a cedéncia do principio ativo. Para tal, tem-se
investido no desenvolvimento de novos excipientes, capazes de prolongar a liberagao,
direcionar o farmaco para sitios especificos ou aumentar o tempo de permanéncia do

medicamento no organismo.

Excipiente é qualquer substancia (exceto o farmaco ou o pré-farmaco) que tem
sua seguranca avaliada e, a partir de entdo, pode ser incluido na forma farmacéutica,
com intengdes variadas, tais como, auxiliar na preparagao; fornecer estabilidade
fisica, quimica e microbiolégica ao produto; melhorar a disponibilidade do ativo no
organismo; garantir a aceitabilidade do paciente; e, melhorar ou promover qualquer

outro atributo relacionado a seguranca e efetividade do medicamento.

Grande parte dos excipientes farmacéuticos sdo polimeros. Os polimeros fazem
parte do nosso cotidiano e representam uma das classes de materiais mais versateis
gue existem, apresentando inumeras aplicacdes. Polimeros naturais, naturais
modificados e sintéticos sdo empregados como componentes de produtos de cuidados
pessoais, cosméticos, dispositivos médicos e em medicamentos convencionais e de

desempenho terapéutico avancado. Nos dias atuais, polimeros sdo desenvolvidos para
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atuarem, diretamente, no controle da liberagdo dos farmacos. Polimeros
biodegradaveis, bioadesivos, biomiméticos, terapéuticos, dendrimeros e hidrogéis
responsivos tém sido amplamente incluidos em formulagdes farmacéuticas. Os
avancos no desenvolvimento de novos SLFs dependem, concomitantemente, da

idealizacdo de novos excipientes poliméricos.

A maioria dos comprimidos de liberacao prolongada disponiveis comercialmente
€ preparada a partir da hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) como agente formador de
matriz. Porém, o mecanismo que controla a liberacdao é a gelificacdo da HPMC,
mecanismo nem sempre ideal para modular, apropriadamente, a liberagdao de
farmacos muito sollUveis. Muitas vezes, grandes quantidades de HPMC sao
necessarias. Outro problema é que o HPMC ndo possui caracteristicas de fluxo e
compressao adequados a compressao direta e a preparacdo de granulos, pela via
umida, pode gerar particulas rigidas. Neste contexto, a motivacdo da presente Tese
foi desenvolver excipientes poliméricos, baseados em mondmeros acrilicos e
metacrilicos, ja utilizados comercialmente, visando a utilizagdo dos mesmos como
agentes formadores de matrizes inertes por compressao direta. Duas vias de reagao
foram empregadas na preparacao dos copolimeros: a polimerizagdao em suspensao e a
polimerizacdo em emulsdao. O primeiro método visou a preparacao de excipientes
sélidos, na forma de esferas (beads), enquanto que o segundo objetivou a obtencao
de emulsbes acrilicas aquosas, passiveis de sofrerem secagem por liofilizacdo. Os
excipientes delineados visaram, primariamente, a preparacao de comprimidos pela via
direta, processo que envolve menos etapas, menor gasto de energia, menor tempo e
numero de excipientes, além de trazer vantagens para a estabilidade do farmaco e do
produto acabado, quando comparada com as demais vias de fabricacao de

comprimidos (granulacdo Umida e seca).
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Por outro lado, as emulsGes acrilicas podem ser utilizadas também em
processos de granulagdo pela via Umida. As emulsdes obtidas contém alto teor em
sOlidos, fato vantajoso para a granulacdo pela via Umida, ja que a quantidade de
polimero a ser usado para modular a liberacdo podera ser melhor controlada, sem
provocar umedecimento excessivo da massa a granular. Ainda, um maior teor em
sélidos pode auxiliar na formacao de matrizes plasticas com menor porosidade, menor
permeacao do meio de dissolugdao e, por consequéncia, a liberacdao podera ser
prolongada por um maior periodo de tempo. Do ponto de vista ambiental, a
preparacdao de polimeros acrilicos pelos processos em suspensao € em emulsdo, em
meio aquoso, traz vantagens, uma vez que as mesmas sao isentas de solventes
volateis. Para o organismo, a auséncia de residuos de solventes organicos reduz a

possibilidade de toxicidade.

Outro aspecto abordado foi a incorporacdo de macromoléculas naturais,
nomeadamente, a pectina, nos copolimeros sintéticos. O aumento no interesse dos
polimeros naturais é devido, principalmente, a possibilidade destes sofrerem
modificacdes quimicas, serem atdxicos, biodegradaveis e de baixo custo. Apds a
funcionalizagdao, os mesmos podem ser reticulados ou copolimerizados, originando
excipientes com funcgdes especificas, como a bioadesividade. Neste sentido, a pectina
modificada foi copolimerizada com os monOomeros acrilicos, visando obter um
excipiente mucoadesivo, capaz de aumentar o tempo de retencdo da forma
farmacéutica no organismo. A pectina foi escolhida por ter seu uso consagrado na

area farmacéutica e alimenticia.

Dadas as variacoes nas técnicas de obtencdo e caracterizacdo dos copolimeros,
assim como dos excipientes, o trabalho foi subdividido em Capitulos. No Capitulo 4,
encontra-se descrita a técnica de obtengao e caracterizagdao de um copolimero acrilico,

contendo nanofibras de celulose como coestabilizante, obtido na forma de beads,
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denominados BNWCs. O sucesso da polimerizacao foi verificado por analises
espectrométricas e térmicas. Posteriormente, os BNWCs tiveram suas propriedades
micromeriticas analisadas e foi pesquisada a toxicidade do material empregando
ensaios preliminares de viabilidade celular. No Capitulo 5, foram preparados
copolimeros pelo método em emulsdo, utilizando uma técnica inovadora, baseada no
preparo de pré-emulsdes por sonificacao e adicdo de dois pares redox, na tentativa de
controlar a exotermia da reagdo. Os copolimeros em emulsdao foram caracterizados e
secos por liofilizacdo, para a obtencdao de excipientes na forma sélida. Estes ultimos
tiveram suas propriedades micromeriticas e a toxicidade pesquisadas. No Capitulo 6,
a pectina de baixa metoxilacdo foi funcionalizada pelo mondémero metacrilato de
glicidila (GMA) na tentativa de introduzir grupos vinilicos e torna-la polimerizavel na
presenca dos mondmeros acrilicos e metacrilicos. Foram obtidos beads pelo processo
em suspensao (BPEC) que foram caracterizados e tiveram suas propriedades
micromeriticas e citotéxicas analisadas. Ainda, o processo em emulsdo foi utilizado
para obter copolimeros (EPEC) cujas propriedades mucoadesivas foram estudadas
utilizando metodologia in vitro. Os excipientes obtidos em cada etapa foram
empregados na preparacao de comprimidos, posteriormente avaliados conforme
especificacdes farmacopeicas. O objetivo do Capitulo 7 foi a modificacdo do
aminoacido 3,4-diidroxi-L-fenilalanina pela introducao de duplas ligagdes, na tentativa
de obter um mon6émero capaz de originar um polimero bioinspirado, com capacidade
adesiva. Por ultimo, foram apresentadas as Conclusdes Gerais e foram mencionadas

as Perspectivas Futuras para o presente trabalho.

E importante ressaltar o aspecto multidisciplinar envolvido na pesquisa. Depois
de sintetizados, os copolimeros foram caracterizados sob o ponto de vista das Ciéncias
de Materiais e das Ciéncias Farmacéuticas. Principios quimicos, fisico-quimicos,

matematicos, biolégicos e farmacéuticos foram aplicados no decorrer da Tese.
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CAPITULO 2

Objetivos
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2.1. Objetivo geral

esenvolver polimeros acrilicos, com e sem a incorporagcao de
macromoléculas naturais modificadas, visando a obtencdo de excipientes
para a preparacao de matrizes inertes por compressao direta para

liberacdao modificada de farmacos, dotadas ou ndo de mucoadesividade.

2.2, Objetivos especificos

2.2.1. Produzir copolimeros acrilicos na forma de esferas sdélidas (beads) pelo

processo de polimerizacao em suspensao;

2.2.2. Produzir emulsGes acrilicas via polimerizacao em emulsdao e submeter o

copolimero em emulsao ao processo de secagem por liofilizagao;

2.2.3. Modificar a pectina de baixo grau de metoxilagdao pelo metacrilato de glicidila,

para introducdo de grupos vinilicos polimerizaveis;

2.2.4 Modificar a L-DOPA pelo metacrilato de glicidila e pelo anidrido metacrilico para

introducao de grupos vinilicos polimerizaveis;

2.2.5. Empregar a pectina modificada no preparo de copolimeros acrilicos pelas vias

em suspensao e em emulsao;

2.2.6. Examinar as caracteristicas fisicas e quimicas dos copolimeros obtidos pelas

técnicas em emulsdo e em suspensdo;
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2.2.7. Avaliar as propriedades adesivas, in vitro, dos copolimeros em emulsdo

contendo a pectina modificada, pela medida da viscosidade sinérgica;

2.2.8. Estudar as caracteristicas micromeriticas dos excipientes desenvolvidos,
medindo o tamanho das particulas, a distribuicdo granulométrica, a morfologia das
particulas, a densidade aparente e compactada, bem como realizar medidas diretas e

indiretas da capacidade de fluxo;

2.2.9. Avaliar, previamente, a citotoxicidade dos excipientes obtidos pelo método da

viabilidade celular (MTT);

2.2.10. Preparar via compressao direta, sistemas matriciais utilizando os excipientes

sintetizados;

2.2.11. Submeter os comprimidos aos ensaios de controle de qualidade: peso médio,

dureza, friabilidade, perfil de dissolugao e estudo da cinética de dissolucao.



Janaina Cecilia Oliveira Villanova

CAPITULO 3

Revisao da Literatura
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3.1 REVISAO DA LITERATURA

3.1.1. Delineamento de formas farmacéuticas orais sédlidas

istoricamente, a via de administragao mais comum e convenientemente
empregada para administracdo de farmacos é a oral. Os comprimidos

continuam sendo exaustivamente estudados, pois, apresentam ampla

aceitacao por médicos e pacientes, além de apresentarem técnicas de
producao e controle ja bem estabelecidas (Rathbone et al., 2008). Desta forma, fica
clara a necessidade das industrias investirem na pesquisa de novos farmacos,
excipientes e no desenvolvimento de preparagdoes orais de liberagao modificada,
nomeadamente, comprimidos. Entre os processos disponiveis para obtencdo destes
ultimos encontram-se a via Umida, a via seca e a via direta. A compressao direta é
aquela que desperta maior interesse por parte das industrias farmacéuticas, uma vez
gue é mais rapida, simples, oferece maior estabilidade fisico-quimica aos ingredientes
ativos e para o produto acabado, gasta menos tempo e energia, além de empregar

menor nimero de equipamentos e excipientes.

Matérias-primas Liquide ou
fi solugdo aglutinante
— I
Granulagéo
Tamisacgo l Mistura |AAglomeragap Granulado
Lubrificagdo
Compactagéao
Secagem
O
Produto Mistura ““Calibragdo
acabado

Figura 3.1. Etapas da granulagao pela via Umida.
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Matérias-primas

Slugs
Trituragao
;—1 a"l

Tamisagao l Mistura Compactacéo
Granulos
Lubrificagio irregulares
Compactacao 1 1
O Mistura ) \ ; Calibragio
Produto
acabado —

Figura 3.2. Etapas da granulacao pela via seca.

Matérias-primas

Lubrificacao

n—? I f Compactacdo

Produto

Tamisacad Mistura acabado

Figura 3.3. Representacao da via de compressao direta.

As diferentes etapas envolvidas nos trés processos de compressao encontram-
se detalhadas nas Figuras 3.1, 3.2 e 3.3, que deixam claras as vantagens da
compressao direta. Normalmente, a via direta é a de escolha para a preparacao de
comprimidos cujos farmacos nao sejam de baixa poténcia, representem de 30% a
40% p/p da formulacdo, sejam termolabeis ou sensiveis a presenca de agua. A
eliminagdo do aquecimento e a auséncia dos efeitos da umidade sdo outras

caracteristicas desta via. Por consequéncia, hd um ganho de tempo na producao em
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grande escala, com reducao dos custos do produto acabado. Como a mistura sofre
menos manipulagdes, a liberacdo de pds para o ambiente € menor e, uma vez que o
granel permanece em processo por menos tempo, estarda menos sujeito a
contaminacdo cruzada. Outra importante consideracdao a ser feita é sobre as Boas
Praticas de Fabricacdo: como o numero de etapas de fabricacao é menor, a validacao

do processo torna-se mais simples (Jivraj et al., 2000; Gohel & Jogani, 2005).

Contudo, para que a compressao direta seja a via de producdo de escolha, é
necessario que sejam empregados excipientes apropriados, chamados de diretamente
compressiveis. Estes, por sua vez, precisam apresentar atributos em conformidade
com as especificacdes de qualidade, seguranca e funcionalidade. Portanto, devem
possuir propriedades fisicas adequadas, tais como, fluidez e compactabilidade.
Algumas das anadlises preconizadas para a avaliacdo destas propriedades sdo
denominadas micromeriticas, e referem-se a ciéncia que investiga caracteristicas
como forma das particulas, diametro, distribuicio de tamanho, densidade, area
superficial, carga superficial, entre outras. A partir das analises micromeriticas,
parametros como o Indice de Carr e Fator de Hausner podem ser calculados e o
comportamento do excipiente e/ou granel, frente a algumas condi¢cdes de manufatura,
podem ser previstos (Brittain, 1995; Pifferi et al., 1999; Pifferi & Restani, 2003;

Sinko, 2006; Amidon et al., 2007; Aulton, 2007; Swarbrick, 2007).

As propriedades de fluxo, compressao e consolidagao variam, principalmente,
conforme a natureza do material e seu comportamento frente as deformacgoes sofridas
durante a compactagao, que ocorre sob confinamento do granel na matriz. A maioria
dos polimeros de uso farmacéutico é ductil e a forca de compressdo maxima é
superior ao limite de escoamento, mas inferior a fragmentacdo, permitindo
deformacgao sem fratura. O tempo de compressao, a velocidade de aplicagdao da forga

de compressao e a prépria forca empregada no processo, influenciardo na resisténcia
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do material a deformacdo. Por outro lado, a capacidade de fluir livremente, boa
coesividade e boa lubrificagcao do granel sao atributos que, mesmo nao afetando os
perfis de deformacgao, interferirao no processo de compactacao e na qualidade do
produto acabado. Todos estes aspectos contribuem para a eficacia terapéutica do
medicamento, pois sao avaliados direta ou indiretamente antes da liberagao do

produto final para comercializagao (Ebba et al., 2001; Bolhuis et al., 2003).

Na maioria das vezes, respostas terapéuticas eficazes e seguras sao
conseguidas administrando-se medicamentos convencionais ou de liberagao imediata.
Outras vezes, o regime terapéutico ideal requer a administracdo de um sistema de
liberacdo capaz de prolongar o tempo de cedéncia do farmaco no organismo,
sustentar sua concentracdo plasmatica e controlar a localizacdo temporal e espacial
das moléculas in vivo, por meio da aplicacdo de principios bioldgicos e quimicos
(Swarbrick, 2007). Desta forma, alteragdes ciclicas na concentracao sao eliminadas e
a disponibilidade bioldgica do farmaco é aumentada. Também, pode ser conseguida
reducdo da toxicidade, supressdao de reagdes adversas e diminuicdo do numero de
doses administradas diariamente (Allen et al., 2005; Aulton, 2007). Nos sistemas de
liberacdo de farmacos (SLFs) administrados pela via oral os polimeros sao
incorporados visando diferentes funcdes, tais como mascarar odor e sabor
desagradaveis do farmaco, proteger o ativo de condicdes agressivas do meio
ambiente e/ou do microambiente fisioldgico, auxiliar no processo produtivo e,

principalmente, modular a liberacdo do principio ativo (Villanova et al., 2010).

Genericamente, os medicamentos orais sdlidos de liberacdo modificada podem
apresentar liberacdo retardada ou prolongada do farmaco. Estes, por sua vez, podem
ser fundamentadas em sistemas ditos matriciais, reservatérios, osmaoticos,
gastrorretensivos e mucoadesivos, dentre outros (Li & Jasti, 2006). Os principais

utilizados sdo os reservatorios e os matriciais. Sistemas reservatorios consistem de
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nucleos contendo o farmaco, revestidos por polimeros semipermeaveis, que controlam
a entrada do meio e a difusdo do farmaco dissolvido (Wen & Park, 2010). Sistemas de
bombas osmoéticas podem ser classificados como reservatoérios, nos quais um polimero
osmotico controla a saida do farmaco dissolvido por um orificio feito a /aser no
comprimido (Conley et al., 2006). Ja nas matrizes, o farmaco encontra-se disperso no
polimero e o controle da liberagao ocorre por um ou mais dos seguintes mecanismos:
difusdo, dissolucao, hidratagdao, erosao e/ou degradacao. Os sistemas matriciais
podem ser monoliticos (comprimidos) ou particulados (minicomprimidos, granulos ou
pellets, incorporados em comprimidos ou capsulas), porosos ou nao porosos (Khan,
2001; Allen et al., 2005; Aulton, 2007; Pezzini et al., 2007; Swarbrick, 2007;

Siepmann & Siepmann, 2008; Wen & Park, 2010).

Uma das possiveis classificagdes para as matrizes baseia-se no tipo de polimero
a partir das quais as mesmas sao preparadas. Os polimeros empregados podem ser
insolaveis e inertes, insoluveis e erodiveis ou hidrofilicos. Matrizes hidrofilicas de
intumescimento limitado ou ilimitado fundamentam-se em polimeros hidrofilicos que
sofrem alteracoes em presenca da agua ou meio fisioldégico, ocorrendo relaxamento
das cadeias, com pequena ou grande expansao do volume. A liberagao do farmaco se
da pelos mecanismos de difusdo e/ou degradacao/erosao da camada gelificada. Em
alguns casos, ao final do ensaio, um nucleo gelificado pode ser recuperado. Ja as
matrizes inertes sao aquelas obtidas a partir de polimeros que ndo se alteram (ou
sofrem pequenas alteracdes) em contato com os fluidos bioldgicos, nomeados
polimeros insolUveis erodiveis ou polimeros inertes. A matriz pode ser porosa ou nao,
porém, durante o transito ao longo do TGI, ndo sofre erosdo e seu “esqueleto”
permanece intacto, podendo ser recuperado apdés o ensaio de dissolucdo. Além de
polimeros inertes, excipientes hidrofobicos como as ceras, podem ser utilizados no

preparo de matrizes inertes. O mecanismo que controla a liberacao dos farmacos é a
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entrada de fluido pelos poros das matrizes, dissolucdo do farmaco e difusdao ou
percolacdo da solucdo contendo o farmaco dissolvido. Como estas matrizes possuem
canais continuos devido a porosidade, a teoria da percolacao pode ser associada ao
modelo de Higuchi para explicar a liberacdao de farmacos (Caraballo et al., 1993;
Manadas et al., 2002; Reza et al., 2003; Allen et al., 2005; Aulton, 2007; Swarbrick,

2007; Wen & Park, 2010).

A grande maioria dos medicamentos disponiveis comercialmente emprega a
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e outros derivados da celulose, como agentes
formadores da matriz. Os derivados da celulose apresentam baixo custo, facilidade de
fabricagdo, oferecem pequeno risco de liberacdo da dose total de farmaco (efeito dose
dumping), propiciam cinética de liberacdo apropriada e ja sao extensivamente
estudados. Todavia, o mecanismo que controla a liberacdo nestes sistemas é a
gelificagcao da HPMC, mecanismo nem sempre ideal para modular, apropriadamente, a
liberacdo de farmacos muito sollUveis. Muitas vezes, grandes quantidades de HPMC
sao necessarias. Outro problema é que a HPMC nao possui caracteristicas de fluxo e
compressao adequados a compressao direta e a preparacdo de granulos, pela via
Umida, pode gerar particulas rigidas (Ke et al., 2006). Neste contexto, o uso de
diferentes tipos de polimeros derivados dos acidos acrilico e metacrilico, que originam
monomeros altamente versateis, € uma alternativa ao uso dos derivados da celulose

(Dittgen & Durrani, 2007).

Contudo, grande parte dos acrilicos comercialmente disponiveis apresenta-se
na forma de dispersdes aquosas ou organicas, com baixo conteldo em sodlidos. Tal
fato torna o uso da compressdao pelas vias direta e Umida, um procedimento
trabalhoso (Villanova, 2001; QOjoe et al., 2005). Assim, a preparacao de polimeros

fundamentados em monomeros acrilicos e metacrilicos, obtidos na forma sélida, pode
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ser de particular interesse para o desenvolvimento de matrizes, pela via de

compressao direta.

3.2 Avaliacao da cinética de liberacao

O conhecimento dos fatores responsaveis pelas variagbes no tempo e na
reprodutibilidade da liberacdo de farmacos, a partir da sua forma farmacéutica, € um
parametro que contribui para a predicdo da eficacia e seguranca farmacoldgica dos
tratamentos, colaborando para solucionar problemas relativos a biodisponibilidade dos
farmacos a partir das formas farmacéuticas desenvolvidas. Para tal, o estudo da
cinética de dissolugdo é etapa fundamental do desenvolvimento farmacotécnico de
preparacoes orais sélidas de liberacao modificada (Siepmann & Siepmann, 2008; Wen

& Park, 2010; Frenning, 2011).

As ferramentas empregadas nos estudos cinéticos podem ser subdivididas em
duas categorias: 1. modelos de difusdo, cujo mecanismo de transporte do farmaco é a
difusdao apresentando componentes de degradacao; e, 2. modelos que combinam a
difusao com teorias como erosao, dissolugao, percolacao, entre outros. Os primeiros
envolvem equacdes matematicas simples, suficientes para representarem perfis
monofasicos. J& os segundos, envolvem equacgdes complexas, Uteis na descricdo de
modelos multifasicos, como as representadas na Figura 3.4 (Chen et al., 2010;

Sackett & Narasimhan, 2010; Lao et al., 2011; Xiang & McHugh, 2011).

Os modelos matematicos para a cinética de dissolugdo, aplicados in silico, sao
uma alternativa para a otimizacao de formulagdes, pois, oferecem informagdes a
respeito do transporte de massas envolvido na liberacdo de farmacos considerando
fatores como geometria, tipo de polimero, porosidade, entre outros fatores. Os

modelos mais simples e estudados no presente trabalho foram aqueles de Ordem
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Zero, Ordem Um, Higuchi e Korsmeyer-Peppas. De modo simplificado, para cada
formula podem ser tracadas curvas dos modelos propostos que sdo avaliadas por
regressao linear, empregando software EXCEL. Aquela que apresentar o fator de
correlacdo de Pearson (r) mais proximo de 1 representa o modelo que melhor

descreve a cinética de liberacdo do ativo.

+« Farmaco dissolvido

# Mondmeros e oligdmeros nao dissolvidos

+ Mondémeros e oligémeros dissolvidos

Figura 3.4. Processos de erosao, degradacgdo, dissolugdo e difusao em matrizes

poliméricas.

A descricdo de alguns dos principais modelos matematicos que expressam a

cinética do processo de liberacao de farmacos é fornecida a seguir:

Cinética de ordem zero: obtida quando existe relacdo linear entre a quantidade
dissolvida do farmaco e o tempo. E alcancada, geralmente, por formas farmacéuticas
sblidas de liberacdo modificada (Siepmann & Peppas, 2001; Manadas et al., 2002;

Allen et al., 2005; Swarbrick, 2007). Pode ser expressa do seguinte modo:
Qt=K.t [Equacgao 3.1]
onde,

Qt = quantidade dissolvida de farmaco no tempo t;
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K = constante de proporcionalidade;
t = intervalo de tempo.

Cinética de ordem 1: obtida quando ha relagdao linear entre o logaritmo da
guantidade de farmaco nado dissolvida e o tempo. Geralmente obedecida por formas
farmacéuticas de pronta liberacdo e/ou liberacdo modificada (Siepmann & Peppas,
2001; Manadas et al., 2002; Allen et al., 2005; Swarbrick, 2007). Pode ser

representada pela equagao:
LogNm =K.t [Equacao 3.2]
onde,
LogN = logaritmo neperiano;
m = massa da substancia;
K = constante de proporcionalidade;
t = intervalo de tempo.

Modelo de Higuchi (pseudo ordem zero): modelo que consiste na relacdo linear
entre a quantidade de farmaco dissolvida e a raiz quadrada do tempo (\t). Aplicado as
preparacdes farmacéuticas sélidas de liberacao modificada nas quais a dissolugao do
farmaco segue o processo de difusdo controlada (Siepmann & Peppas, 2001; Manadas

et al., 2002; Allen et al., 2005; Swarbrick, 2007). A equacao é a seguinte:
Qt =K.S .t [Equacdo 3.3]
onde,

Qt = quantidade de farmaco liberado;
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S = area superficial do comprimido e t = tempo.

Modelo de Korsmeyer-Peppas: pode ser previsto a partir da relagao entre o
logaritmo neperiano do tempo versus o logaritmo neperiano da relacao entre a
guantidade absoluta de farmaco liberada no tempo t (M;) é a quantidade total de
farmaco liberado num tempo infinito (quantidade inicial de farmaco no comprimido-
M..). Geralmente usado para analisar a liberacdo de formas farmacéuticas poliméricas
guando o mecanismo de liberacdo ndo é bem conhecido ou quando possa estar

envolvido mais de um tipo de liberagao. Dado pela equagao:

M:Kt."
M.

[Equacdo 3.4]
onde,
M; = quantidade absoluta de farmaco liberada no tempo t;

M.. = quantidade total de fdrmaco liberado num tempo infinito;

A
Il

uma constante cinética; e,

n = expoente de liberagao.

Este altimo, consoante o valor que assume, caracteriza o mecanismo de
liberacdo. Os valores de n para diferentes formas geométricas e os respectivos
mecanismos de liberacdo sao apresentados na Tabela 3.1. O modelo descreve a
liberacdo do farmaco a partir de um sistema polimérico e pode ser utilizado para
analisar os primeiros 60% de farmaco liberados, a partir da curva onde a liberacdo é
linear (Peppas, 1985; Siepmann & Peppas, 2001; Grassi & Grassi, 2005; Siepmann &

Peppas, 2008).
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Uma resposta terapéutica adequada é obtida quando niveis plasmaticos
apropriados do farmaco sdo alcancados e se mantém dentro da janela terapéutica,
com um minimo de flutuagdes. Produtos de liberacdo sustentada sdo capazes de
promover niveis de farmaco adequados e constantes no organismo. A situacdo ideal
de liberacdo seria aquela na qual o farmaco é liberado do sistema matricial a uma
velocidade mantida constante do inicio ao fim: modelo cinético de ordem zero (Allen

et al., 2005; Aulton, 2007; Swarbrick, 2007).

TABELA 3.1. Expoente n de Korsmeyer-Peppas e mecanismos de liberacao

Expoente n Mecanismo de liberacao
Filme fino Cilindro Esfera
<0,5 < 0,45 <0,43 Difusao Fickiana
0,5<n«<1 0,45 <n< 0,89 0,43 <n<0,85 Transporte andmalo
> 1 > 0,89 > 0,85 Transporte Caso II

Na Figura 3.5 é feita uma comparacao entre os perfis de liberacdo pelo modelo

de Higuchi e o de ordem zero, que pode ser considerado o ideal.
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Perfil: ordem zero Perfil: Higuchi
Taxa de liberagdo: inicial = final Taxa de liberagao: inicial > final

Figura 3.5. Comparagcao entre os modelos de Ordem Zero e Higuchi (Adaptado de

Villanova, 2001).
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3.3. Obtencao de excipientes acrilicos visando a preparacao de matrizes

inertes por compressao direta

E cada vez maior, na literatura farmacéutica, o numero de artigos que relatam
pesquisas voltadas para o estudo de excipientes farmacéuticos destinados a
preparacao de sistemas de liberacdo modificada de farmacos (Parojci¢ et al., 2004;
Varma et al., 2004; Ishikawa et al., 2005; Tanaka et al., 2005; Akhgari, 2006;
Hamman & Tarirai, 2006; Bhimte & Tayade, 2007; Jain et al., 2007; Chen, 2008;
Siepmann et al., 2008; Souto-Maior et al., 2008; Kim et a.l, 2009; Tadros, 2009;

Builders et al., 2010).

Como mencionado anteriormente, a maioria dos copolimeros sintéticos
empregada na preparacao de comprimidos matriciais visando liberagao prolongada de
farmacos € baseada nos mondmeros acrilicos e metacrilicos. Estes ultimos sdo
moléculas altamente reativas e versateis, j@ que podem interagir entre si e com
outras moléculas, originando polimeros e copolimeros com propriedades fisicas e
guimicas adequadas a dada necessidade (Dittgen et al., 1997; Khan & Reddy, 1997;

Mark, 2003; Sinko, 2006; Uchegbu & Schatzlein, 2006).

Grande parte dos polimeros acrilicos disponiveis no mercado é destinada ao
revestimento de comprimidos, técnica trabalhosa, que envolve grande numero de
etapas, excipientes e, em alguns casos, o uso de solventes orgénicos (Wu & McGinity,
2003; Zheng & McGinity, 2003; Dashevsky, 2004). Ainda, excipientes acrilicos
disponiveis para a preparacao de sistemas matriciais, comercialmente disponiveis,
caracterizam-se por serem dispersdes com baixo teor em soélidos (cerca de 40%), o
que leva a necessidade de utilizar a técnica de granulagdo por via Umida, nem sempre
com sucesso, ja que ha a necessidade do uso de grande quantidade do polimero,

inviabilizando a preparacao (Villanova, 2001; Ojoe et al., 2005). Tais dificuldades
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justificam o interesse na producdao de excipientes poliméricos na forma sdlida

destinados a preparacao de matrizes inertes por compressao direta.

Para a producdo dos excipientes, a escolha dos mondmeros fundamentou-se no
conhecimento da composicdo das dispersdes poliméricas de uso farmacéutico
disponiveis comercialmente, uma vez que as monografias dos mesmos encontram-se
inscritas nas Farmacopeias (USP, 2009; British Pharmacopoeia, 2009). Os monémeros
escolhidos foram o acrilato de etila (EA), metacrilato de metila (MMA) e metacrilato de

butila (BMA), cujas estruturas quimicas sao apresentadas Figura 3.6.

EA MMA BMA

O
o
H,C
CHj o

Figura 3.6. Estrutura quimica do EA, MMA e BMA.

O acrilato de etila (EA) € um mondmero acrilico que se apresenta como liquido
claro, incolor, volatil e com odor acido caracteristico. A massa molar do EA é igual a
100,12 (CsHgO,). O EA é muito pouco soluvel em agua (1,5 g/100 mL), solavel em
cloroformio e etanol. Jd4 o metacrilato de metila (MMA), é um mondmero metacrilico
encontrado na forma de liquido incolor, volatil, com odor caracteristico e massa molar
igual a 100,12 (CsHgO,). Sua solubilidade em agua é de 1,6 g/100 mL, sendo soluvel
na maioria dos solventes organicos. O metacrilato de butila (BMA) caracteriza-se por
ser um monémero metacrilico liquido, incolor, que possui odor adocicado,
caracteristico de ésteres. Sua férmula molecular é CgH;4,0, e sua massa molar é
142,20. Como os demais ésteres acrilicos e metacrilicos, € muito pouco soluvel em
agua e soluvel em solventes organicos. O EA, o MMA e o BMA polimerizam-se

rapidamente, sendo a reagao iniciada e acelerada pela presenca de aquecimento, luz e
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peroxidos. Quimicamente, a diferenca entre os monOmeros reside na presenca do
grupo metila (CHs) ligado ao carbono que contém a dupla ligacdo (MMA) e pela
presenca do grupo butila ligado ao oxigénio do éster (BMA). Os mondémeros acrilicos e
metacrilicos apresentam diferentes propriedades fisico-quimicas, entre elas, as

temperaturas de transicdo vitrea.

A temperatura de transigao vitrea (T4) é o valor médio de temperatura acima da
qual ocorrera mobilidade das cadeias macromoleculares, durante o processo de
aquecimento. Para o homopolimero EA, a temperatura de transigdo vitrea (T4) € de -
220 C. Para o homopolimero BMA a T, relatada € de 20° C e, para o homopolimero
MMA, a T, é de 104° C. Monémeros que geram polimeros com T4 elevada, tais como o
MMA, tendem a aumentar a rigidez do material obtido enquanto que, mondmeros que
ddo origem a polimeros com Ty reduzida, como o BMA e o EA, contribuem para o
aumento da flexibilidade e da maciez do polimero formado. Portanto, a variacao entre
a proporcao dos mesmos permite a obtencdo de materiais com propriedades

adequadas a cada aplicagao.

Em decorréncia dos avancos no desenvolvimento de novos sistemas de
liberacdo de farmacos, inclusive de formas farmacéuticas sélidas orais, os excipientes
devem ser idealizados para exercerem fungoes especificas nas formulacdes, tais
como, melhorar a biodisponibilidade do farmaco, aumentar a estabilidade do produto
final e otimizar as caracteristicas de manufaturabilidade dos medicamentos (Pifferi &
Restani, 2003; Gohel & Jogani, 2005; Hamman & Tarirai, 2006; Amidon et al., 2007;

Gonnissen et al., 2007; Beneke et al., 2009).

Neste contexto, o objetivo principal da presente Tese foi o desenvolvimento de
excipientes baseados em mondmeros acrilicos e metacrilicos (altamente reativos), na

forma sodlida, com capacidade para modular a liberacdo do farmaco e, ao mesmo
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tempo, com caracteristicas adequadas a compressao pela via direta. Os excipientes
poliméricos foram obtidos pelas técnicas de polimerizagdo em suspensdao em emulsao.
A partir dos copolimeros obtidos nos Capitulos 4, 5 e 6, foram preparadas matrizes
inertes, utilizando a compressao pela via direta. Posteriormente, os comprimidos
matriciais obtidos foram submetidos aos ensaios fisicos de peso médio, dureza e
friabilidade. A liberacdo do farmaco foi avaliada in vitro, por meio da obtencdo dos
perfis de dissolucdo e estudos da cinética de dissolucdo. As analises dos resultados
permitiram decidir se, nas condigdes de fabricagdao, os excipientes sintetizados foram

aptos a formacao de matrizes adequadas utilizando um farmaco modelo.

O farmaco modelo eleito para os estudos de dissolucdo foi o cloridrato de
propranolol (1-isopropilamino-3-(1-naftiloxi)-2-propanol), que se apresenta como po
branco ou quase branco, cristalino, inodoro, com sabor amargo, nao higroscépico,
estavel ao calor e instavel a luz. Sua massa molar é de 295, 81 g e sua féormula
molecular é C;¢H,1:NO,. O farmaco é sollvel em agua (1:30) e, em solugdes aquosas,
decompde-se por oxidagdao da cadeia isopropilamina (British Pramacopoeia, 2009;

USP, 2009). A estrutura quimica do farmaco é dada na Figura 3.7.

CH
A
O/YH CH,

OH

Figura 3.7. Estrutura quimica do cloridrato de propranolol.

O cloridrato de propranolol (PHCI) é um B-bloqueador adrenérgico, utilizado no
tratamento da hipertensao e angina pectoris. E um farmaco pertencente ao grupo I do
Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (alta solubilidade e alta permeabilidade).

Sua biodisponibilidade oral é de, aproximadamente, 26 + 10% e sua meia-vida
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plasmatica (t;.) é de 3,4 = 1,3 horas. Neste contexto, o PHCI foi escolhido por
apresentar t;, relativamente curta, sofrer consideravel efeito de primeira passagem e
ser soluvel em agua, o que requer a administracdo de doses diarias frequentes.
Assim, a incorporacao do PHCI em comprimidos de liberagdao prolongada representa

um real desafio para os formuladores (Martindale, 2007; Patel et al., 2010).
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CAPITULO 4

Obtencao e caracterizacao de beads por polimerizacao em suspensao e

preparacao de matrizes por compressao direta
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4.1. Polimerizacao em suspensao

objetivo principal do presente Capitulo foi desenvolver um excipiente

acrilico, na forma sélida, a ser utilizado na preparacao de comprimidos

matriciais por compressao direta. A técnica escolhida para a preparacao

do excipiente, em escala laboratorial, foi a polimerizagao em suspensao,
método que fornece copolimeros no estado sdélido, na forma de pérolas (esferas ou
beads). Na técnica, um mondmero ou uma mistura de mondmeros é dispersa, por
agitacao mecanica forte, formando goticulas suspensas em uma segunda fase, na qual
polimeros e mondmeros sao insoluveis. O inicio do processo envolve a geragao de
radicais livres, ocorrendo na gota de mon6mero, onde iniciadores ou catalisadores sao
sollveis. A quantidade usual do iniciador varia de 0,1 a 0,5%p/p em relacdo a massa
dos mondmeros. As gotas de mondomeros e polimeros sofrem dispersao na fase
aquosa mediante ajuda de agentes suspensores (estabilizantes). A estabilidade pode
ser alcangada por diferentes mecanismos, entre eles, por estabilizacdo estérea e/ou
estabilizacdao eletrostatica (Yuan et al., 1991; Downding & Vincent, 2000; Santos et

al., 2008).

O processo de polimerizacdo em suspensdo apresenta inuUmeras vantagens
quando comparada aos processos de polimerizagdo em solugdo ou emulsdo. A
remocdo de calor e consequente controle eficiente da temperatura durante a reacgao,
devido a baixa viscosidade do meio, € uma das principais. As particulas formadas na
polimerizacdo em suspensdo sao esféricas, podendo apresentar diferentes tamanhos.
Além disso, o produto final tem elevada pureza e a separacdo é simples, podendo ser
feita por filtracdo e/ou sedimentagdao. Outra vantagem é que a polimerizacdo ocorre
com altas taxas de conversao dos mondmeros. Por Ultimo, a polimerizagdo em

suspensdao € mais rapida, envolve menos etapas e com custo mais baixo se
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comparada a outros métodos (Yuan et al., 1991; Downding & Vincent, 2000; Hashim

& Brooks, 2002; Hashim & Brooks, 2004).

A principal dificuldade da técnica de polimerizacdo em suspensdo é a tendéncia
ao aumento da viscosidade no sistema e aglomeragao das esferas. Em consequéncia,
o controle do tamanho e distribuicdo das particulas é prejudicado. Tais problemas
podem ser contornados pelo ajuste de parametros da reagdao como: velocidade de
agitacao, temperatura da reagao, tipo de reator e composigao do sistema (Maggioris
et al., 2000; Dowding & Vincent, 2000; Kichatov et al., 2003; Hashim & Brooks,
2004; Jahanzad et al., 2005; Kotoulas & Kiparissides, 2006; Alexopoulos &

Kiparissides, 2007; Jahanzad et al., 2008).

A alternativa mais estudada para contornar tais problemas é a introducdo de
agentes estabilizantes hidrossolUveis na formulagcdao, que atuam como protetores
coloidais. Inumeros sdo os estabilizantes empregados no processo, cabendo destacar
o uso do poli(alcool vinilico), da poli(vinil pirrolidona), do poli(acido acrilico), de
argilas, de gomas naturais e de éteres derivados da celulose, tais como a
hidroxipropilmetilcelulose e a celulose microcristalina (CMC) (He et al., 2002;
Jahanzada et al., 2005; Georgiadou & Brooks, 2006; Guerrero-Sanchez et al., 2006).
Efeito dispersante similar pode ser obtido pela adicdo de particulas inorganicas
insolaveis, finamente divididas, tais como a silica, a laponita, a montmorilonita,
carbonatos e d6xidos nanoparticulados, entre outros (Voorn et al., 2006; Morishita &

Kawaguchi, 2009; Wang et al., 2009; Bachinger & Kickelbick, 2010; Ma et al., 2010).

Neste sentido, o objetivo secundario do trabalho foi estudar a adicdo de um
novo agente estabilizante, nomeadamente, as nanofibras de celulose, na tentativa de
obter beads com menor tamanho de particula e distribuicdo granulométrica uniforme.

Particulas preparadas a partir da celulose ou seus derivados, com tamanho igual ou
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menor a 100 nm, sdao denominados nanowhiskers de celulose (NWCs) ou nanofibras
de celulose. As nanofibras de celulose possuem inimeras vantagens em relagdo a
outros materiais nanoestruturados, como facilidade no processo de obtengao, baixo
custo da matéria-prima e caracteristicas diversificadas em funcao do substrato natural
de origem (Silva et al., 2009; Mesquita et al., 2010). Desde a década de 90, ha um
crescente interesse no uso das nanowhiskers na preparacao de nanocompdsitos de
matrizes poliméricas devido, principalmente, a sua grande area superficial, baixa
densidade e biodegradabilidade em condicdes especificas. Outro motivo é a
abundancia do material de partida a partir de fontes renovaveis, inclusive, a partir da
CMC (Petersson et al., 2007; Capadona et al., 2009, Kumar et al., 2009; Petersson et
al., 2009; Qi et al., 2009; Dufresne, 2010). Pei e colaboradores (2010) empregaram
nanofibras de celulose, parcialmente modificadas com silandis, como agentes de
nucleacdo para melhorar as caracteristicas de cristalizacdo do poli(acido lactico)
(PLA). Os autores concluiram que o método foi eficiente no aumento da densidade de

nucleagao e taxa de cristalizacao do PLA.

O Capitulo foi dividido em trés etapas. Na primeira, foi proposta a obtencdo de
beads a partir de mon6meros acrilicos, visando obter um excipiente inerte a ser
testado na preparagcao de comprimidos matriciais de liberacdao prolongada. Foram
empregadas as nanofibras de celulose como agentes estabilizantes, na tentativa de
controlar o tamanho e a distribuicao do tamanho dos beads, uma vez que excipientes
diretamente compressiveis devem apresentar fluxo livre e boa compressibilidade,
caracteristicas que podem ser controladas, dentre outros fatores, pelo tamanho e
esfericidade das particulas. Na segunda fase, os beads obtidos foram caracterizados
do ponto de vista quimico e foram realizados ensaios fisicos, de carater farmacéutico,
gue permitiram avaliar a aplicabilidade do material como excipiente farmacéutico.

Ainda nesta etapa, foi feita a avaliagao preliminar da citotoxicidade in vitro das
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amostras obtidas, empregando o ensaio de MTT. Por ultimo, o excipiente foi utilizado
na preparacao de comprimidos matriciais contendo cloridrato de propranolol. A
liberacao do farmaco foi estudada por meio da obtencdo de perfis de dissolucdo, de
acordo com metodologia adaptada da United States Pharmacopeia (USP) 32" edicdo e
os comprimidos foram avaliados mediante especificacdes com relacdo ao peso médio,

dureza e friabilidade.
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4.2. MATERIAIS E MéTODOS
4.2.1. MATERIAIS

4.2.1.1. Reagentes

» Acrilato de etila - Aldrich

» Metacrilato de metila — Aldrich

» Metacrilato de butila - Aldrich

» Poli(acido acrilico) - Aldrich

» Peroxido de benzoila - Vetec

» Sulfato de sdédio - Synth

» Celulose nanocristalina. As nanofibras de celulose foram produzidas pelo
Laboratério de Fisico-Quimica da UFMG

= Cloridrato de propranolol (PHCI). Lote: PRO7091F12. Validade: 08/2012.
Fornecedor: Attivos Magistrais. Teor: 101,09% (Laudo de Analise) (Gentilmente
doado pela Pharma Ponte, Sorocaba)

» Cloridrato de propranolol (PHCI) - Substancia Quimica de Referéncia (SQR).
Lote: 1005 (Gentilmente doado pela Pharma Ponte, Sorocaba)

= Celulose microcristalina PH 102 (Comprecel®). Lote: C0910038. Validade:
10/2012. Fornecedor: Valdequimica. (Gentilmente doado pela Pharma Ponte,
Sorocaba)

= Didxido de silicio coloidal (Aerosil®) - Aldrich

» Cloreto de sodio Grau Reagente — Synth

= Acido cloridrico Grau Reagente - Synth

= Acido citrico monoidratado Grau Reagente - Synth

» Fosfato de sddio dibasico anidro Grau Reagente - Synth

» [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolico] (MTT) - Aldrich
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Meio de cultura Eagle modificado (DMEM) - Gibco
Solugao salina fosfato tamponada (PBS) - Gibco

Soro fetal bovino (SFB) - Gibco

.2. Equipamentos

Balancga analitica Bioprecisa, modelo FA2104N

Agitador mecanico Fisatom, modelo 713 D

Manta aquecedora Fisatom, modelo 102K

Espectrofotometro Thermo Scientific, modelo Nicolet Nexus 470
Espectrofotometro ABB Bomen, modelo MB102

Sistema de Calorimetria Exploratoria Diferencial Shimadzu, modelo DSC50
Sistema de Analise Termogravimétrica Shimadzu, modelo DTG60
Microscopio Eletronico de Varredura JEOL, modelo JSM-5410
Granulometro a laser CILAS, modelo 1064

Compactador automatico (Volumeter Tapped Density) Erweka, modelo SVM 201
Aparelho de escoamento (Granulate Flow Tester), Erweka, modelo GTB
Prensa automatica CIOLA, com matriz cilindrica e puncdao de 11 mm
Balanga Analitica Bel Engineering, modelo Mark 210 A

Durémetro digital portatil, Nova Etica, modelo 298/DGP

Friabildmetro Nova Etica, modelo 300.1

Aparelho de dissolugao Quimis, modelo Q850 - 8 Provas
Espectrofotometro UV-VIS Shimadzu, modelo 1601 PC

Espectrofotometro Anthos Labtec Instruments, modelo ADAP 1.6
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4.2.2. METODOS

4.2.2.1. Preparacao dos beads por polimerizacao em suspensao

Os monomeros usados foram o EA, MMA e o BMA, empregados sem purificacao
prévia. O perdoxido de benzoila (PB) foi usado como iniciador, na quantidade de 0,6%
em relacdo a massa dos mondmeros. Um excesso de PB foi utilizado, uma vez que
sua meia-vida diminui com o aumento da temperatura (cerca de 3,8 horas a 80° C e
de 1,2 horas a 90° C), podendo ter sua eficacia reduzida. O poli(acido acrilico) foi
usado com fungao estabilizante. As nanofibras de celulose foram utilizadas com o
intuito de auxiliarem na estabilizagdo do sistema, atuando como coestabilizantes. Os

componentes da preparagao encontram-se descritos na Tabela 4.1.

Para a realizacdo da sintese foi empregado um baldo de 250 mL, tritubulado,
equipado com um agitador mecanico digital, um termdémetro e um sistema de entrada
de nitrogénio, para controle do microambiente de polimerizacdo. Uma manta de
aquecimento/resfriamento foi empregada para controlar a temperatura durante a

polimerizagao.

Para a preparacao dos beads puros (denominados BPs), parte do poli(acido
acrilico) e o sulfato de sdédio foram pesados, dissolvidos na agua purificada e
adicionados ao reator. Separadamente, o PB foi pesado e dissolvido na mistura dos
mondmeros (BMA, MMA e EA), que foi adicionada ao reator. O aquecimento foi
iniciado até alcance de temperatura estavel e constante, entre 75 e 78° C. Agitacao
mecéanica intensa foi mantida (750 rpm) durante 75 minutos, tempo apds o qual foi
adicionado o restante do poli(acido acrilico) previamente solubilizado em 5 mL de
agua purificada. A temperatura foi ajustada para 90° C e a agitagdao continuou por
mais 90 minutos. Apds resfriamento até temperatura ambiente, foram adicionados

0,14 mL de perdéxido de hidrogénio para o consumo de mondomeros residuais. Os
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beads assim obtidos foram lavados, sob vacuo, com agua em abundéncia e deixados
no dessecador até secagem total. Dispersao aquosa a 0,6%p/V dos NWCs foi
previamente preparada e, quando utilizada, foi adicionada ao reator, no inicio do

processo. Beads contendo nanocristais de celulose foram designados BNWCs.

TABELA 4.1. Composicao dos sistemas em suspensao

Componentes BP BNWC
Agua purificada 60,00 mL 60,00 mL
Poli(acido acrilico) 0,20 g 0,20 g
Sulfato de sddio 0,20 g 0,20 g
BMA 24,00 g 24,00 g
MMA 8,00 g 8,00 g
EA 8,00 g 8,00 g
Perdxido de benzoila 0,20 g 0,20 g
NWCs - 0,049

BP = beads puros; BNWC = beads contendo nanowhiskers de celulose.

A proporcao de mon6meros que propiciou as melhores condicbes de
polimerizagao foi 60:20:20 (BMA:MMA:EA). Foi testada, inicialmente, a adicao de 1%
de NWCs, o que inviabilizou a polimerizacdo, causando aglomeracdo no sistema.
Reducdo da quantidade para 0,1% em massa de mondmeros mostrou ser ideal,

originando beads esféricos, transparentes e isentos de aglomeracao.
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4.2.2.2. Caracterizacao dos beads

4.2.2.2.1. Analises espectrofotométricas

Os espectros FTIR dos monOomeros foram obtidos em espectrometro Thermo Scientific
Nicolet 6700, no modo de absor¢do, com resolucdo melhor que 4 cm™, adquiridos com
64 acumulagdes, sob purga de nitrogénio seco. As amostras foram analisadas
utilizando placas de CaF,. Para avaliacao dos beads, os mesmos foram previamente
dissolvidos em tetraidrofurano e foram preparados filmes por casting, com secagem a
40° C, por 24 horas. Espectros micro-FTIR-ATR, na regido de 650 - 4000 cm™ foram
obtidos, empregando-se microscopio Centaurus acoplado ao espectrofotdmetro,
utilizando cristal de germanio. Os espectros foram adquiridos com 64 acumulacdes,

com resolucdo espectral melhor que 4 cm™, sob purga de nitrogénio seco.

4.2.2.2.2, Analises térmicas

Para pesquisar os eventos térmicos nos copolimeros, analises termogravimétricas (TG,
DTG e DTA) foram realizadas em aparelho Shimadzu DTG60, em cadinho de aluminio,
sob atmosfera de N,, com fluxo de 100 mL por minuto e razao de aquecimento foi de
102 C por minuto. As analises de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) foram
efetuadas em equipamento Shimadzu DSC50, em cadinho de aluminio, sob atmosfera
de nitrogénio, com fluxo de 50 mL/minuto. Para todas as amostras, foram realizadas
duas corridas: a primeira (isoterma de equilibrio) foi feita entre as temperaturas de -
109 C a 100° C, com rampa de aquecimento de 10° C por minuto. A segunda corrida

foi realizada entre -10° C e 400° C, com rampa de aquecimento de 10° C por minuto.

4.2.2.2.3. Analises micromeriticas

Uma vez que os beads obtidos foram preparados visando aplicagdo como excipientes

farmacéuticos, os mesmos foram submetidos a analises micromeriticas para estudo da
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morfologia e granulometria, parametros determinantes para o sucesso da

processabilidade de comprimidos.

Morfologia das particulas

A morfologia dos beads foi avaliada por microscopia eletronica de varredura (MEV).
Para tal, as particulas foram recobertas com ouro e as imagens foram adquiridas em

equipamento JEOL, modelo JSM-5410, com um potencial de aceleracao de 10 kV.

Analise granulométrica

Para determinagao do tamanho médio das particulas e da distribuicdo granulométrica
acumulada, foi empregada a anadlise por difracdo de raios laser, em granulometro
CILAS, modelo 1064. Para realizacao das analises, as amostras foram passadas em
tamis, dispersas em agua e submetidas a ultrassom por 60 segundos. A varredura foi
realizada entre 1 um e 500 pum. Foram calculados, pelo software, os valores da
frequéncia da distribuicdo de tamanho (digy, dsow € dogs). Tais valores referem-se a
média dos diametros de particulas nos intervalos abaixo de 10%, 50% e 90% na
curva de distribuicdao de tamanho. A partir destes dados, o indice de polidispersao (IP)
para o tamanho das particulas foi definido, empregando a equacao 4.1 (Torrado et al.,

1989; Khunawattanakul et al., 2008):

IP = d90% - le%

[Equacao 4.1]

d50%

onde:

IP = indice de polidispersao;
degey = frequéncia de tamanho de 90% das particulas (pm);
dsoe, = frequéncia de tamanho de 50% das particulas (pm);

dige, = frequéncia de tamanho de 10% das particulas (um).
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Determinacao da densidade aparente e da densidade compactada dos beads

A densidade aparente e a densidade compactada do material foram medidas de modo
indireto, através do volume aparente, conforme mencionado na British Pharmacopoeia
(2009) e na USP (2009). Os testes foram realizados empregando um compactador
automatico Erweka Volumeter Tapped, modelo SVM. Para a densidade aparente, 60%
do volume de uma proveta graduada de 100 mL foi preenchido. A massa referente ao
volume ocupado (60 mL) foi pesada em balanca analitica. A densidade aparente foi

calculada empregando-se a Equagao 4.2:

Va

onde: [Equacao 4.2]

d, = densidade aparente (g/mL);

m = massa (g);

V, = volume aparente (mL).

Para a densidade compactada, a proveta contendo a amostra foi acoplada ao
volumetro e o ciclo de batidas foi iniciado. O volume aparente foi anotado apds 10
batidas (Vio), 500 batidas (Vso0) € depois de 1250 batidas (Vi»s0). Em casos onde a
diferenca entre Vsqg € V1250 fOi maior que 2%, outro ciclo de 1250 batidas foi realizado.
O procedimento se repetiu até obtencdo de variacdo inferior a 2% (British
Pharmacopeia, 2009; USP, 2009). O volume compactado final foi o da Uultima

determinagdo, devendo ser calculado segundo a Equacao 4.3:
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M
dc = —
Wi .
onde: [Equacao 4.3]
d. = densidade compactada (g/mL);
m = massa (g);
V. = volume compactado final (mL).

A partir dos valores das densidades aparente e compactada, foram
calculados o Indice de Compressibilidade percentual (IC%) e o Fator de Hausner (FH),
empregando as Equacdes 4.4 e 4.5, respectivamente (Schiisselle & Bauer-Brandl,

2003; Swarbrick, 2007).

c% = d-da

dc

onde: [Equacgao 4.4]
IC = Indice de Compressibilidade (Indice de Carr);
d. = densidade compactada (g/mL);

d, = densidade aparente (g/mL).

dc
FH =

da

onde: [Equacao 4.5]

FH = Fator de Hausner;

d. = densidade compactada (g/mL);

d, = densidade aparente (g/mL).
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Os indices de Carr e de Hausner constituem-se como medidas indiretas do fluxo
e nao a facilidade ou velocidade com que as particulas escoam. Para avaliar estes dois
ultimos parametros, pode-se determinar o tempo de escoamento e a cotangente do

angulo o, consideradas medidas diretas do fluxo (Aulton, 2007; Alves et al., 2008).

Analise da velocidade de escoamento e da cotangente de o

O fluxo do material foi determinado em aparelho Erweka Granulate Flow Tester, tipo
GWF, a partir da medida do tempo de escoamento da amostra. Para realizacdo do
ensaio, foram pesados 44 g do material a ser analisado, que foi transferido para o
funil de 12 mm, acoplado ao equipamento, no modo sem vibragao. O orificio de
escoamento do funil foi aberto e o tempo gasto para a massa escoar foi medido
(Schisselle & Bauer-Brandl, 2003). A cotangente do angulo o foi calculada a partir da
Equacdo 4.6. Os parametros necessarios a interpretacdo dos resultados obtidos

através da analise da velocidade de escoamento sao fornecidos na Tabela 4.2.

Tempo de escoamento (segundos)
Cotangente de o =

Quantidade de amostra que escooU (gramas)

[Equacao 4.6]

TABELA 4.2. Caracteristicas de fluxo dos sélidos particulados de acordo com o tempo

de escoamento e a cotangente de « (Sinko, 2006; Aulton, 2007; Swarbrick, 2007)

Caracteristica de Tempo de escoamento Cotangente de o
fluxo
(segundos)
Otimo <10 <0,1
Suficiente 10 <t < 30 0,1 <cotga<0,3

Ruim > 30 >0,3
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4.2.2.2.4. Ensaios de viabilidade celular

Os ensaios de viabilidade foram realizados conforme metodologia descrita por
Carvalho et al. (2009). Os testes foram realizados em culturas de fibroblastos
gengivais humanos. Tecidos de gengiva livre foram desqueratinizados para eliminagao
de células epiteliais e, cortados com bisturi reto (2 mm/2 mm). Em cada poco das
placas foram colocadas 3 amostras de tecidos, que foram cobertas com meio Eagle
modificado (DMEM), contendo 10% de soro fetal bovino (SFB). Apds a fixacdao das
células no fundo dos pocos, os pedacos de gengiva livre foram lavados, mediante
troca do meio a cada trés dias. Quando os fibroblastos gengivais atingiram confluéncia
de 90%, foram tripsinizados e transferidos para frascos de cultura T25. Os
fibroblastos gengivais humanos da terceira passagem foram plagqueados
(concentragdo de 1 X 10* células/mm?® por poco), em placas de 24 pogos. As
populacdes celulares foram normalizadas com meio sem soro, durante 24 horas. Apds
esse periodo, o meio foi aspirado e trocado por meio contendo SFB. Aos pocos foram
adicionas amostras dos materiais a serem testados, na quantidade de 10mg/mL. Os
controles empregados foram: 1. células e meio DMEM com 10% de SFB; 2. células e
meio DMEM sem SFB; 3. solugao salina fosfato tamponada - PBS (controle positivo);

4. 10mg/mL de fio ortoddntico (controle negativo).

Apds 24 horas todo o meio foi aspirado e foram colocados 210 pL de meio de
cultura com soro em cada poco, aos quais foram acrescentados 170 pL de MTT
(5mg/mL). As placas foram incubadas por 4 horas em estufa a 37° C e ambiente de
5% de CO,. Em seguida foram colocados 210 pL de solugao de HCl a 4%p/V em
isopropanol. Decorridos 10 minutos, foi retirada uma aliquota de 100 pL de cada pogo
e transferida para a placa de 96 pocos plana. A quantificacdo foi feita em

espectrofotdmetro ADAP 1.6, com filtro de 595 nm.
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Todos os ensaios foram realizados em triplicata (n=3). A analise estatistica foi
realizada com o emprego do programa PRISM, One Way/ ANOVA/ Bonferroni

(GraphPad, San Diego, CA), com nivel de significancia de 5% (p<0,05).

4.2.2.2.5. Preparacao dos comprimidos a partir dos BNWCs

Foram preparados 50 comprimidos de cada formulacdo, contendo 160 mg de PHCI,
em escala laboratorial. As amostras de 1 a 4 (Tabela 4.3) foram obtidas por
compressao direta. Inicialmente, os componentes foram pesados um a um, aplicando-
se o fator de correcao de 0,99 para corrigir o teor do PHCI. Farmaco e excipientes
foram passados em tamis 80 mesh (180 um). Os componentes foram transferidos
para sacos plasticos e misturados, por agitacdo manual, durante 5 minutos. O
Aerosil® foi adicionado e a agitacdo continuou por mais 1 minuto. Comprimidos de 500
mg foram obtidos a partir das misturas empregando prensa CIOLA, no modo
automatico, utilizando matriz cilindrica e pungcao de 11 mm. A forca de compressao
utilizada foi de 60 KN. O tempo de compressao variou de 30 segundos a 2 minutos

(Férmulas 3 e 4).

TABELA 4.3. Composicao qualitativa e quantitativa dos comprimidos

Componentes 1 2 3 4

Cloridrato de propranolol 32 32 32 32

BNWCs 32 48 64 67
Celulose microcristalina 35 19 3 0
Aerosil® 1 1 1 1

*Quantidades fornecidas em %p/p.
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4.2.2.2.6. Controle de qualidade das matérias-primas e obtencao da curva

analitica do PHCI

Identificacao do cloridrato de propranolol por FTIR e UV

O PHCI grau farmacéutico foi submetido ao ensaio de identificacdo por
espectrofotometria na regidao do infravermelho, por transformada de Fourier (FTIR).
Os espectros foram obtidos em pastilhas de KBR, empregando espectrofotometro ABB

Bomen, modelo MB102, com resolucdo de 4 cm™ e 128 varreduras.

A técnica de espectrofotometria na regido do UV também foi empregada. Foram
preparadas solugdes do PHCI na concentracao de 40 ug/mL, em diferentes meios:
agua, tampao pH 1,2 e tampao pH 6,8, e foram obtidos espectros utilizando

equipamento Perkin Elmer, modelo Lambda EZ 210, entre 200 e 400 nm.

Pesquisa da possibilidade de interferéncia dos excipientes na quantificacao

do PHCI

A possibilidade de ocorréncia de interferéncias na quantificacdo do PHCI foi pesquisada
por espectrofotometria na regidao do UV. Para tal, foram preparadas misturas fisicas
entre o PHCI e os agentes formadores de matrizes testados. As misturas foram
dispersas em agua, sonificadas por 15 minutos e centrifugadas. As leituras foram
feitas em aliquotas do sobrenadante e foram obtidos espectros entre 200 e 400 nm. A

proporcao farmaco:excipiente foi de 1:1.

Obtencao da curva analitica do PHCI para quantificacao do farmaco

Para permitir a quantificacdo do farmaco a partir dos perfis de dissolucao, foi tracada

a curva analitica para o PHCI (SQR) em &gua, uma vez esta Ultima foi o solvente
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empregado durante as diluicdes realizadas nos ensaios de perfil de liberagao. Foram
pesados, rigorosamente, 100,00 mg de cloridrato de propranolol. O farmaco foi
transferido para baldo volumétrico de 100 mL e diluido em &gua Milli-Q®. A soluc&o foi
deixada em ultrassom por 15 minutos até completa solubilizacdo do PHCI (solugao A).
Foram tomadas aliquotas da solucdo A, que foram diluidas em agua obtendo-se
solugbes com intervalo de concentragdo do farmaco compreendido entre 20,00 e
80,00 pg/mL. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro, a 319 nm. Os resultados
foram plotados em Excel 2007 e os dados foram tratados pelo método dos minimos
quadrados. Apds linearizacao dos dados, foi calculado o coeficiente de correlagdo de

Pearson (r) e a equacgao da reta.

4.2.2.2.7. Avaliacao dos comprimidos

Os comprimidos contendo cloridrato de propranolol foram submetidos aos ensaios
fisicos de peso médio, dureza e friabilidade, de acordo com os métodos e
especificacdes descritos na Farmacopeia Brasileira 42 edicdo (1988). O perfil de
liberacdo do farmaco, a partir das matrizes, foi avaliado conforme metodologia

adaptada da United States Pharmacopeia (Revision Bulletin, 2010).

Determinacao de peso médio

Foram pesados, individualmente, 20 comprimidos de cada formulagao. Apds
determinacdo dos pesos individuais foram calculados o peso médio, o desvio padrao e
o coeficiente de variagdo. Segundo a Farmacopeia Brasileira 42 edicdao (1988) o limite
de variacdo de peso aceitavel para comprimidos acima de 250 mg é de + 5,0 %.

Porém, nenhuma unidade pode estar abaixo ou acima de 10% do valor nominal.
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Determinacao da dureza

Os comprimidos foram submetidos a acao de uma forca mecénica em durdmetro
digital portatil (Nova Etica, modelo 298/DGP) para determinagao da dureza, tendo
sido testadas 20 unidades. Foram calculados o valor médio, desvio padrdao e o
coeficiente de variacdo. Conforme descrito na Farmacopéia Brasileira 42 edicdo,
valores de dureza inferiores a 30 N sdao suficientes para reprovar o produto

(Farmacopeia Brasileira, 1988).
Determinacao da friabilidade

Foram pesadas 10 unidades de cada Férmula que foram colocadas no Friabildmetro
Nova Etica, modelo 300.1. Depois de efetuadas 100 rotacdes (5 minutos), os
comprimidos foram retirados e os residuos de pds, removidos. Os comprimidos foram
novamente pesados e a friabilidade foi determinada pelo calculo da diferenca de peso,
em porcentagem, entre a massa dos comprimidos antes e apds o ensaio. Sao
consideradas aceitaveis perdas cujos valores apresentaram-se inferiores a 1,5% do

peso dos comprimidos (Farmacopeia Brasileira, 1988).
Perfis de dissolucao

No presente trabalho, os ensaios de perfil de dissolucao foram fundamentados nos
métodos preconizados para capsulas de liberacao estendida contendo cloridrato de
propranolol, revisados pela United States Pharmacopeia (Revision Bulletin, 2010).
Para tal, foram empregados tampdo acido pH 1,2 (2 g de cloreto de sdédio e 7 mL de
acido cloridrico para cada 1000 mL de solucdo) e tampao fosfato pH 6,8 (21,72 g de
fosfato de sddio bibdsico anidro e 4,94 g de &acido citrico monoidratado para cada

1000 mL de solucgao).
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Os ensaios foram conduzidos empregando aparato cesta, mantendo-se
constantes a temperatura (37 + 0,5° C) e a velocidade de agitacao (100 rpm). Nas
duas horas iniciais foram empregados 900 mL de tampdo acido (pH 1,20 + 0,05).
Posteriormente, as cubas foram substituidas por outras contendo 900 mL de tampéo
fosfato (pH 6,80 + 0,05), durante um periodo de 10 horas. Amostras de 10 mL foram
tomadas em tempos regulares, centrifugadas, diluidas em agua e o farmaco foi
guantificado espectrofotometricamente a 319 nm. A cada aliquota retirada, o mesmo
volume de meio de dissolugao, a 37 + 0,5° C foi reposto. Os ensaios de dissolucao

foram realizados em triplicata.

A solubilidade do PHCI foi testada em 300 mL de solugao de HCI (pH 1,2) e em
300 mL de solugao tampao (pH 6,8) para assegurar a manutengao da condicao sink e
garantir que o volume de meio utilizado seriam suficientes para a realizagao do

ensaio.

TABELA 4.4. Modelos matematicos aplicados para avaliacdo da cinética de dissolugao

Modelo/Cinética Relacao estabelecida

Ordem zero Quantidade de farmaco ndo dissolvido versus o tempo
(%ND x t)

Ordem um Logaritmo neperiano da quantidade nao dissolvida versus o tempo

(In%ND x t)

Higuchi Raiz quadrada do tempo versus porcentagem de farmaco dissolvido
(\t x % Q)

Korsmeyer Logaritmo neperiano (In) do tempo (t) versus o In da relacdo entre a

-Peppas guantidade de farmaco liberado e a total (Int x In Mt/Mw)
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Os resultados da cinética de dissolucdao, provenientes do tratamento
matematico dos dados originarios dos perfis de dissolucdo, foram calculados por
regressao linear, tendo-se experimentado os modelos de Ordem zero, Ordem um,
Korsmeyer-Peppas e Higuchi. A descricao simplificada de todos os modelos cinéticos
sao fornecidas na Tabela 4.4 (Manadas et al., 2002; Allen et al., 2005; Grassi &

Grassi, 2005; Swarbrick, 2007; Siepmann & Peppas, 2008).
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1. Espectroscopia no Infravermelho por FTIR

Espectros de mondmeros acrilicos e metacrilicos apresentam bandas caracteristicas
nas regides de 830 cm™ (deformacdo da ligacdo H-C=C), 1630 cm™ (vibracdo de
estiramento da dupla ligagdo C=C) e 1730 cm™ (deformacdo axial da ligacdo C=0 de

éster conjugado) (Patel et al., 2008; Sapozhnikov et al., 2009). Os espectros FTIR dos

mondmeros sao dados na Figura 4.1.
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FIGURA 4.1. Espectros FTIR dos mondémeros EA, MMA e BMA.

Durante as reacoes de polimerizacdo, a ligacdo C=C é convertida a ligacao C-C,
o que pode ser comprovado pela supressdo de bandas em 1630 cm™. Assim, os
polimeros acrilicos e metacrilicos exibem absorcdo nas regides do infravermelho

relacionadas a presenca de ésteres, sendo caracteristicos dubletos proximos a 2900



Janaina Cecilia Oliveira Villanova
cm™ (estiramentos C-H); banda intensa prdoxima a 1730 cm™ (carbonila) e bandas a

1450 e 1385 cm™ (deformacdo C-H) (Strignari & Pratt, 1991; Schossler, 2001).
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FIGURA 4.2. FTIR dos beads obtidos por polimerizagdo em suspensao (BP e BNWC).

Como pode ser visto na Figura 4.2 houve o desaparecimento das bandas na
regido de 1630 cm™ sugerindo a ocorréncia de polimerizacdo dos mondmeros acrilicos
durante a formacdo dos beads. A existéncia de bandas intensas a 1720 - 1738 cm™
refere-se a vibracdo de estiramento da carbonila de ésteres conjugados, presentes
nos copolimeros formados. Dois picos intensos, em 1238 e 1140 cm™ devem-se ao
estiramento C-O, caracterizando grupos ésteres (Patel et al., 2005; Sapozhnikov et
al., 2008; Sapozhnikov et al., 2009). Outras bandas bem evidenciadas sao a 1447 cm’
! (vibracdo simétrica e assimétrica de CH, e CHs, respectivamente), 1386 cm™
(vibracdo simétrica de CH;) e 748 cm™ (rotagdo de CH,) (Silverstein et al., 2000).

Picos referentes as nanofibras de celulose nao foram evidenciadas nos espectros,



Janaina Cecilia Oliveira Villanova
devido, possivelmente, a baixa concentracdo nas quais foram empregadas. O espectro
FTIR das NWCs bem como a imagem de microscopia eletronica de transmissao (MET)

das mesmas sao apresentados nos ANEXOS I e II.

4.3.2. Analises térmicas

As termoandlises envolvem um grupo de técnicas nas quais uma ou mais
propriedades fisicas de dado material e/ou de seus produtos de reacdo podem ser
medidas, em funcdo da temperatura e/ou tempo, enquanto o mesmo é submetido a
um programa controlado de temperatura. As técnicas termoanaliticas mais
empregadas para polimeros sdo a termogravimetria (TG, DTG), a analise térmica
diferencial (DTA) e a calorimetria exploratéria diferencial (DSC) (Hatakeyama &

Quinn, 1999; Matos & Machado, 2004; Silva et al., 2007).

A analise termogravimétrica (TG) de polimeros prové informagdes a respeito da
variacdo da massa em funcao da temperatura, sob determinadas condicOes
atmosféricas, originando curvas que fornecem informacgdes relativas a composicao e
estabilidade térmica da amostra, de produtos intermediarios e de residuos formados
durante transformacdes fisicas (evaporagao, condensacao ou sublimagdo) ou quimicas
(decomposicao ou oxidacao). As inflexdes observadas nas curvas sdao dependentes da
estrutura e da extensao das forcas de interacdo existentes nos componentes do
material e podem ser observadas mediante a formagao de ombros ou “degraus”. O
grafico TG é obtido plotando-se a perda de massa (%) em funcdo da temperatura
(°C), permitindo definir o inicio e o fim do evento térmico, bem como a perda de
massa durante a reacao (Hatakeyama & Quinn, 1999; Ozawa, 2000; Silva et al.,

2007; Dobkowski, 2006).
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A termogravimetria diferencial (DTG) é a primeira derivada da curva da TG. Na

DTG, os “ombros” correspondentes as variacdbes de massa da curva TG sdo
substituidos por picos que determinam areas proporcionais as variacbes de massa. A
partir da altura do pico, a qualquer temperatura, é possivel obter a variacdo de massa
(Am) e as temperaturas correspondentes ao inicio e final da reacdo com maior
precisdo sendo, especialmente Uutil, em eventos que envolvem sobreposicao de
reacoes (Hatakeyama & Quinn, 1999; Ozawa, 2000; Dobkowski, 2006; Silva et al.,

2007).

J&4 a DTA é a técnica pela qual a diferenca de temperatura (AT) entre a
substancia e o material de referéncia (termicamente estavel) é medida em funcdo da
temperatura. As curvas DTA representam o0s registros de AT em funcao da
temperatura (T) ou do tempo (t), de modo que os eventos sao apresentados na forma
de picos (Hatakeyama & Quinn, 1999; Ozawa, 2000; Dobkowski, 2006; Silva et al.,

2007).

Por ultimo, a DSC é a técnica na qual se mede a diferenca de energia fornecida
a substancia e a um material de referéncia (termicamente estavel), em funcao da
temperatura, enquanto a substéncia e o material de referéncia sao submetidos a uma
programacao controlada de temperatura. As curvas de DSC (assim como os de DTA)
fornecem informacgOes acerca de transicdes de primeira ordem (exotermas e
endotermas) associadas a variacdo de entalpia (AH) e de segunda ordem. Estas
Ultimas sdo caracterizadas pela variagdo da capacidade calorifica, sem variagdes de
entalpia e, portanto, ndo geram picos. Um exemplo € a transigdo vitrea (Tg),
temperatura na qual se inicia o0 movimento de segmentos de uma cadeia polimérica.
Nas curvas DTA/DSC a T, pode ser identificada por uma variagdo na linha base no

sentido endotérmico (Silva et al., 2007).
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A Figura 4.3 apresenta as curvas TG/DTG dos BPs. Variagdo na massa de,
aproximadamente, 8% ocorreu entre as temperaturas de 239 C e 19390 C. Tais perdas
podem ser relativas a presenca de monOmeros livres e/ou que permaneceram
ocluidos no interior dos beads de maior tamanho. Pode ser notado que a
decomposicdo térmica dos BPs ocorreu em varias etapas, uma vez que beads com
granulometria diferenciada podem sofrer termodecomposicao em diferentes tempos.
Até a temperatura de 245° C, a variacao de massa foi de 15% e, em temperatura
proxima a 448° C, praticamente toda a massa foi perdida (99%). Reagdes de
copolimerizacdao dependem das concentracdes relativas dos monémeros, bem como
das reatividades relativas de cada um, isto &, da taxa de incorporacao de cada um na
cadeia. Se dois mon6meros apresentam reatividades diferentes, aquele mais reativo
tenderd a polimerizar-se mais rapido que o menos reativo, levando a heterogeneidade
na composicao do copolimero no decorrer da reagdao. A copolimerizagdao em sistemas
ternarios é mais complexa que a observada em sistemas binarios (Riddle, 1954;

Anderson & Daniels, 2003).

Tal fato pode justificar o comportamento dos beads durante o aquecimento:
copolimeros com diferentes composicdoes podem ter sido formados e, em
consequéncia, apresentaram comportamento de degradacdo térmica variado. O
impacto da presenca das NWCs no sistema pode ser evidenciado na Figura 4.4. Como
pode ser notado, as amostras preparadas a partir das NWCs, apresentaram
comportamento térmico diferenciado, com a decomposicao térmica ocorrendo em
somente um estagio. Os eventos iniciaram-se a 30° C, com uma discreta variacdo de
massa até a formacdao de um ombro intenso, na temperatura de 365° C. Tal
explicacao pode ser devida a acdo das nanofibras, que podem atuar como barreira a
difusdo de espécies geradas durante a termodegradacdo, favorecendo o aumento na
estabilidade térmica do material. Ainda, a distribuicdo granulométrica menor e mais

uniforme pode favorecer a decomposicao em uma etapa.
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FIGURA 4.3. TG e DTG das amostras BPs, obtidas sob atmosfera de N,.
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A Figura 4.5 traz a comparagao entre as curvas TG de ambos os materiais.
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Figura 4.5. Curvas TG para as amostras BPs e BNWCs, obtidas sob atmosfera de N,.
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Figura 4.6. Curvas DTA e DSC para as amostras, obtidas sob atmosfera de N,.
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Os picos exotérmicos e endotérmicos, oriundos da DTA das amostras BPs e
BNWCs caracterizam transicoes ou reagdes que tenham ocorrido durante a analise,
como fusao, oxidacao e decomposicao, entre outras. A curva DTA dos BNWCs mostra
uma endoterma intensa que pode ser associada a degradacao dos beads estabilizados
termicamente pela presenca das NWCs. Para os BPs, existem 3 picos, sugerindo a
existéncia de varias faixas granulométricas para o material e a provavel existéncia de
mondmeros ndo polimerizados. A Figura 4.6 mostra as diferentes etapas de

degradacao das duas amostras.

Ja as curvas obtidas na andlise de calorimetria exploratéria diferencial (DSC)
foram pouco elucidativas. AlteragOes discretas nas linhas de base podem ser notadas
em temperaturas proximas a 5° C, porém, a confirmagdo da T, requer maiores
estudos, empregando técnicas mais sensiveis como a analise termomecanico-

dinamica (DMTA). As curvas DSC podem ser visualizadas no detalhe da Figura 4.6.

4.3.3. Avaliacao das propriedades micromeriticas dos BNWCs

O termo “micromeritica” foi introduzido por Dallavalle e refere-se a ciéncia das
particulas pequenas (escala micrométrica). Investigacdes micromeriticas envolvem o
estudo de propriedades como forma das particulas, diametro, distribuicdo de
tamanho, densidade, area superficial, carga superficial, entre outras (Brittain, 1995;

Sinko, 2006).

A Comissao de Excipientes da Farmacopeia Americana (United States
Pharmacopeia — USP) prop0s, em 2007, a introducdo de um capitulo geral no referido
compéndio, destinado a conter informacdes sobre o desempenho dos excipientes de
uso farmacéutico - General Information Chapter Excipient Performance <1059>. A
intencdo da Farmacopeia foi destacar a importancia da avaliagdao das propriedades

fisicas dos excipientes, uma vez que estas influenciam diretamente na preparacgao,
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estabilidade, qualidade e desempenho in vivo das formas farmacéuticas. Para atender
a tais requisitos, faz-se necessaria a avaliacdo, dentre outras, das propriedades

micromeriticas dos sdlidos particulados de uso farmacéutico (Amidon et al., 2007).

A partir das analises micromeriticas, parametros como o Indice de Carr e Fator
de Hausner podem ser calculados e o comportamento do excipiente, frente as
condicdes de manufatura, podem ser previstos. Através da interpretacao de
parametros fisicos, informagdes sobre uma das principais caracteristicas dos soélidos
particulados podem ser depreendidas, nomeadamente, do comportamento dos
mesmos frente ao escoamento. Um bom fluxo dos insumos farmacéuticos e do granel
influencia, de modo positivo, no processo produtivo, evitando a segregacao de
misturas e facilitando o enchimento das matrizes na compressora. Em decorréncia,
exerce influéncia no peso médio dos comprimidos, na uniformidade de contelddo, na
dureza e nos resultados dos ensaios de dissolucao (Allen et al., 2005; Emeje et al.,
2006; Aulton, 2007; Bhimte & Tayade, 2007; Swarbrick, 2007; Battacharyya et al.,

2010).
4.3.3.1. Avaliacao da morfologia por MEV

As fotomicrografias obtidas por MEV apresentaram detalhes da morfologia dos beads
(Figuras 4.7 e 4.8). Pela anadlise das imagens pode-se observar que foi possivel obter
beads esféricos, ndo porosos, com superficies lisas e regulares. Tal evidéncia é de
grande importancia para o setor farmacéutico, uma vez que particulas esféricas
apresentam melhor propriedade de fluxo, uma vez que o atrito inter particular e entre
as particulas e o equipamento serd minimizado. Ainda, particulas esféricas possuem
comportamento superior do ponto de vista da compressao (Brittain, 1995; Allen et al.,

2004; Gennaro, 2004; Sinko, 2006; Swarbrick, 2007; Aulton, 2007).
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Figura 4.7. MEV dos BPs (a) e dos BNWCs (b), com aumento de 35 vezes.
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Figura 4.8. MEV dos BPs (a) e dos BNWCs (b), com aumento de 150 vezes.

A formacdo de aglomerados pode ser notada nos BPs, além de grande variagao
no tamanho das esferas (Figuras 4.7 a e 4.8 a). A adigao de nanofibras de celulose
originou esferas de menor tamanho, com menor dispersdao granulométrica e evitou a

formacao de aglomerados no sistema (Figura 4.7 b e 4.8 b).

4.3.3.2. Determinacao do diametro e da distribuicao do tamanho

Sabe-se que pods e/ou granulos de uso farmacéutico que apresentam grande
proporcao de pods finos (< 100 um), bem como particulas que se apresentam
irregulares, tendem a apresentar fluxo reduzido nos equipamentos de mistura e

compressao, além de gerar muito pd livre durante a compressdo. Por outro lado,
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particulas muito grosseiras causam segregacdo e preenchimento heterogéneo das
matrizes (Allen et al., 2005; Aulton, 2007; Sinko, 2006; Swarbrick, 2007). Para
pesquisar a distribuicdo do tamanho dos beads foi empregada a técnica de
granulometria a /laser em aparelho CILAS, modelo 1064. O histograma obtido pode ser

visto na Figura 4.9.

Para os BNWCs, 10% das particulas apresentaram didmetro menor que 58 um e
50%, tamanho menor que 145 um. O didmetro médio encontrado foi de 200 um. O
indice de polidispersao calculado foi de 2,54. Chen e Davis (2002) prepararam
microesferas do copolimero poli(hidroxibutirato - hidroxivalerato) (PHBHV) contendo
diazepam e consideraram indices de polidispersao préximos a 2 como sendo
satisfatérios. Os BPs ndo foram submetidos aos ensaios de granulometria, uma vez
gue apresentaram proporcao elevada de particulas com tamanho superior a 500 um,

inviabilizando a analise por CILAS.
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Figura 4.9. Distribuicdo granulométrica para a amostra BNWC.

A classificacdo dos solidos particulados de uso farmacéutico, quanto a

granulometria, encontra-se descrita nas Farmacopeias. Os sdlidos podem ser
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qualificados de grossos a muito finos, com relacao ao diametro do tamis no qual ficam
retidos, em ensaios de peneiramento. Pds de interesse farmacéutico devem
apresentar, preferencialmente, granulometria inferior a 250 um (Allen et al., 2005;
Sinko, 2006; Aulton, 2007; Swarbrick, 2007). Alguns autores consideram que as
particulas devem ser inferior a 200 um (Shekunov et al., 2007). Apesar da avaliacao
da distribuicdo granulométrica diferir do método preconizado pelas Farmacopeias, a
analise dos resultados evidenciou que 42% dos BNWCs ficaram retidos em tamis 180

um, indicando que o material classifica-se como moderadamente fino.

Uma provavel explicagdo para a reducdo do tamanho dos beads pode ser
atribuida a presenca das nanofibras celulose, capazes de propiciarem estabilizagao por
um fendmeno similar ao que ocorre em emulsdes denominadas Pickering. Pickering foi
o primeiro a relatar a estabilizacdo de uma mistura de agua e parafina pelo uso de
ions cobre e sulfato que precipitaram in situ, formando uma camada de particulas
posicionadas na interface 6leo/agua, levando a formacao de uma barreira mecanica
(Pickering, 1907). O efeito Pickering é caracterizado por sélidos, com tamanho micro
ou nanométrico, que possuem molhabilidade intermediaria entre as fases. As
particulas submicrométricas sofrem adsorcao nas gotas da fase dispersa, formando
uma barreira capaz de promover estabilizacdo estérea no sistema e/ou reduzindo a
tensdo superficial, por redugcdo no angulo de contato. Dessa forma, evitam a
coalescéncia (Wolters et al., 2001; Aveyard et al., 2003; Sacanna et al., 2004;
Tarimala et al., 2004; He et al., 2007; Kim et al., 2008). Sao estabilizantes efetivos
em processos de polimerizacdo incluindo os processos de miniemulsdo, emulsao,
suspensao e emulsdo interfacial iniciada por transferéncia de radical atobmico (ATR)

(Gao et al., 2009; Gao et al., 2010).

InUmeras particulas com tamanho submicrométrico vém sendo utilizadas como

estabilizantes por Pickering (Wolters et al., 2001). Tal aplicacao pode ser atribuida as
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NWCs, capazes de atuarem como estabilizantes estéreos, restringindo a coalescéncia
e reduzindo o tamanho das particulas. Ao evitar a coalescéncia, maior o numero de
goticulas formadas na fase dispersa, com reducdo no tamanho das mesmas e
aumento da area superficial. Além de atuar na redugcdao do tamanho das particulas, a
barreira mecanica promovida pelas NWCs pode aumentar a estabilidade térmica dos

beads, como mencionado anteriormente.
4.3.3. Medida da densidade aparente e da densidade compactada

As medidas da densidade aparente e da densidade compactada sao consideradas
preditivas do fluxo dos materiais, ja que as mesmas dependem do tamanho, forma e

da natureza coesiva das amostras (Allen et al., 2005; Sinko, 2006; Swarbrick, 2007).

A densidade aparente (d,) e a densidade compactada (d.) dos sdlidos
particulados podem ser medidas, de forma indireta, pela relagdao entre a massa de
dado material e o volume que a mesma ocupa, antes e apds compactacao e
acomodacdao do material em uma proveta graduada. No presente trabalho, a d. foi
medida empregando-se um compactador automatico, cuja representacdo esquematica
pode ser vista na Figura 4.10. Os volumes obtidos nos ensaios de compactagao
encontram-se descritos na Tabela 4.5. O Indice de Compressibilidade calculado (%IC)

e o Fator de Hausner (FH) sao apresentados na Tabela 4.6.

Os beads produzidos em escala laboratorial apresentaram densidade aparente e
compactada igual a 0,608 g/mL e 0,633 g/mL, respectivamente. O Indice de Carr (IC)
exprime a capacidade de compactacdo e compressao de um sélido e valores de IC
entre 5 e 15% sao indicativos de fluxo excelente. Por outro lado, valores superiores a
25% sdo atribuidos a materiais cujas caracteristicas de compactacao e compressao

sao inadequadas (Carr, 1965).
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FIGURA 4.10. Representacao de um volumetro (Adaptado de Swarbrick, 2007).

TABELA 4.5. Volumes aparentes, em mililitros, obtidos para os BNWCs

Amostra Massa (g) Vo Vio Vso0 V1250 V2500

BNWCs 36,461 60 57 55 55 -

Para Hausner (1967), a razao entre a densidade compactada e a densidade
aparente relaciona-se com as forcas de adesao e coesdo entre as particulas. Pds que
apresentam coesividade minima possuem FH préximo de 1,25. Por outro lado, pds de
maior coesividade apresentam FH superior a 1,5. Usualmente, se aceita que valores
abaixo de 1,25 relacionam-se a um bom escoamento enquanto que, valores acima de
1,25 relacionam-se a um fluxo ruim. Porém, materiais que apresentam valores de FH
compreendidos entre estes Ultimos valores podem ter o fluxo melhorado pela adicao
de lubrificantes (Schissele & Bauer-Brandl, 2003; Allen et al., 2005; Aulton, 2007;

Swarbrick, 2007).
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TABELA 4.6. Medidas do volume aparente, densidade aparente, indice de Carr e

Fator de Hausner

Parametros BNWCs
da (9/mL) 0,608
dc (g/mL) 0,633

IC (%) 8,72
FH 1,091

O Indice de Carr encontrado para o material foi de 8,72% e o Fator de Hausner
foi 1,091. Valores de IC abaixo de 15% e valores de FH menores que 1,25 sugerem
excelente capacidade de escoamento. De acordo com os resultados obtidos, pode-se
concluir que os BNWCs possuem propriedades de fluxo e compactagao adequadas ao
desenvolvimento farmacotécnico. Para avaliar estes dois Ultimos parametros, pode-se

determinar o tempo de escoamento e o angulo de repouso dos mesmos.
4.3.3.4. Determinacao da velocidade de escoamento e da cotangente o

O fluxo do material foi estudado, também, pela medida da cotangente do angulo o € 0
tempo necessario para dada massa escoar. Os dados foram tratados diretamente pelo

equipamento, que forneceu os resultados impressos (ANEXO III).

O tempo de escoamento para os BNWCs foi igual a 0,64 segundos e a
cotangente calculada foi 0,021. De acordo com os parametros apresentados na Tabela
4.2, o material apresentou um fluxo 6timo, uma vez que o tempo de escoamento foi

inferior a 10 segundos e a cotangente de oo mostrou ser menor que 0,1.



Janaina Cecilia Oliveira Villanova

4.3.4. Avaliagao da citotoxicidade pelo método da viabilidade celular

Os testes de citotoxicidade sdao os primeiros ensaios para a avaliacdo da
potencialidade de aplicagcao clinica de um novo material a ser inserido no organismo
humano. O ensaio realizado com o brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazélico] - conhecido como método MTT - baseia-se na capacidade que células
vivas, metabolicamente ativas, tém de reduzir sais de tetrazdlio a derivados
formazdlicos de cor purpura (Mosman, 1983; Zhang et al., 2003). O método
colorimétrico € amplamente utilizado na determinacao da viabilidade celular, podendo
avaliar a citotoxicidade, a proliferacdo e a ativacdo de fibroblastos, detectando as
células vivas e, consequentemente, o grau de ativacdo das mesmas. O teste
fundamenta-se na capacidade que a piruvato-desidrogenase (enzima mitocondrial
presente em células vivas), possui de clivar os anéis tetrazélicos do MTT formando
cristais de formazan, de cor azul escura. Portanto, o reagente MTT, amarelo e soluvel
em agua, passa a insoluvel e sua cor altera-se para o azul escuro (metacromasia)

(Mosman, 1983; Zhang et al., 2003).

O fato das células permanecerem viaveis na presenca dos materiais testados
possibilita a formacdo e acumulo dos cristais de formazan no interior das mesmas,
sendo o numero de células viaveis proporcional a quantidade de cristais formados. A
medida da concentracdo dos cristais é feita por espectrofotometria na regidao do visivel
(540 - 595 nm), o que ocorre apds liberacao dos cristais de formazan por lise das
células pela adicdo de uma solucdo de HCIl 4%p/V em isopropanol (Mosman, 1983;

Denizot & Lang, 1986).

Na Figura 4.11 pode-se observar que nos grupos controle (controle 1 e controle
negativo), a viabilidade celular foi de, aproximadamente, 100%. O controle negativo,
caracterizado por amostras de fio ortodontico, originou viabilidade celular também

adequada. Na presenca das amostras (BP e BNWCs), a viabilidade celular foi superior
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a 80%, sendo que, os resultados das amostras contendo NWCs sugerem a
possibilidade de proliferacao celular, devido, provavelmente, a presenca de residuos
de celulose, que podem servir de substrato para o crescimento celular. Tais resultados
serao pesquisados em ensaios posteriores. Conclui-se que os fibroblastos gengivais,
guando em contato com as amostras ndo apresentaram diferenca estatistica da
viabilidade celular, quando comparadas com os grupos controle, apds 24 horas, o que

indica a ndo toxidade dos beads.

o | | § e
B

FIGURA 4.11. Percentual de viabilidade celular obtido através do ensaio de MTT (n =

3 e p<0,05).
4.3.5. Analises dos materiais de partida

De acordo com a literatura, o PHCI apresenta picos caracteristicos nas regides de
3285 cm™ (referente ao estiramento da hidroxila); 2965 cm™ (vibracdo de
estiramento da amina secundaria e também atribuida ao grupo CH,); 1268 cm
(vibracdo da ligacdo aril-alquil-éter) e a 797 cm™ (estiramento no naftaleno a-
substituido). Ainda segundo a literatura, outras bandas caracteristicas situam-se a

1580 cm™, 1240 cm™, 1103 cm™ e 772 cm™ (Clarke, 2004; Patra et al. 2007; Sahoo
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et al., 2008; Pandey et al., 2010). A Figura 4.12 apresenta o espectro FTIR, em

pastilha de KBr, da matéria-prima.
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FIGURA 4.12. Espectro FTIR do cloridrato de propranolol, matéria-prima.

A técnica de espectroscopia na regidao do ultravioleta foi utilizada como teste
complementar para identificagao do PHCI (Figura 4.13). Para o PHCI, nos diferentes
meios testados, foram visualizados dois picos caracteristicos relatados na literatura
(319 e 290 nm), com ligeiros desvios na intensidade dos mesmos, provavelmente
devido aos diferentes coeficientes de extincdo molar nos meios testados (Clarke,
2004). Para pesquisar a possibilidade de interferéncia dos componentes das
formulagdes na quantificacdo do PHCI, foram obtidos espectros em agua e os mesmos

picos caracteristicos (319 e 290 nm) podem ser visualizados (Figura 4.14.).
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FIGURA 4.13. Identificacao do PHCI pela obtengao de espectros UV em diferentes

meios.
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FIGURA 4.14. Espectros UV das misturas fisicas contendo PHCI, em agua.
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A curva analitica para o PHCI (substancia quimica de referéncia - SQR),
destinada a quantificacdo do farmaco durante os ensaios de dissolugao, foi tracada e é
apresentada na Figura 4.15. A partir das leituras realizadas, a equacao da reta e o

coeficiente de correlacdo foram estabelecidos.

A equacao da reta obtida por regressao linear, utilizando programa EXCEL, que
melhor representou o tratamento estatistico dos dados experimentais foi Y = 0,005X
+ 0,0019. A curva analitica obtida apresentou coeficiente de correlacdao igual a
0,99945. Valores de r préoximos de 1 indicam a existéncia de boa correlacdo entre as
absorvancias lidas e as concentracdes da substancia quimica de referéncia testadas.
Portanto, a equacao da reta sera empregada para avaliar os perfis de liberagao do

farmaco, durante os ensaios de dissolugao, apds diluicao das amostras em agua.
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FIGURA 4.15. Curva analitica do PHCI, substancia quimica de referéncia, em agua,

na concentragao de 20 a 80 pg/mL, a 319 nm.
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4.3.6. Avaliacao das especificacoes farmacopeicas dos comprimidos

4.3.6.1. Peso médio, dureza e friabilidade

Especificacdes descritas na Farmacopeia Brasileira (1988) preconizam que, para
comprimidos cuja massa nominal seja superior a 250 mg, pode ser tolerada uma
variacao de + 5% no valor declarado, nao podendo ser toleradas mais que 2 unidades
fora do limite especificado. Porém, nenhuma unidade posoldgica podera estar acima
ou abaixo do dobro da porcentagem indicada (10%) (Farmacopeia Brasileira, 1988).

Variagbes no peso médio podem desencadear, além da inconstancia de doses,
problemas durante a producao das formas farmacéuticas orais solidas (FFOS). O fluxo
inadequado do material a ser comprimido, causando preenchimento insuficiente das
matrizes e/ou heterogeneidade no preenchimento das mesmas, é uma das principais
causas das variacbes de massa. Em decorréncia da alteracdo do peso médio,
comprimidos com massas diferentes e, em consequéncia, com falta de uniformidade
de conteldo de dose, podem ser originados. Assim, flutuagdes nas concentracdes dos
farmacos, gerando doses sub ou sobreterapéuticas podem acontecer causando
prejuizos ao tratamento. Outros inconvenientes podem ocorrer em casos de produgao
em grande escala, por exemplo, durante o acondicionamento (blistagem) em
equipamentos automatizados, controlados pelo peso dos comprimidos. Alguns fatores
gue desencadeiam as variagcdes no peso médio podem ser: elevado tamanho de
particulas, distribuicdo heterogénea das particulas, morfologia irregular e fluxo
insuficiente do material a comprimir (Aulton, 2007; Swarbrick, 2007; Niazi, 2009). Os
valores encontrados para o peso médio sao dados na Tabela 4.7.

Para comprimidos de 500 mg, a variacao do peso médio deve compreender-se
entre 475 e 525 mg. Entre os lotes testados, foi reprovado o de nimero 2 (preparado
na presenca de 48%p/p de BNWC como excipiente). Tal ndao conformidade pode

decorrer de erros de pesagem e enchimento da matriz, uma vez que ambos os
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processos foram feitos manualmente. O coeficiente de variacdo (CV) maximo
observado foi de 5,51% para o lote 1. O peso médio € um parametro de qualidade
relacionado ao controle em processo, portanto, cabe as empresas definirem as
especificacbes de DP e CV, caso a caso'l. Assim, os valores encontrados podem ser
considerados adequados, uma vez que, a maioria dos lotes atendeu a especificagao do

peso médio.

TABELA 4.7. Valores obtidos no ensaio de peso médio realizados nos comprimidos

obtidos a partir dos beads BNWC

1 2 3 4
Peso médio 512,40 534,79 516,83 515,58
(mg) (£ "DP) (£0,03) (£0,01) (£0,02) (£0,02)
**CV (%) 5,51 2,19 4,42 3,24

*DP = desvio padrao; **CV = coeficiente de variagdo (desvio padrdo relativo); n = 20 comprimidos.

A resisténcia mecanica dos comprimidos esta associada com a resisténcia dos
mesmos a fratura e ao atrito, parametros importantes durante a manufatura,
transporte, armazenagem e administracao da forma farmacéutica. Dois testes podem

ser realizados para avalia-la: a friabilidade e a dureza.

A friabilidade é um ensaio capaz avaliar a perda de massa que pode ocorrer em
funcdo do atrito, friccdo, rolamento ou queda das unidades posoldgicas, durante as
rotacdes aos quais sao submetidas no friabilometro. De acordo com a literatura, sao
toleradas perdas de pdés com valores inferiores a 1,5% em relacdo a massa de 10
unidades (Farmacopeia Brasileira, 1988). Os comprimidos encontram-se sujeitos ao
atrito nos diversos equipamentos envolvidos no processo produtivo, ndao devendo

ocorrer quebras e/ou perdas de pdés. O mesmo nao deve ocorrer durante

*Comunicacdo pessoal de Margareth R. C. Marques, M. Sc., Ph.D., Sr. Scientist, Dept. of Standards Development, U.
S. Pharmacopeia, em 11 de janeiro de 2011, recebida por correio “*""



Janaina Cecilia Oliveira Villanova
armazenagem, transporte e distribuicao (Aulton, 2007; Swarbrick, 2007; Niazi, 2009).
A forca de quebra (denominada dureza) de um comprimido mede sua resisténcia ao
esmagamento. A analise envolve a aplicacdo de uma carga no comprimido e a medida
da forca necessaria para fraturd-lo. A forca mecanica pode ser aplicada axial ou
diametralmente, sendo diretamente proporcional ao logaritmo da forga de compressao
e, inversamente proporcional a porosidade do comprimido, ou seja, € uma funcdo
linear da densidade relativa dos comprimidos. A dureza é um atributo de interesse
tanto para o processo de compressao, no qual pode ser empregada como parametro
indicativo para o ajuste e calibracao dos equipamentos, como para a qualidade do
produto acabado (Kuentz & Leuenberger, 2000; Aulton, 2007; Swarbrick, 2007; Niazi,
2009). A dureza minima preconizada pela Farmacopeia Brasileira é de 30 N

(Farmacopeia Brasileira, 1988).

Em regra, quanto maior a forca de compressao, maior a acomodagao dos pds
na matriz, maior os pontos de contato no material a comprimir e menor a porosidade
no comprimido. Assim, ha uma tendéncia ao aumento da dureza e do tempo de
desagregacao dos mesmos. Por outro lado, uma dureza baixa pode ser considerada
medida indireta da ineficiéncia do processo de compactacdo e consolidacdo dos pds
nos comprimidos, apesar de nao haver especificacdes claras para o valor da mesma.
Comprimidos mais duros podem ser mais dificilmente ejetados da compressora,
porém, podem apresentar menor friabilidade (Niazi, 2009). Os resultados de dureza e

friabilidade sdo mostrados na Tabela 4.8.

Durante a compressdao das amostras 1 (contendo 32%p/p de BNWC como
formador de matriz) percebeu-se os fendbmenos denominados capping
(descabecamento) e laminacdo (fraturas diametrais), indicando a ocorréncia de
relaxamento do granel que ocasionou, provavelmente, elevada porosidade nos

comprimidos. De fato, as matrizes da amostra 1 foram as que apresentaram menor
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dureza (41,00 N) e maior porcentagem de perda de pds (1,54%). Na tentativa de
corrigir o problema da amostra 1 optou-se por aumentar o tempo de compressao,
uma vez que o processo foi realizado em equipamento excéntrico alternativo, de
somente um estagio e com forca de 60 kN. Neste contexto, o tempo de compactacao
foi alterado para 1 minuto para a Formula 2. As féormulas 3 e 4 foram submetidas a
um tempo de compressao de 2 minutos. Para todas, houve um aumento da dureza

assim como reducao da friabilidade.

TABELA 4.8. Valores obtidos nos ensaios de dureza e friabilidade dos comprimidos

preparados com BNWC

1 2 3 4
*Dureza (N) 41,00 111,50 128,50 164,50
CV (%) (14,54) (10,54)  (10,60) (8,70)
“*Friabilidade 0,11
1,54 0,13 0,13

(%)

*Dureza: n = 20 comprimidos; **Friabilidade: n = 10 comprimidos.

Em baixas forcas de compressdao, maior o tempo necessario para rearranjo e
consolidacdo do material na matriz (Swarbrick, 2007; Haware et al., 2010).
Compressoras modernas, especialmente as rotativas, trabalham em dois estagios: um
de pré-compressao (20 kN) seguida da compressao propriamente dita (entre 60 e 100
kN). Uma vantagem das compressoras rotativas é que as mesmas operam com
elevada velocidade e exercem pressao em ambas as faces dos comprimidos,
promovendo densificacdo mais homogénea (Palmieri et al., 2005; Swarbrick, 2007).
Portanto, além da forca maxima de compressdo, a velocidade dos ciclos de
compressao, bem como o tempo de compressdao, sao parametros que exercem

influéncia nas propriedades finais dos comprimidos (Aulton, 2007; Swarbrick, 2007).
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4.3.6.2. Estudos dos perfis de dissolugao

O estudo do processo de liberagao in vitro, empregando-se o perfil de dissolugao, tem
sido utilizado como parametro critico para determinar o desempenho e definir a
qualidade dos comprimidos de liberacao modificada. O perfil de dissolucdo é um
ensaio que permite visualizar como a dissolugao dos farmacos ocorre, a partir das
formas farmacéuticas, em funcdo do tempo. E um ensaio derivado do teste de
dissolucdo de um unico ponto e consiste em uma ferramenta Util no desenvolvimento
de formulagdes, uma vez que evidencia diferencas na dissolugao causadas por fatores
ligados ao farmaco, aos excipientes e a técnica de fabricacdo (British Pharmacopoeia,

2009; USP, 2009).

De acordo com a porcentagem de farmaco liberada pode-se notar que, para a
Férmula 1, quase 100% da liberacdo ocorreu nas 4 horas iniciais do ensaio, indicando
que nao houve integridade da matriz formada. De fato, ao final da primeira fase do
ensaio (pH 1,2), com a troca das cubas, observou-se que todos o0os comprimidos
haviam sofrido desagregacao dentro das cestas. Tal resultado pode estar relacionado
ao pequeno tempo usado no processo de compressao (30 segundos), insuficiente para
permitir compressao e consolidacdao adequadas do material, ndo levando a formacao
de uma matriz, fato corroborado pela baixa dureza encontrada para a Formula 1 (41
N). Por outro lado, o aumento no tempo de compressao, aliado ao aumento na
quantidade de excipiente, alterou os perfis de liberacdao. Para a amostra 2 (razao
farmaco:excipiente de 1:1), foram necessarias 7 horas para a liberacdo de cerca de
95% do farmaco, enquanto que, para a amostra 3 (1:1,5), a mesma quantidade foi
liberada em 10 horas. Contudo, o aumento no tempo de compressao da Férmula 4
para 2 minutos, gerou liberacdo de 90% do farmaco ao final de 12 horas do ensaio.

Os perfis de liberacdo para as Formulas 1 a 4 podem ser vistos na Figura 4.16.
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FIGURA 4.16. Perfis de dissolugao obtidos para as Férmulas 1, 2, 3 e 4 (BNWCs) em

meios pH 1,2 e tampao fosfato 6,8 (n=6 comprimidos).

Apesar da dureza nao ser um atributo que pode ser correlacionado diretamente
com a liberagdao de farmacos, no delineamento de comprimidos matriciais inertes, ou
seja, de matrizes que nao se alteram ou sofrem ligeira alteracdo na presenca de agua,
uma maior dureza pode ser vantajosa para a manutencao da integridade da matriz e
controle da liberacdo dos farmacos muito solUveis. Portanto, o aumento na dureza,
pode causar menor porosidade nos comprimidos, com permeacgao reduzida dos fluidos

biolégicos e menor velocidade de liberacdo do PHCI.

4.3.6.3. Avaliacao da cinética de liberacao

Apds aplicacdo dos modelos matematicos apresentados na Tabela 4.4, os resultados
dos coeficientes de correlacdo (r), obtidos por regressao linear, mostram que os
modelos que mais se adequaram as formulacdes foram o de Higuchi e o Korsmeyer-

Peppas, sugerindo a ocorréncia de difusdo segundo a lei de Fick. Tais resultados estao
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em conformidade com diversos autores (Reza et al., 2002; Mehrgan & Mortazavi,
2005; Ojoe et al., 2005; Derle et al., 2009). Como a Formula 1 desagregou-se
totalmente nas primeiras horas de ensaio, sua cinética ndo foi avaliada. Os resultados

dos valores de r para as Formulas de 2 a 4 sdo dados na Tabela 4.9.

Considerando que a forma dos comprimidos obtidos foi a cilindrica e que o valor
de n obtido para a Féormulas 4 foi de 0,382 (abaixo de 0,45) pode-se sugerir que a
liberacao do PHCI se deu pelo mecanismo difusdo Fickiana, uma vez que ndo ocorreu
intumescimento e relaxagdo polimérica, alteracdes esperadas em casos de transporte
anémalo (Martinéz et al., 2009). Os valores de n para as demais formulagdes nao

foram calculados.

TABELA 4.9. Valores obtidos para o coeficiente de correlagao r, obtidos para os perfis

de liberacdao das matrizes contendo BNWC como excipientes

Modelo/r 2 3 4
Ordem Zero 0,9632 0,9628 0,9536
Ordem Um 0,9551 0,9523 0,9518
Higuchi 0,9957 0,9955 0,9949

Korsmeyer-Peppas 0,9672 0,9546 0,9987
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4.4. CONCLUSOES

A polimerizagdo em suspensao mostrou ser eficaz na preparacao de copolimeros
baseados nos mondmeros EA, MMA e BMA, o que foi evidenciado pelos espectros FTIR
dos materiais analisados, nos quais ndo foram observados picos a 1630 cm’™,

indicando a ocorréncia de quebra de ligagdes C=C e a formagao de um novo produto.

No processo de polimerizagao em suspensao, quando a polimerizagao avanga e
a viscosidade no sistema eleva-se, a tendéncia a coalescéncia também aumenta.
Evitar a coalescéncia da fase organica, na auséncia de tensoativos, € um grande
desafio da técnica em suspensdo. O uso da concentracao de 0,1 % de NWCs (em
massa de mondmeros) permitiu a ocorréncia do processo e a formagao de beads com
tamanho de particula reduzido e elevada esfericidade, evidenciando que as nanofibras
de celulose foram eficientes ao atuarem como estabilizantes. Além da elevada area
superficial das nanofibras ser suficiente para reduzir a energia para nucleacao das
gostas de mondmero, as mesmas formam uma barreira mecanica, conferindo maior

estabilidade térmica aos mesmos.

Os BNWCs apresentaram excelentes propriedades de fluxo e compactagao,
devido, provavelmente, a elevada esfericidade, tamanho médio de particula de 200
pum e densidade compactada apropriada. O aumento na quantidade de BNWC nas
formulagdes dos comprimidos, aliado ao aumento no tempo de compressao, originou
matrizes com maior dureza, menor friabilidade e maior tempo de liberacdo do farmaco
modelo. Outra vantagem do uso dos beads é que em processos de granulagao pela via

umida, os mesmos ndo se alteram na presenga de agua ou outro liquido aglutinante.

Os resultados prévios de viabilidade celular pelo Método MTT indicaram que os

beads acrilicos preparados com ou sem NWCs mostraram ser atéxicos, sugerindo que
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0s mesmos podem ser empregados na preparacao de sistemas de liberacao de

farmacos.



Janaina Cecilia Oliveira Villanova

CAPITULO 5

Obtencgao e caracterizacao de copolimeros por polimerizacdao em emulsao e

preparacao de matrizes por compressao direta
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5.1. Polimerizagao em emulsao

ispersoes poliméricas sao Uteis para as mais variadas aplicacdes na area
de biomateriais, visando obtencdao de materiais para a fabricacao de
dispositivos médicos e sistemas de liberagao de farmacos. Comumente,
as dispersdes poliméricas podem ser obtidas pela técnica de
polimerizacdo em emulsao, empregando diferentes métodos, inclusive na auséncia de
solventes organicos (solvent free), o que traz vantagens para o setor farmacéutico,
uma vez que a auséncia destes ultimos é desejavel (Asua, 2002; Asua, 2004; Zhang
et al., 2007). Polimeros insoluveis em agua podem ser convertidos em dispersdes
aguosas com o uso da técnica de polimerizacgdo em emulsdo, como é o caso do
Eudragit® tipos NE 30D e NE 40D, que possuem 30 e 40% de contetdo sdlido,

respectivamente (Cao et al., 2007).

Do ponto de vista classico, emulsdes sdo sistemas heterogéneos, metaestaveis,
formados pela mistura de duas fases imisciveis, denominadas, continua e
descontinua. Um terceiro componente é adicionado ao sistema para estabiliza-lo,
denominado emulsionante (emulsificante ou emulgente). As emulsdes podem ser do
tipo 6leo em agua (O/A), agua em d6leo (A/O) ou multiplas (O/A/O ou A/O/A). O
preparo de emulsdes requer o fornecimento de energia para que a mistura e a
estabilidade sejam conseguidas e mantidas (Gennaro, 2004; Allen et al., 2005;
Aulton, 2007; Swarbrick, 2007). E importante ressaltar que os conceitos de
microemulsdes e nanoemulsdes farmacéuticas diferem daqueles aplicados as Ciéncias
dos Materiais. Segundo Aulton (2007), ao contrario das emulsdes grosseiras, descritas
anteriormente, microemulsdes sao sistemas homogéneos, isotrdpicos, transparentes,
de baixa viscosidade e termodinamicamente estaveis, com tamanho de goticulas entre
5 e 140 nm, obtidos quando uma mistura de tensoativos apropriada é usada. As

nanoemulsdes sdo obtidas como dispersdes 6leo em agua, apresentando elevada
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estabilidade cinética, em decorréncia do reduzido tamanho de gota (Nemen & Lemos-

Senna, 2001).

Na area de Ciéncias de Materiais, o termo polimerizacao em emulsao relaciona-
se aos processos de obtencao de polimeros. Neste contexto, as emulsdes podem ser
classificadas como: (i) emulsdes convencionais; (ii) emulsdes em fase inversa; (iii)
miniemulsoes; e, (iv) microemulsdes. Além das técnicas de preparo, a diferenca entre
as mesmas fundamenta-se, basicamente, no mecanismo de estabilizacdo e na

distribuicdo do tamanho das goticulas na fase dispersa (Asua, 2004).

Do ponto de vista da Engenharia de Materiais, as emulsdes convencionais
(macroemulsdes) sdo cineticamente estaveis e as goticulas de monbémeros sao
mantidas dispersas na fase continua devido a presenca de surfactantes, utilizados em
concentracdes entre 1 e 3%. Apds iniciacdo do processo de polimerizagdo, o
crescimento do polimero se da por nucleagdo micelar ou homogénea. As
macroemulsdes sdao normalmente conhecidas pelo aspecto opaco e com distribuicao
de particulas entre 50 nm e 500 nm. Os mon6meros usualmente empregados sao
aqueles com relativa solubilidade em agua, como os acrilicos, metacrilicos, o estireno
e o acetato de vinila. O tamanho das particulas pode ser controlado pelo tipo e
quantidade de tensoativos, sendo que, quantidades mais elevadas podem gerar maior
estabilidade interfacial e particulas com menor tamanho. A concentracao do iniciador
e o teor previsto em sdlidos podem ser ajustados para controlar o tamanho das
particulas. J& as emulsdes inversas sdo aquelas nas quais a fase continua é a
organica, que sao, geralmente, hidrocarbonos inertes. A fase aquosa constitui-se de
monodmeros sollveis em agua, como as acrilamidas. O valor do Equilibrio Hidrofilo
Lipofilo (E.H.L.) dos tensoativos empregados no preparo destas emulsdoes deve ser
inferior a 7, tais como o do Span® 40 e 85, o Brij® e alguns tipos de Pluronic®, uma

série de surfactantes ndo-idnicos. Miniemulsdes sao cineticamente estaveis e possuem
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tamanho compreendido também entre 50 e 500 nm. Porém, além do surfactante,
empregam coestabilizantes como o hexadecano e alcodis de cadeia longa. No preparo
das miniemulsdes sao utilizados equipamentos como microfluidizadores ou
homogeneizadores de alto cisalhamento. As miniemulsdes sao preparadas a partir de
mondmeros com limitada solubilidade em agua e, no processo de polimerizacdo, os
radicais livres gerados na fase aquosa entram diretamente nas gotas de mon6meros
dispersas para iniciar a polimerizacdo (as goticulas agem como reatores individuais).
Por ultimo, as microemulsdes (nanoemulsdes) sdo dispersdes termodinamicamente
estaveis, com tamanho de particula inferior a 100 nm, podendo alcancar 10 nm.
Apresentam-se como dispersdes transparentes, pois, o pequeno tamanho provoca
dispersao da luz. Sdo espontaneamente formadas pela mistura de monémeros, agua e
elevada quantidade de tensoativos (cerca de 10%), podendo conter coestabilizantes
como o hexanol ou o pentanol. Do ponto de vista da aplicacao, sao desvantajosas, ja
que possuem elevada quantidade de surfactante, que pode sofrer dessorcdao (Asua,

2002; Anderson & Daniels, 2003; Asua, 2004).

As emulsdes poliméricas convencionais tém grande interesse, do ponto de vista
industrial, devido a capacidade de formar filmes a temperatura ambiente. Os produtos
obtidos sdo leitosos, com teor de sélidos entre 30 e 60% e com tamanho de particulas
variando conforme o tipo de emulsao e modo de preparo. Por ser um processo
compartimentalizado, os produtos finais possuem elevada massa molar
(Cheremisinoff, 1989; Ai et al., 2010). De modo similar a polimerizacao em
suspensdo, as propriedades finais dos latices, como estabilidade, capacidade de
formar filmes, viscosidade, brilho e resisténcia mecanica, estdo diretamente
relacionadas com a distribuicdo do tamanho das particulas, que é governada por um
equilibrio dindmico entre deformacdo, quebra e coalescéncia das goticulas (Odian,

2004; Chern, 2006; Santos et al., 2006).
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A técnica de preparo de emulsdes convencionais, objetivo do presente trabalho,
caracteriza-se por ser uma reacao em cadeia, na qual os monémeros sao dispersos
em uma solucdo contendo surfactantes em concentragdo micelar acima da critica
(CMC). A polimerizacdo origina uma dispersao de particulas denominada latex, com
rapida conversdao dos mondmeros e aumento da massa molar. Além dos monOomeros e
surfactantes, outros constituintes sao agua, iniciadores e estabilizantes auxiliares
(Asua, 2002; Chern, 2006). O processo de polimerizacao por nucleacdao das micelas

ocorre em 3 etapas, representadas na Figura 5.1.

Etapa I: Micelas inchadas pela presenca de monémeros

 mMm T [ —>2s

Particulas do latex Gotas de monémeros

Etapa III: Consumo de monémero residual

[ Iniciador
........... * RL
@ Surfactante

n  Mondmero
p Polimero

e mmmmann

Figura 5.1. Representacdo esquematica do modelo de nucleacdo das micelas

(Adaptado de Chern, 2006).

Inicialmente, as gotas de monOmeros, o emulsificante, micelas contendo o
mondmero e o iniciador solubilizado na fase aquosa, coexistem no sistema. Com o

aquecimento, o iniciador decompode-se, formando os RLs (radicais livres), que reagem
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rapidamente com os monOmeros, iniciando a nucleacdo micelar (Etapa I). Sao
formadas particulas de polimero inchadas por mondmeros e estabilizadas pelo
surfactante. Apds a nucleacdo, as particulas de polimero continuam consumindo
mondmero e aumentando de tamanho. Ao final dessa etapa, praticamente todo o
surfactante presente no meio estd adsorvido na fase rica em polimero, caracterizando
a Etapa II, ao final da qual, as gotas de mon6meros desaparecem. A Etapa III é
caracterizada pelo consumo de todo o mondmero que esta presente nas particulas de
polimero, enquanto o numero de particulas permanece constante (Wang et al., 1996;

Odian, 2004; Chern, 2006).

A polimerizacdo em emulsdao é um processo complexo ja que nucleacdo,
crescimento e estabilizacdo das particulas do polimero sao controlados pela formagao
de radicais livres (RLs) combinados com fenémenos de estabilizacao coloidal (Chern,
2006). Algumas variaveis que afetam o processo de polimerizagdo em emulsdo sao
temperatura da reacdo, concentracdo dos monOmeros e tipo e quantidade de
iniciadores (Sheibat-Othman & Othman, 2006). Uma importante diferenca entre as
polimerizacdes em suspensdo e emulsao é que, nestas Ultimas, o iniciador empregado
é soluvel na fase aquosa. O iniciador, mediante aquecimento, gera os RLs que reagem
com os mondmeros presentes dentro de micelas e iniciam a polimerizagdao. Jain e
colegas (2003) concluiram que a iniciacdo em processos de polimerizacao por
iniciadores hidrossolUveis ocorre em duas etapas: a primeira na fase aquosa, com a
geragao de RLs e, a segunda, com a entrada dos RLs nas micelas. Geralmente, sao
empregados perssulfatos (perssulfato de sddio, perssulfato de amonia e perssulfato de
potassio), perdxidos e hidroperdxidos, sozinhos ou associados a agentes redutores
e/ou ions metalicos polivalentes, formando pares de oxirreducdao (Cheremisinoff,
1989; Lenzi, 2002; Ozturk & Cakmak, 2007). A quantidade usual de iniciadores
empregada na polimerizagao em emulsdao compreende-se entre 0,1 e 1% p/p, em

relacdo a massa de monOmeros. Latices perssulfato-iniciados tendem a possuir carga
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superficial aniénica, que contribui para a estabilidade coloidal do sistema. A vantagem
do uso de pares redox é a capacidade de geracao de radicais livres a baixas
temperaturas (Anderson & Daniels, 2003). O controle da temperatura no processo é
importante, uma vez que governa a taxa de decomposicdao do iniciador e a formagao

de RLs (Araujo & Giudici, 2003).

Os surfactantes empregados na polimerizacdo em emulsdo tém a fungao de
formar micelas, reduzir o tamanho das particulas e estabilizar os latices. Micelas
podem ser definidas como aglomerados que se auto-organizam no meio, adquirindo
forma esférica, visando alcancar estabilidade termodindmica, o que acontece quando
a CMC é alcancada (Bae & Yin, 2008). Os surfactantes podem ser catidnicos, anidnicos
ou nao ibnicos. Os mais empregados sao alquil sulfatos e alquil lauril sulfatos
(Cheremisinoff, 1989). Em emuls0es convencionais os surfactantes sdao usualmente
empregados na proporcao de 1 a 3% p/p em relacdao a quantidade de mondmeros
(Becher, 2001; Larpent, 2003). Uma mistura de surfactantes permite obter um
sistema com E.H.L. apropriado, gerando uma gama de possibilidades para
estabilizacao das emulsdes, com redugao na quantidade total de surfactante no
sistema (Porras et al., 2004; Sajjadi et al., 2004; O’Lenick, 2005; Sajjadi et al.,
2006). Além de controlar o E.H.L., a mistura de anibnicos e ndo-idnicos contribui para
a estabilidade, pois, enquanto o anibnico controla o estagio de nucleacdo das
particulas, o ndo-idnico provém estabilidade mecanica e controla as cargas
eletroliticas no sistema, contribuindo para um potencial zeta adequado (Anderson &

Daniels, 2003; Chern, 2006).

Quanto maior a quantidade de surfactante, maior a tendéncia de se obter
emulsdes estaveis e com baixo tamanho de particula, porém, a viscosidade pode
aumentar e alcancar o estagio denominado creaming, o que é desvantajoso para a

aplicacao a que se destina o polimero (Sajjadi, 2006). Em aplicacdes farmacéuticas,
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grande quantidade de tensoativos pode aumentar o potencial de toxicidade do
material, uma vez que os surfactantes convencionais sao nao reativos e podem sofrer

dessorcdo das cadeias poliméricas (Guyot, 2004).

Os surfactantes podem interagir de dois modos com os polimeros: através de
atracOes eletrostaticas (quando ambos tém cargas opostas) ou forcas de atracao
hidrofébicas (quando as regibes apolares de ambos se aproximam) (Proietti et al.,
2002). O uso de surfmers (surfactantes reativos), que permanecem ligados as
macromoléculas, sem migrar para a superficie, € uma das alternativas estudadas para
reducao na quantidade de tensoativos nao reativos (Dufour & Guyot, 2003; Asua,

2004; Jiang & Du, 2005).

Outro fator que interfere na técnica de polimerizacdo em emulsdo é o volume
de agua presente na formulacdo, uma vez que sua quantidade governa a exotermia
da reacao, podendo dificultar o controle do processo. Em baixa porcentagem de agua
e elevada proporcdo de mondmeros, a viscosidade (n) no meio reacional sera
aumentada e a transferéncia de calor prejudicada (baixas taxas de difusdo e de
condutividade térmica), levando a formagao de aglomerados (Odian, 2004; Palma &
Giudici, 2006). A alta taxa de conversdao de monOmeros, em decorréncia do controle
da reacdo, gera polimeros com baixo teor de mondmero residual, reduzindo a
possibilidade de toxicidade devido a presenca dos mesmos. Ainda, elevada quantidade
de monodmeros livres pode ocasionar odor desagradavel, inviabilizando o uso do
copolimero em aplicagdes farmacéuticas. Emprego de atmosfera inerte e controle do
tempo total da polimerizacao (entre 1 e 4 horas) podem propiciar a preparagao de
latices com alto teor de sdlidos e baixa porcentagem de mondémeros livres (Odian,

2004; Hirota et al., 2004).

Além do uso de tensoativos em quantidade apropriada e do controle dos

parametros reacionais, o emprego de estabilizantes auxiliares, como poli(alcool
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vinilico), polissacarideos e derivados da celulose, que atuam como coldides
hidrofilicos, contribuem para a estabilidade do sistema. Particulas sdlidas finamente
divididas e molhaveis por ambas as fases, sdo capazes de posicionarem-se na
interface entre os liquidos e promover estabilidade estérea. Emulsdes contendo tais
particulas sdao denominadas “Pickering Emulsions” e podem ser preparadas pelo uso
de laponita, montmorilonita, hidroxiapatita, carbonato de soédio e silica modificada,
entre outros. A energia livre de Gibbs, necessaria para remover uma particula sélida
de uma interface nas emulsdes do tipo Pickering, € maior quando comparada com
surfactantes convencionais, promovendo maior estabilidade (Wolters et al., 2001;

Giermanska-Kahn et al., 2002; Dai et al., 2008).

A tendéncia atual dos processos de polimerizagao em emulsao é produzir latices
com elevado teor em sdlidos. S3o varias as vantagens que tais sistemas apresentam,
cabendo destacar o menor custo de producao, armazenagem e transporte, menor
consumo de agua durante a producdo e a ndao necessidade de concentrar a emulsao
para algumas aplicagdes (Du et al., 2002; Boutti et al., 2005; Palma & Giudici, 2006).

Do ponto de vista farmacéutico, emulsdes com alto teor de solidos apresentam
um tempo menor de secagem durante a formacao de filmes (Palma & Giudici, 2006) e
a utilizacao de menor quantidade para a preparacao de matrizes empregando
granulacao pela via umida, otimizando a obtencdao dos granulados (Villanova, 2001;
Ojoe et al., 2005). Como desvantagens do processo cabem destacar o aumento da
viscosidade no sistema quando o volume da fase dispersa aproxima-se de uma
densidade de empacotamento maxima, o que é uma condicdo limite de estabilidade
coloidal. Em decorréncia, a dissipacao do calor é baixa e pode ocorrer a formagao de

aglomerados (Du et al., 2002; Palma & Giudici, 2006; Ai et al., 2010).

Dispersdoes poliméricas com particulas de menor tamanho e distribuicdo

polimodal tendem a apresentar, além do maior conteldo de sodlidos, viscosidade
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aumentada. Contudo, é necessario que a viscosidade do sistema seja baixa, para que
ocorra alta taxa de remogao de calor e melhor mistura durante o processo (Asua,
2004). Uma alternativa que vem sendo estudada para elevar o teor de sélidos nos
latices, mantendo uma baixa viscosidade no meio, e, reduzindo a necessidade de
grandes concentracdes de surfactantes, € o emprego de métodos mecanicos, tais
como o uso de ultrassom (US), microfluidizadores ou homogeneizadores de alta
pressao (Landfester, 2002; Landfester, 2006; Bradley et al., 2005; Silva et al., 2005;
Teo et al., 2008). As gotas da fase dispersa sofrem deformagdes ao colidirem com
bolhas vazias ou cheias com vapor do préprio monémero e as novas gotas formadas
sao estabilizadas pelos surfactantes dissolvidos na fase continua (Martinez et al.,
1999). Assim, ocorre um aumento na velocidade de formacdo de goticulas e no
numero de goticulas formadas, o que leva a uma distribuicdo de tamanho de
particulas mais estreita e uniforme, evitando que os fendmenos de coalescéncia e/ou
degradacao difusional acontecam. Autores afirmam que, quanto maior a hidrofobia
dos monb6meros, maior sera o tempo e sonificacdo requerido para a estabilizacdao do
sistema (Landfester et al., 2004; Landfester, 2006; Solans et al., 2005). Segundo Teo
et al. (2008), o uso do ultrassom pode reduzir a temperatura da reagao por gerar
radicais livres; reduzir necessidade do emprego de hidrofobos coestabilizante e pode
contribuir para o fenémeno de degradacao difusional (Otswald Ripening), otimizando a
fragmentagao continua das gotas maiores em menores e aumentando o numero e
tamanho das mesmas. Assim, a polimerizacao pode ser acelerada e pode-se obter
uma faixa mais estreita de polidispersdao para o tamanho das goticulas. A cavitacao

acustica é o processo que rege a emulsificagdo gerada por ultrassom (Figura 5.2).
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Figura 5.2. Representacao do processo de sonificagdao (Adaptado de Asua, 2002).

Ostroski e Stambaugh (1950) foram os primeiros a empregar o ultrassom em
processos de emulsificacao convencional e a observarem que a taxa de polimerizagao
foi aumentada devido ao aumento na eficiéncia do processo de mistura. Comparada
as técnicas convencionais, aquelas iniciadas por ultrassom podem desencadear uma
rapida polimerizacdo, maior conversao de mondmeros e originar polimeros com massa

molar mais elevada (Yin & Chen, 2005a; Yin & Chen, 2005b; Teo et al., 2009).

Assim, o objetivo principal desta etapa do trabalho foi obter uma dispersao
acrilica por polimerizacdo em emulsdao, contendo teor em sdlidos maior ou igual a
50%. Vale lembrar que dispersdes poliméricas acrilicas, comercialmente disponiveis,
possuem teor em sélidos de 40%. Para tal, foi empregada a sonificacdo com o intuito
de obter pré-emulsdes com menor tamanho e maior niumero de goticulas para inicio
da polimerizagao, com a intencao de evitar a utilizagao de altos teores de surfactantes
e a presenca de coestabilizantes. Dessa forma, o teor em sdlidos do latex final pode
ser aumentado. Em seguida, foi proposta a obtengdo e a avaliacdo de um excipiente

sOlido a partir dos copolimeros obtidos, visando a possibilidade de preparacao de
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comprimidos de liberacdo prolongada a partir de matrizes inertes (plasticas), via

compressao direta.

Para o alcance do objetivo principal, o trabalho foi dividido em trés fases.
Inicialmente foi realizada a preparacao e a caracterizacdo de copolimeros acrilicos
pelo processo de emulsificacao convencional. Na segunda fase, as emulsdes foram
liofilizadas, para a obtencdo do excipiente sélido. O polimero liofilizado foi avaliado
guanto sua aplicabilidade como excipiente farmacéutico, no que diz respeito ao
tamanho das particulas, morfologia e fluxo. Ainda, nesta etapa, foi feita a analise
preliminar da citotoxicidade in vitro das amostras obtidas, empregando o ensaio de
MTT. Por ultimo, o excipiente foi empregado na preparacao de comprimidos matriciais
contendo cloridrato de propranolol e a liberagdo do farmaco, bem como as demais
especificagoes, foram estudadas de acordo com metodologia da United States

Pharmacopeia 32" edicdo (2009) e da Farmacopeia Brasileira 42 edigdo (1988).
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5.2. MATERIAIS E METODOS

5.2.1. MATERIAIS

5.2.1.2. Reagentes

Acrilato de etila - Aldrich

Metacrilato de metila — Aldrich

Metacrilato de butila — Aldrich

Lauril sulfato de sddio — Cognis

Renex® 300 - Oxiteno

Span® 85 - Synth

Sulfato ferroso - Synth

Perssulfato de amoénio — Synth

Ditionito de sddio - Synth

Acido ascérbico - Synth

Hidroperdxido de cumeno - Sigma

Solugdo de acido cloridrico 0,1N - Synth

Cloridrato de propranolol (PHCI). Lote: PRO7091F12. Validade: 08/2012.
Fornecedor: Attivos Magistrais. Teor: 101,09% (Laudo de Analise) (Gentilmente
doado pela Pharma Ponte, Sorocaba)

Celulose microcristalina PH 102 (Comprecel®). Lote: C0910038. Validade:
10/2012. Fornecedor: Valdequimica. (Gentilmente doado pela Pharma Ponte,
Sorocaba)

Didxido de silicio coloidal (Aerosil®) — Aldrich

Cloreto de sddio Grau Reagente - Synth

Acido cloridrico Grau Reagente - Synth

Acido citrico monoidratado Grau Reagente - Synth

Fosfato de sddio dibasico anidro Grau Reagente - Synth
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[3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazdélico] (MTT) - Sigma-Aldrich
Meio de cultura Eagle modificado (DMEM) - Gibco
Solugao salina fosfato tamponada (PBS) - Gibco

Soro fetal bovino (SFB) - Gibco

.2. Equipamentos

Balancga analitica Bioprecisa, modelo FA2104N

Agitador mecanico Fisatom, modelo 713 D

Manta aquecedora Fisatom, modelo 102K

Ultrassom Branson Research, modelo 450D

Liofilizador Terroni, modelo LT 600

Espectrofotometro Thermo Scientific, modelo Nicolet Nexus 470
Viscosimetro Brookfield, modelo RV-DVII + Pro

pHmetro Marconi, modelo MA PA 200

Sistema de Calorimetria Exploratéria Diferencial Shimadzu, modelo DSC50
Sistema de Analise Termogravimétrica Shimadzu, modelo DTG60
Granuldometro por espalhamento dinamico de luz Malvern Instrument, modelo
Zetasizer Nano-ZS

Microscopio Eletronico de Varredura JEOL, modelo JSM-5410

Microscépio Eletronico de Varredura JEOL, modelo JSM 6360LV

Balanga Gehaka, modelo BG 200

Compactador automatico (Volumeter Tapped Density) Erweka, modelo SVM 201
Aparelho de escoamento (Granulate Flow Tester), Erweka, modelo GTB
Espectrofotometro Anthos Labtec Instruments, modelo ADAP 1.6

Prensa automatica CIOLA, com matriz cilindrica e puncdao de 11 mm
Balanga Analitica Bel Engineering, modelo Mark 210 A

Durdmetro digital portatil, Nova Etica, modelo 298/DGP

Friabildmetro Nova Etica, modelo 300.1



Janaina Cecilia Oliveira Villanova
= Aparelho de dissolugao Quimis, modelo Q850 - 8 Provas

» Espectrofotometro UV-VIS Shimadzu, modelo 1601 PC



Janaina Cecilia Oliveira Villanova

5.2.3. METODOS

Apesar de latices poliméricos obtidos por polimerizacdo em emulsdo apresentarem
iniUmeras vantagens, o aumento da viscosidade da dispersdo, o controle do tamanho e
distribuicdo das particulas e o dificil controle da temperatura durante a sintese, sao os
principais problemas relacionados com a técnica (Du et al., 2001). Na tentativa de
obter uma dispersao aquosa de um copolimero acrilico com elevado teor em solidos e,
ao mesmo tempo, controlar a temperatura da reacdo e a viscosidade, foi proposta a

polimerizagdo em emulsdao em dois estagios, empregando par redox.

A metodologia foi adaptada a partir de Sullivan e Mallios (1966), que utilizaram
a técnica para a producdo de um latex polimérico a ser empregado como tinta. O
método descrito consistia do uso de um sistema baseado em pré-emulsdes, contendo
um par redox hidrossoluvel - perdxido de amoénio ou de sddio associado ao sulfato
ferroso ou acido ascorbico. Os surfactantes utilizados pelos autores foram o lauril
sulfato de sdédio ou o lauril éter sulfito de sddio. As reacdes foram idealizadas para
ocorrerem em duas etapas, nas quais a temperatura deveria ser controlada para
permanecer entre 30 e 85° C. Os tipos e quantidades de mondmeros foram variados.

Na tentativa de otimizar o método proposto pelos autores, neste trabalho, a
guantidade total de agua a ser empregada foi determinada, mediante a realizagdo de
calculos de entalpia, de modo a controlar a exotermia da reacdao. A formulagdo foi
delineada para ocorrer em duas fases, preparadas separadamente, com posterior
adicdo de uma sobre a outra. A quantidade de &agua foi dividida entre as pré-
emulsdes, sendo a primeira do tipo O/A e a segunda A/O, o que justifica a inclusdo do
Span®, um tensoativo de baixo E.H.L., para estabilizar a segunda pré-emulsdo. Por
ultimo, foi empregada a sonificacdo na fase de obtencdo de pré-emulsdes, objetivando
obter menor tamanho de particula e maior nimero de goticulas para inicio da

polimerizacgao.
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5.2.3.1. Calculos teédricos: variacdao da temperatura de reacao, teor de sélidos

e Tg do copolimero

Segundo a Lei de Hess, a entalpia de reacGes que ocorrem em mais de uma etapa é o
somatorio das entalpias das reagoes individuais, dado que a entalpia é a medida do
calor transferido entre o sistema e sua vizinhanca, a pressao constante (Florence &
Attwood, 2005). Para o sucesso no controle da exotermia reacional, é necessario
prever a variacao da temperatura durante cada etapa, que pode ser calculada com
base na relacdo entre entalpia (H) de reacao e a capacidade calorifica (Cp) dos
monomeros e tensoativos usados. Assim, a porcentagem de mondémeros em cada pré-
emulsdao, bem como da agua, pode ser estimada, considerando-se que a temperatura
de pico da reagdao ndo deve ser superior a 85 - 90° C. Tal calculo pode ser realizado

mediante aplicacdo da Equacao 5.1, dada a seguir:

AT = ZAH

> ACp

[Equacdo 5.1]
onde:

AT = variagao de temperatura (°C);

AH = variagdo de entalpia de reagao (cal/g.°C); e,

ACp = variacdo de capacidade calorifica (cal/g).

Os valores da variacdo da entalpia e da capacidade calorifica dos mon6meros e
dos tensoativos utilizados no presente trabalho sdo dados na Tabela 5.1. MonOmeros
que resultam em polimeros com T4 elevada, tais como o MMA, tendem a aumentar a
dureza e o brilho do material obtido. Por outro lado, mon6meros que resultam em
homopolimeros com T, reduzida, como o BMA e o EA, contribuem para o aumento da

flexibilidade e da maciez do latex.



Janaina Cecilia Oliveira Villanova

TABELA 5.1. Valores de variacao de entalpia e da capacidade calorifica

Monomero AH Cp
(cal/g°C) (cal/g)

Metacrilato de metila 130,00 0,45

Metacrilato de butila 100,00 0,37

Acrilato de etila 156,00 0,47

Tensoativos - 0,70

TABELA 5.2. Parametros para determinagdo da T,
Monomeros que originam Tg (°C) Temperatura Fator
homopolimeros (K) (1000/K)

Metacrilato de metila 104,00 377,00 2,65
Metacrilato de butila 20,00 293,15 3,41
Acrilato de etila - 22,00 251,00 3,98

O teor de sdlidos no produto final também pode ser estimado mediante

estabelecimento da relacdo entre a massa dos componentes (exceto a agua) e a

massa total da formulacdo (incluindo a quantidade de agua), nas duas fases da

reagdo. Por ultimo, a temperatura de transigao vitrea (T,) esperada para o polimero

pode ser calculada a partir da multiplicagdao das Tgs individuais pela porcentagem

empregada de cada mondmero. O cdlculo considera um fator obtido pela divisdao de

1000 pela T4 do mondmero (em Kelvin) e é baseado na Equagao de Fox (Equagao

5.2):

[Equacgao 5.2]
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onde V,, é a fragdo em massa dos componentes no copolimero (Quental et al., 2010).

A T4 e o fator dos mondmeros utilizados sdo fornecidos na Tabela 5.2.

5.2.3.2. Preparo dos copolimeros acrilicos

Os mondémeros empregados na preparacdo foram o BMA, o MMA e o EA, sem
purificacdo prévia. Foram preparados dois copolimeros (nomeados A e B). No
copolimero A, a proporcao MMA:BMA:EA foi de 60:20:20, enquanto que para 0O

copolimero B, a razdo foi de 50:30:20.

Inicialmente, foram realizados os calculos para previsao do teor em sdlidos,
temperaturas de pico das reagdes e T4 dos copolimeros formados. O teor calculado de
solidos para os Copolimeros foi de 57% para o A e 55% para o B. A T4 calculada para
o copolimero A, foi de 53° C, enquanto que para o copolimero B foi de 45° C. Por
ultimo, foram estimadas as temperaturas maximas das reacdes. Para o copolimero A,
as variagcbes de temperatura (AT) foram 70 e 66° C, para as fases 1 e 2,
respectivamente. Para o Copolimero B, os valores de AT foram de 69 e 61° C.
Portanto, os picos tedricos calculados para as fases 1 e 2 do Copolimero A foram 90 e
86° C, enquanto que para o Copolimero B, 89 e 81° C. A temperatura inicial da reagao

foi de 20° C.

As reacoes de polimerizagdao ocorreram em duas fases, denominadas 1 e 2. Os
parametros de reacdo foram mantidos os mesmos para ambos os copolimeros. Para a
realizacdo da sintese foi empregado um baldo de 250 mL, tritubulado, equipado com
um agitador mecanico digital, um termometro e um sistema de entrada de nitrogénio,
para controle do microambiente de polimerizacdo, o que auxiliou na manutencao da
temperatura inicial a 20° C. Uma manta de aquecimento/resfriamento foi empregada
para controlar a temperatura durante a polimerizagdao. As composicdes propostas para

as emulsdes sao dadas nas Tabelas 5.3 e 5.4, respectivamente.
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TABELA 5.3. Composicao qualitativa e quantitativa do Copolimero A (60:20:20)

Componentes Quantidade Quantidade
Fase 1 Fase 2
MMA (g) 23,4 34,00
BMA (g) 7,00 11,30
EA (9) 7,00 11,30
Lauril sulfato de sddio (25%p/V) (g) 3,00 1,50
Renex® 300 W 30 (70%p/V) (9) 0,30 0,70
Span® 85 (g) - 1,00
Agua purificada (mL) 50,00 20,00

Iniciadores

Sulfato ferroso (g) 0,016 0,004
Perssulfato de amoénia (g) 0,08 0,11
Ditionito de sddio (g) 0,08 0,11

Iniciadores auxiliares

Hidroperdxido de cumeno (mL) 0,10 0,324

Acido ascérbico (g) - 0,056
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TABELA 5.4. Composicao qualitativa e quantitativa do Copolimero B (50:30:20)

Componentes Quantidade Quantidade
Fase 1 Fase 2
MMA (g) 18,8 28,20
BMA (g) 11,28 16,92
EA (9) 7,60 11,20
Lauril sulfato de sddio (25%p/V) (g) 3,00 1,50
Renex® 300 W 30 (70%p/V) (g) 0,20 1,00
Span® 85 (g) - 0,80
Agua purificada (mL) 50,00 26,00

Iniciadores

Sulfato ferroso (g) 0,016 0,004
Perssulfato de amoénia (g) 0,08 0,11
Ditionito de sddio (g) 0,08 0,11

Iniciadores auxiliares

Hidroperdxido de cumeno (mL) 0,10 0,324

Acido ascérbico (g) - 0,056

As pré-emulsdes foram preparadas em ultrassom na tentativa de aumentar a
area superficial e reduzir o tamanho das goticulas, equalizando a distribuicdo das
mesmas, o0 que pode gerar reducdo na viscosidade do latice polimérico. Contudo,
alguns autores consideram o contrdrio: uma ampla variacdo na distribuicdo pode

reduzir a viscosidade por favorecer o empacotamento das goticulas (Ai et al., 2010).

Na fase 1, os componentes foram pesados, adicionados em becker e levados ao
ultrassom (Branson Research, 450D) em banho de gelo, para evitar a polimerizagao

da pré-emulsdao, uma vez que durante a sonificagdo, a temperatura no sistema eleva-
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se, espontaneamente. A pré-emulsdo foi sonificada durante 15 minutos. Os
parametros empregados foram amplitude de 50% e uso do modo descontinuo, com
pulsos de 5 segundos (pulse on), seguidos de 5 segundos de repouso (pulse off). A
pré-emulsdo assim obtida foi transferida para o reator, ao qual foram adicionados os
iniciadores, sob agitagao lenta (250 rpm). Simultaneamente, a fase 2 foi preparada e
levada ao ultrassom (parametros de funcionamento: amplitude de 40%, pulse on de 5
segundos e pulse off de 10 segundos). Quando a temperatura da fase 1 alcancou
cerca de 20° C, a fase 2 foi adicionada, juntamente com os iniciadores. A agitagao foi
continuada até alcancgar o pico e resfriar. Ao aproximar-se de 40° C foram adicionados
0 acido ascorbico e o hidroperdoxido de cumeno, para continuar a reagdo e consumir

monodmeros livres.

Os tensoativos escolhidos foram o lauril sulfato de sddio (LSS - surfactante
aniénico, com E.H.L. estimado em 40) e o nonilfenol etoxilado (Renex® 300 -
tensoativo ndo idnico, com E.H.L. estimado em 17,1). O Span® 85 (tensoativo ndo-
ibnico), com E.H.L. estimado em 1,8, foi adicionado na fase 2, uma vez que esta
apresenta maior contelddo de fase organica. A quantidade de tensoativos e a
porcentagem de iniciadores também foram mantidas iguais em ambas as reacdes. O
total de surfactante empregado foi de 3%p/p e a porcentagem total de iniciadores foi
0,88%p/p, ambos com relacdo a massa de monémeros. O iniciador sulfato ferroso,
para atuar, requer pH abaixo de 5, portanto, quando necessario, o pH das pré-
emulsdes foi controlado com a adicao de hidréxido de sddio 0,1N. A quantidade de

agua foi calculada para cada fase de ambas as reacoes.

Na sintese dos Copolimeros A e B o conteddo de lauril sulfato de sédio foi de
3%p/p, com base na massa de monOmeros. A quantidade de surfactantes pode ser
considerada pequena, uma vez que a preparagao de microemulsdes, por exemplo,

requer grandes quantidades de surfactantes (= 10%) para a formacdo das goticulas
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(Anderson & Daniels, 2003; Xu & Gan, 2005). Apds a preparacao das emulsdes foram
obtidos filmes por casting, secos em estufa a 40° C, durante 24 horas. Os filmes
foram caracterizados por FTIR. O teor de soélidos foi determinado por gravimetria. O
tamanho médio e a distribuicio do tamanho das particulas na emulsdo foi
determinado por espalhamento dinamico de luz e o potencial zeta por mobilidade
eletroforética. Posteriormente, parte da emulsdo foi aliquotada em frascos plasticos,
congelada em nitrogénio liquido e liofilizada em equipamento LT600 (Terroni), a -55°
C, durante 24 horas. O sdlido obtido foi caracterizado por FTIR, anadlises térmicas e
submetido a ensaios fisicos, para avaliacdo micromeritica. Por ultimo, o polimero na
forma solida teve sua toxicidade analisada empregando ensaio de viabilidade celular
pela técnica do MTT. Depois de caracterizados, os Copolimeros A e B foram
empregados no preparo de matrizes por compressao direta e a qualidade dos

comprimidos foi verificada.

5.2.3.3. Caracterizacao dos copolimeros em emulsao

5.2.3.3.1. Analises espectrofotométricas

Os espectros dos Copolimeros A e B foram obtidos em aparelho Thermo Scientific
Nicolet 6700, no modo de absorcdao. Para avaliacdo dos latices, foram preparados
filmes por casting, com secagem a 40° C durante 24 horas. Espectros micro-FTIR-
ATR, na regido de 650 - 4000 cm™ foram obtidos, empregando-se microscopio
Centaurus acoplado ao espectrometro, utilizando cristal de germéanio. Os espectros
foram adquiridos com 64 acumulages, com resolucdo espectral melhor que 4 cm™,

sob purga de nitrogénio seco.

5.2.3.3.2. Determinacao do teor em solidos por gravimetria

A expressdo perda por dessecacao refere-se a perda em massa, de agua e outros

componentes residuais volateis, apds secagem, até peso constante. A andlise é
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também denominada de gravimetria. Para realizacdo do ensaio, foram depositados
200 pL de cada emulsdo em uma lamina de vidro, previamente dessecada e pesada. A
lamina contendo a amostra foi novamente pesada e levada para estufa, a 105° C.
Apdés 1 hora, a lamina foi retirada e deixada na presenca de silica gel, até a
temperatura ambiente ser alcancada. A lamina foi novamente pesada. A diferenca
entre a massa antes e depois da secagem foi determinada e representou a
porcentagem de sélidos presentes nas amostras. As etapas devem ser repetidas até
que a diferenga entre as massas nao seja maior que 0,5% (Riddle, 1954; Tynan &

Merken, 1965; Anderson & Daniels, 2003). As analises foram feitas em triplicata.

5.2.3.3.3. Determinacao do pH

O pH foi verificado por medida direta, empregando pHmetro digital Marconi (modelo

MA PA 200). As medidas foram feitas em triplicata.

5.2.3.3.4. Avaliacao da viscosidade

A viscosidade aparente dos latices sintetizados foi determinada empregado o
viscosimetro Brookfield (modelo RV-DVII + Pro). As analises foram realizadas
utilizando o adaptador para pequenas quantidades de amostra (Sample Adapter,
modelo 13R), termostatizado a 25° C. Foi empregado spindle SC4-21 e as leituras
foram efetuadas a 200 e 100 rpm. O resultado é a média de 5 determinagbes tomadas

a cada 10 segundos, com periodos de equilibrio de 60 segundos.

5.2.3.3.5. Avaliacdo do tamanho médio de particula, distribuicao

granulométrica e medida do potencial zeta das emulsdes poliméricas

O diametro médio e a polidispersdo das particulas foram determinados através de
espalhamento dinamico de luz (EDL), utilizando equipamento Zetasizer, modelo Nano-

ZS (Malvern Instruments). As andlises foram realizadas a temperatura ambiente, apos
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diluicdo das amostras na proporcdo de 1:500 (v/v) em agua Milli-Q® e sonificacdo da
solucdo durante 5 minutos. A distribuicdo de tamanho foi avaliada efetuando-se trés

leituras para cada amostra.

A determinacgdo do potencial zeta (§) foi realizada no mesmo equipamento, sem
variacao do pH (~ entre 6 e 7), a temperatura ambiente. As amostras foram diluidas
na proporcdo de 1:500 (v/v) em &agua Milli-Q® e sonificadas durante 5 minutos.
Particulas em suspensdo apresentam acumulo de carga superficial que origina um
potencial elétrico, cuja medida permite obter informacdes sobre a estabilidade do
sistema. O potencial zeta foi medido através da mobilidade eletroforética e as leituras

foram feitas em triplicata.

5.2.3.3.6. Fotomicrografias

As fotomicrografias da emulsdo polimérica foram obtidas por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV), em microscopio JEOL, modelo JSM-6360LV, com espectrometro de
Energia Dispersiva de Raios-X, marca THERMO NORAN, modelo Quest, acoplado e
sistema de recobrimento BAL-TEC, modelo MCS 010. O potencial de aceleragao foi de
15 KV. Para o preparo da amostra, uma gota da emulsao polimérica foi depositada em
placa de silicio e deixada secar a temperatura ambiente, de um dia para o outro. O
filme seco foi metalizado por recobrimento com ouro. As analises foram efetuadas no

Centro de Microscopia da UFMG.

5.2.3.3.7. Analises térmicas

Para pesquisar os eventos térmicos nos copolimeros antes e apds o processo de
liofilizacdo, analises termogravimétricas (TG, DTG e DTA) foram realizadas em
aparelho Shimadzu DTG60, em cadinho de aluminio, sob atmosfera de N,, com fluxo
de 100 mL por minuto e razao de aquecimento foi de 10° C por minuto. As analises de

calorimetria exploratéria diferencial (DSC) foram efetuadas em equipamento
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Shimadzu DSC50, em cadinho de aluminio, sob atmosfera de hélio, com fluxo de 50
mL/minuto. Para todas as amostras, foram realizadas duas corridas: a primeira
(isoterma de equilibrio) foi feita entre as temperaturas de -10° C a 100° C, com
rampa de aquecimento de 10° C por minuto. A segunda corrida foi realizada entre -

10° C e 400° C, com rampa de aquecimento de 10° C por minuto.

5.2.3.3.8. Caracterizacdao micromeritica dos excipientes

Para a preparacao de comprimidos pela via direta, as particulas, tanto do farmaco
quanto dos excipientes, devem ter um tamanho compreendido entre 100 e 200 um
em decorréncia das caracteristicas requeridas de compactacdao e fluxo dos pés. O
tamanho das particulas, assim como a morfologia, exerce influéncia marcante em
varias etapas do processo produtivo, incluindo mistura, granulagdo, compressao e
revestimento (Shekunov et al., 2007; Virtanen et al., 2010). Além da
manufaturabilidade, o tamanho das particulas pode determinar parametros de
gualidade das formas farmacéuticas sélidas, bem como a dissolucao e liberacdo do

farmaco a partir das formas sélidas orais (Hu et al., 2004).

Portanto, apds secagem dos copolimeros por liofilizacdo e obtencdo dos
excipientes na forma particulada, os mesmos tiveram suas propriedades de interesse
farmacéutico avaliadas. Para tal, foram empregadas as mesmas técnicas descritas no

Capitulo 4, na analise dos beads.

A morfologia das particulas foi avaliada por microscopia eletronica de varredura
(MEV). As particulas foram recobertas com ouro e as imagens foram adquiridas em

equipamento JEOL, modelo JSM-5410, com um potencial de aceleracao de 10 kV.

A densidade aparente e a densidade compactada do material foram medidas de
modo indireto, através do volume aparente, conforme mencionado na British

Pharmacopoeia (2009) e na United States Pharmacopeia (2009). Os testes foram
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realizados empregando compactador automatico Erweka Volumeter Tapped, modelo
SVM. A partir dos resultados, foram calculados o indice de Carr e o Fator de Hausner.
O fluxo do material foi determinado em aparelho Erweka Granulate Flow Tester,

modelo GWF, a partir da medida do tempo de escoamento da amostra.

5.2.3.3.9. Ensaios de viabilidade celular

Os ensaios de viabilidade foram realizados conforme metodologia descrita por

Carvalho (2009) empregando a mesma técnica descrita no Capitulo 4.
5.2.3.3.10. Preparacao e avaliacao dos comprimidos

Foram preparados 50 comprimidos de 500 mg, de cada formulagdo, contendo 160 mg
de PHCI, em escala laboratorial. As amostras de 5 e 6 foram obtidas por compressao
direta, empregando os Copolimeros A e B liofilizados como possiveis agentes
formadores de matrizes inertes. Como alternativa farmacotécnica para a reducdo do
tamanho das particulas, os excipientes foram triturados em gral de porcelana, que
apresenta superficie rugosa e proporciona o atrito necessario a cominuicao (Allen et
al., 2005). Apos trituracdo, os excipientes ndo tiveram suas propriedades
micromeriticas pesquisadas. Em seguida, os excipientes foram selecionados em tamis
80 mesh. Os comprimidos foram preparados empregando a mesma técnica
empregada no Capitulo 3, utilizando prensa CIOLA, no modo automatico, em matriz
cilindrica e puncdo de 11 mm. A forca de compressao utilizada foi de 60 KN e o tempo
de compressao foi de 2 minutos. As composicdes qualitativas e quantitativas das

Formulagdes 5 e 6 sdao apresentadas na Tabela 4.5.

Depois de preparados, os comprimidos foram avaliados quanto ao peso médio,
forca de quebra, friabilidade, perfil de liberacdo e cinética de liberacdo. Todos os

métodos empregados encontram-se descritos detalhadamente no Capitulo 4.
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TABELA 5.5. Composicao qualitativa e quantitativa dos comprimidos

Componentes 5 6
Cloridrato de propranolol 32 32
Copolimero A 64 -
Copolimero B - 64
Celulose microcristalina 3 3
Aerosil® 1 1

*Quantidades fornecidas em %p/p.
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5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1. Preparo dos copolimeros por polimerizacao em emulsao

Para o presente trabalho foi proposto o uso de dois sistemas iniciadores. O perssulfato
de amoénia e o ditionito de sodio, ambos hidrossoliveis, originam um par de
oxirredugao capaz de induzir a formacao de RLs abaixo de 50° C. O sulfato ferroso foi
empregado como catalisador da reagao entre o par redox. Para atuar, o sulfato
ferroso requer pH < 5, necessitando, em alguns casos, ajuste do mesmo. O
hidroperéxido de cumeno é um iniciador solivel na fase organica que pode ser
guebrado pelo acido ascoérbico, gerando RLs. Este Ultimo par redox é considerado
auxiliar e pode ser Uutil para a polimerizacdo de monOmeros residuais livres,
garantindo total conversao no sistema. A quantidade de iniciador foi de 0,88% em

peso dos monémeros.

Para o copolimero A, na primeira fase, o processo de elevacdo da temperatura
até 500 C foi gradual, passando rapidamente para 74° C. Apds resfriamento e adicao
da segunda fase, a temperatura elevou-se para cerca de 88° C. Para o copolimero B,
a temperatura maxima alcangada na primeira fase foi de 74° C e de 92° C na segunda
fase. As temperaturas observadas sofreram ligeiro desvio das temperaturas
calculadas, provavelmente, devido a presenca do inibidor nos mondmeros, que nao
foram previamente purificados. O tempo total das reagdes variou entre 4 e 5 horas.
Os latices obtidos apresentaram aspecto leitoso, porém transllicidos, isentos de
aglomeragdes, sem separacao de fases e livres de odores caracteristicos de
mondmeros livres. Os latices foram armazenados a temperatura ambiente e, apds um

ano, nao houve alteragdao na aparéncia dos mesmos.

As dispersdoes poliméricas preparadas pelo processo de emulsificagdao

convencional foram obtidas em escala laboratorial, contendo, cada partida, 200 mL.
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Filmes obtidos a temperatura ambiente, logo apds a preparacao da emulsdo e depois

de 1 ano de armazenagem, apresentaram-se homogéneos, lisos e transparentes. A

rigidez observada em ambos pode ser associada a presenca de elevada quantidade de

MMA, mondmero que origina homopolimero com temperatura de transicdao de fase

alta (104° C). A técnica de

polimerizagao.

FTIR foi utilizada para confirmar a ocorréncia da
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FIGURA 5.3. Espectros FTIR dos

filmes obtidos por casting dos Copolimeros A e B.

Como pode ser visto na Figura 5.3, houve o desaparecimento das bandas na

regido de 1630 cm™ sugerindo

acrilicos. A existéncia de bandas

a ocorréncia de copolimerizacdo dos mondémeros

intensas a 1720 - 1738 cm™ refere-se a deformacéo

axial C=0 de ésteres presentes nos copolimeros € nos monémeros. Bandas a 1148,

1240 e 1450 cm ! sdo tipicas de

vibracdes em ésteres, enquanto que o pico a 2950
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cm™ é caracteristico de grupos CH,. Esta Ultima pode ser vista também nos espectros
dos mondmeros EA, BMA e MMA (Figura 3.2, Capitulo 3). Nestes, ha a presenca de
dubletos entre 1270 e 1320 cm™, que, nos espectros dos Copolimeros foram
substituidos por um pico a 1387 cm™. Os espectros dos Copolimeros A e B sdo
semelhantes aqueles dos produtos comercializados (ANEXO 1V), preparados a partir
dos mesmos mondmeros (Eudragit® NE 30D e 40D), sugerindo o sucesso da sintese

(Evonik R6hm GmbH, 2007-09, INFO 7.6 E e 7.11E).

5.3.2. Determinacoes fisico-quimicas nas dispersoes poliméricas

Os resultados relativos ao teor de soélidos apresentaram-se préximos dos valores
tedricos estimados, sugerindo elevada conversdao dos mondémeros (Tabela 5.6.). A ndo
conversao total pode ser devida a presenca do iniciador nos mondmeros, que nao
sofreram purificacdo prévia. Os valores encontrados para o pH permaneceram entre 4
e 5, devido a acidificacdo do meio para efetividade do sulfato ferroso. O principal
efeito do pH em processos de polimerizacdo de acrilicos recai sobre a hidrélise dos

mondmeros, que é reduzida em valores de pH < a 7 (Ridlle, 1954).

As viscosidades aparentes foram iguais a 59 e 48 cP, para A e B,
respectivamente, um pouco maiores que aquelas relatadas para os produtos
comercialmente disponiveis (Eudragit® NE 30 e 40 D). Medidas da viscosidade
aparente dos Copolimeros A e B, utilizando spindle SC4-21, nas velocidades de 200 e

100 rpm, a 259 C, pode ser visualizada no ANEXO V.

TABELA 5.6. Valores obtidos nos testes fisico-quimicos para os copolimeros

Parametros Copolimero A Copolimero B

Teor de sélidos (%) 54,70 52,40

pH 4,28 + 0,02 4,98 £ 0,02
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5.3.3. Determinacao do tamanho médio, indice de polidispersao e potencial

zeta dos copolimeros

A técnica de Espalhamento Dinamico de Luz (EDL), também conhecida como
Espectroscopia de Correlacdo de Fétons (ECF), mede as flutuagdes na intensidade da
luz, tempo-dependentes, geradas quando particulas em movimento aleatério sao
iluminadas por um feixe de /aser. A luz espalhada é captada e transformada em sinal
elétrico (Malvern, 2007; Shekunov et al., 2007). Particulas menores movimentam-se
mais rapidamente, causando flutuacdes rapidas de intensidade e particulas maiores
movimentam-se mais lentamente, originando flutuagdes lentas. Portanto, a velocidade
do movimento das particulas, cria interferéncias na intensidade da luz, que sao
usadas para determinar a distribuicdo de tamanho das mesmas (Malvern, 2004;
Shekunov et al., 2007). Quando em dispersdo, as particulas mudam de posicado,
aleatoriamente, com relagao ao fluido e a si mesmas. A velocidade de tal movimento,
chamado Browniano, pode ser medida e é conhecida como coeficiente de difusao
translacional (D) que, por sua vez, pode ser convertido em tamanho de particula
através da equacao de Stokes-Einstein (Malvern, 2009; Shekunov et al., 2007). Ja a
polidispersao é um parametro calculado a partir de um ajuste exponencial simples,
aplicado a funcdo de autocorrelagcdo nas medidas de espalhamento dindmico de luz,
assumindo que as particulas apresentam um tamanho Unico (Malvern, 2004). A
Tabela 5.7 apresenta os valores do diametro e distribuicdo das particulas bem como
os valores do potencial zeta para emulsdes sintetizadas. A distribuicdo do tamanho

das particulas em funcao do volume pode ser vista nas Figuras 5.4 e 5.5.
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TABELA 5.7. Determinacdo do diametro médio das particulas e do potencial zeta

Diametro médio (nm) IP Potencial zeta (mV)
Copolimero A 175,20 (£ 2,57) 0,15 (£ 0,11) - 65,13 (£ 1,48)
Copolimero B 173,5 (% 3,42) 0,12 (£ 0,15) - 62,01 (£ 2,31)
(n = 3; £ DP).
15
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FIGURA 5.4. Distribuicdo do tamanho das particulas do latice A em funcdo do volume

das particulas (%).
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FIGURA 5.5. Distribuicdao do tamanho das particulas do latice B em funcdo do volume

das particulas (%).

Kilkamp e colaboradores (2009) prepararam nanocapsulas poliméricas
contendo 4&cido lipdico e obtiveram indice de polidispersao maximo de 0,34,

considerados baixos. Paese (2008) também considerou adequados, valores de
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polidispersdao menores que 0,30 para nanocapsulas poliméricas contendo

benzofenona-3.

Vale e McKenna (2005) ressaltam que, para latices com alto teor de sdlidos, a
variacdo na granulometria das particulas deve ser baixo, o que garantiria uma
distribuicdo homogénea das particulas e a baixa viscosidade. Todavia, outros autores
sugerem que, para obter um maximo empacotamento e uma baixa viscosidade, o
tamanho das particulas deva ser elevado, bem como sua distribuicdo, que deve ser

polimodal (Ai et al., 2010).

Os resultados obtidos sugerem que a técnica de polimerizacdo empregada
originou latices com particulas nanométricas, com baixo indice de polidispersao,
porém, com distribuicdo bimodal, o que contribuiu para o empacotamento das
particulas e para a baixa viscosidade dos latices. O teor em sélidos alcancado foi
relativamente alto (proximo a 55%) quando comparado aos copolimeros de uso

farmacéutico disponiveis comercialmente.

A aparéncia visual dos latices é resultado da interagdao da luz com as particulas.
Muitos latices sdo leitosos devido a difragao e absorcao da luz. Quando o tamanho das
particulas se aproxima do comprimento de onda da luz, o latex é translicido, como
aqueles que foram obtidos. A homogeneidade na distribuicdo do tamanho, a
morfologia e o empacotamento das particulas pode ser confirmada pelas
fotomicrografias obtidas a partir de filmes dos latices, apresentadas nas Figuras 5.6 e

5.7.
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FIGURA 5.7. MEV das particulas do latex B, com aumento de 30.000 vezes.
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Quando particulas carregadas se encontram dispersas, ions de carga oposta
tendem a ser atraidos para sua superficie. fons mais préximos da particula
encontram-se mais fortemente ligados a ela, enquanto os mais distantes permanecem
frouxamente ligados, formando uma dupla camada conhecida como difusa. A camada
difusa funciona como um limite tedrico: todos os ions dentro da camada movem-se
juntamente com a particula pelo liquido e as particulas fora do limite permanecerao
imoveis. O potencial existente entre a superficie da particula e a fronteira com o
liguido dispersante é conhecido como potencial zeta. O & pode ser medido por
eletroforese baseada no efeito Doppler, ou seja, na alteracao na frequéncia sofrida
pela luz dispersa devido as particulas em movimento. A Figura 5.8, representa,
esquematicamente, o comportamento de uma particula carregada negativamente com

relagdo aos ions presentes na sua vizinhanca.

Camada
Particula carregada difusa

|
I
negativamente [
[

ions fortemente
ligados a particula

Q

|

Potencial £

FIGURA 5.8. Representacdo esquematica do potencial zeta (Adaptado de Malvern

Instruments, 2004).

De modo geral, em sistemas dispersos, busca-se maximizar as forcas repulsivas
entre as particulas para alcancar a estabilidade, uma vez que forcas de repulsao

mutuas entre particulas adjacentes impedem a unido de particulas, evitando grandes
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e rapidas sedimentacdes. A magnitude do potencial zeta fornece uma indicacao da
estabilidade de um sistema coloidal. Se todas as particulas em suspensdo possuem
um elevado potencial zeta, positivo ou negativo, as particulas tendem a se repelir,
nao ocorrendo floculagdo no sistema. Por outro lado, se os valores de & forem baixos,
as particulas tenderdo a aproximacao e floculacdo. Particulas com potencial zeta mais
negativo que - 30 mV ou mais positivo que + 30 mV podem ser consideradas estaveis

(Florence & Attwood, 2005; Sinko, 2006).

As Figuras 5.9 e 5.10 mostram os graficos de distribuicdo do potencial zeta para
os copolimeros A e B (ANEXO VI). O potencial zeta, relacionado ao potencial de
superficie das particulas, apresentou elevados valores negativos (Tabela 5.7), devido,
possivelmente, as caracteristicas estruturais dos componentes da interface das
particulas, especialmente, ao lauril sulfato de sddio. A presenca de ions provenientes
dos iniciadores pode ter contribuido para os valores encontrados. Du e colaboradores
(2006) relataram que o uso de perssulfatos como iniciadores pode resultar na
incorporacao de grupos sulfato no final das cadeias do polimero, tornando-as
negativas e induzindo a estabilidade coloidal por efeito estéreo. Os valores de §
obtidos para ambos os copolimeros indicam que as particulas permaneceram estaveis
nas dispersdes, nao ocorrendo formacao de caking ou floculacao, nao havendo
separacao de fases. Portanto, pode-se inferir que existe forte interacao particula-
particula nos sistemas, contribuindo para a baixa viscosidade dos mesmos (Ai et al.,

2010; Mariz et al., 2010).

Como mencionado anteriormente, na polimerizagdo em emulsdo, a distribuicao
do tamanho das particulas (DTP) é governada por trés fenOmenos principais,
nomeadamente, nucleagdo, crescimento da particula e coagulacdo, que sao
influenciados pelos parametros do processo (surfactantes, iniciadores, estabilizantes,

mondmeros, entre outros). A DTP, por sua vez, possui papel determinante na
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viscosidade dos latices sintetizados, sendo definida por trés fatores principais:
conteudo de sélidos, fator de empacotamento maximo e interagao particula-particula
(Schneider et al., 2002; Immanuel et al., 2008; Ai et al., 2010; Mariz et al., 2010).
Manter a viscosidade baixa de latices com alto teor em sélidos é importante para
produtos destinados a producdao de filmes e revestimentos, inclusive farmacéuticos.
Outra vantagem relaciona-se ao processo produtivo, ja que é mais facil manipular e
executar transferéncias em linha naqueles produtos menos viscosos (Guyot et al.,

2002).
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FIGURA 5.9. Distribuicdo do potencial zeta para o copolimero A.
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FIGURA 5.10. Distribuicdo do potencial zeta para o copolimero B.
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Schneider e colaboradores (2002) prepararam latices bimodais e trimodais e
obtiveram variacdes na viscosidade entre 300 e 1200 mPa.s (a uma taxa de
cisalhamento de 20 s) de acordo com a distribuicdo do tamanho das particulas. A
viscosidade mais baixa foi encontrada para latices contendo 15% de particulas com
tamanho de 110 nm e 85% de particulas com 900 nm. Os mondomeros utilizados
foram o acido acrilico, o metacrilato metila e o acrilato butila (2,5:19,5:78). Foi
utilizada uma mistura de surfactantes (ibnico e nao-idnico), em concentracdes

variando de 1,8 a 2,5% e uma mistura de iniciadores solluveis e insollveis.

Chu e Guyot preparam latices bimodais e trimodais e analisaram o efeito do
conteldo de sdlidos na viscosidade dos copolimeros. O tamanho das particulas variou
de 42 a 584 nm e o conteldo em sélidos, de 55,6% até 69,1%. A viscosidade variou
de 15 cP (para um latex com 55,6% de sélidos, distribuicdo bimodal, contendo 83%
de particulas com 546 nm) até 526 cP (para um latex com 68% de sdélidos,

distribuicdo trimodal, contendo 91% de particulas com 586 nm) (Guyot et al., 2002).

Os latices sintetizados no presente trabalho podem ser caracterizados como
emulsdes convencionais, com tamanho de particula submicrométrico, teor em sdlidos
relativamente elevados, baixa viscosidade e alta estabilidade, devido, provavelmente,
a distribuicdo polimodal e ao empacotamento favorecido pelo potencial zeta. Tais
aspectos contribuiram para a baixa viscosidade das emulsdes: 59 cP para o
copolimero A e 48 cP para o copolimero B. Os valores encontrados para a viscosidade
dinamica, nas condicdes testadas, representam resultados satisfatérios para latices a

serem utilizados com finalidade farmacéutica.

5.3.4. Analises térmicas

As Figuras 5.11 e 5.12 apresentam as curvas TG/DTG de filmes do copolimero A antes

da liofilizacao e do excipiente liofilizado. Perdas iniciais de 10% ocorreram a cerca de
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340 - 350° C. Em temperaturas proximas a 405 - 410° C, praticamente toda a massa
foi perdida (96%). Observagdoes semelhantes podem ser feitas para filmes do
Copolimero B e do mesmo liofilizado, respectivamente (Figuras 5.13 e 5.14). Para
este, perdas iniciais de 10% ocorreram em temperatura um pouco menor (320 - 330°
C) e a perda de 96% pode ser vista a 420° C. Tais alteragdes podem ser devidas a
diferencas entre as proporcdes de mondmeros nos copolimeros. Para ambos, a
decomposicdo térmica ocorreu em apenas um estagio, com temperatura de

decomposicdo em torno de 390° C, uma vez que o material € amorfo.

A andlise das curvas TG/DTG sugere que o processo de liofilizacdo ndo alterou
as propriedades térmicas e possivelmente a estrutura macromolecular do material.
Assim como para o Copolimero A, ndo foram notadas variacdes significativas nas
perdas de massa para o Copolimero B antes e apds a liofilizacdo. Tais resultados
corroboram para concluir que o processo de liofilizacdo nao alterou a estrutura das
moléculas poliméricas, como pode ser observado também pelas analises de DTA
(Figura 5.15). As pequenas alteracbes notadas podem ser devidas ha perdas de
volateis residuais e, no caso dos materiais liofilizados, podem decorrer da perda de

agua.

Desvios dos valores podem ser explicados pela complexidade do processo de
copolimerizacdo. ReacbOes de copolimerizacao dependem das concentragdes relativas
dos mondmeros, bem como das reatividades relativas de cada um. Se dois
mondmeros apresentam reatividades diferentes, aquele mais reativo tendera a
polimerizar-se mais rapido que o menos reativo, levando a heterogeneidade na
composicdo do copolimero no decorrer da reacdo (Riddle, 1954; Anderson & Daniels,

2003).
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FIGURA 5.11. Curvas TG e DTG de filmes do Copolimero A, antes da liofilizagao.
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FIGURA 5.12. Curvas TG e DTG do copolimero A, apds secagem por liofilizacdo.
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FIGURA 5.13. Curvas TG e DTG de um filme do copolimero B, antes da liofilizacdo.
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FIGURA 5.14. Curvas TG e DTG do copolimero B, apds secagem por liofilizagao.
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FIGURA 5.15. Curvas DTA dos copolimeros A e B (filme - F; liofilizado - L).

Mudancas discretas nas linhas de base do DSC (Figura 5.16) podem ser

visualizadas em temperaturas préximas a 45° C, podendo ser associadas a

temperatura de transicao vitrea para os materiais. O valor encontrado foi préximo do

calculado (53° C para o Copolimero A e 45° C para o Copolimero B).
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FIGURA 5.16. Curvas DSC dos copolimeros A e B.
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5.3.5. Avaliagcao micromeritica dos copolimeros liofilizados

Uma vez que os copolimeros foram preparados visando aplicagdo como excipientes, os
mesmos foram submetidos a andlises micromeriticas apos liofilizagcdo das emulsdes.

As imagens obtidas por MEV foram realizadas em dois momentos: nos filmes
gerados pelas emulsdes poliméricas e nos copolimeros obtidos apds liofilizacdo. As
figuras 5.17 e 5.18 fornecem imagens das dispersdes poliméricas, antes do processo
de secagem por liofilizacdo, com baixa magnificacdo, permitindo verificar a aparéncia
do filme formado, ao contrario das imagens exibidas nas Figuras 5.6 e 5.7 que, pela
elevada magnificacao (10.000 e 30.000 vezes, respectivamente) permitem a
observacao do tamanho e da distribuicdo das goticulas no filme emulsionado. Pode-se
observar que os filmes formados por ambos os copolimeros, apds secagem a
temperatura ambiente, mostraram-se lisos, frageis e quebradicos. Os materiais
parecem ser fridveis, sugerindo comportamento de fratura fragil, o que pode ser
justificado pela elevada quantidade de MMA (50% em massa de mondémeros para o
Copolimero A e 60% para o Copolimero B). As imagens 5.19 e 5.20 referem-se aos

Copolimeros A e B apos a liofilizagao.

Como pode ser notado nas imagens 5.19 e 5.20, nao foram notadas alteragoes
morfoldgicas significativas devido a retirada da dagua do material, quando comparados
com os filmes das emulsdes A e B, indicando que a liofilizagdo pode ndo alterar as
caracteristicas dos copolimeros formados no que diz respeito a morfologia. Ambos os
copolimeros liofilizados evidenciaram morfologia irregular, apresentando-se na forma
de laminas, com distribuicdo de tamanho e espessura heterogénea e, aparentemente,
fora do limite ideal para o emprego na compressao direta. Pelas fotomicrografias,
pode-se notar que as particulas do Copolimero B mostraram ser um pouco menores

gue as particulas do Copolimero A.
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CM-UFMGE

FIGURA 5.17 Imagem por MEV das particulas do latex A, com aumento de 30 vezes

(Imagens obtidas no Centro de Microscopia da UFMG).

FIGURA 5.18. Imagem por MEV das particulas do latex B, com aumento de 100

vezes (Imagens obtidas no Centro de Microscopia da UFMG).
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FIGURA 5.19. MEV do Copolimero A, apods liofilizagdo, com aumento de 75 vezes

(Imagens obtidas no LABMEV, Escola de Engenharia da UFMG).
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FIGURA 5.20. MEV do Copolimero B, apods liofilizagdo, com aumento de 35 vezes

(Imagens obtidas no LABMEV, Escola de Engenharia da UFMG).
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Todavia, em ambos os casos, as particulas apresentaram tamanho préximo a

500 pym. Cabe destacar que os materiais nao foram submetidos a processos de
reducdo do tamanho antes das andlises por MEV e que devido a elevada

granulometria, ndo puderam ser analisadas por métodos dpticos.

A técnica usualmente empregada para a obtencdo de dispersdes acrilicas na
forma solida, a partir de latices obtidos por emulsificacdo, é a atomizacdo por spray
dried, método no qual parametros do processo, (temperatura, velocidade e volume de
aspersao, fluxo de ar, entre outros), podem ser controlados, consoante as
caracteristicas requeridas para o produto final. No presente trabalho, as emulsdes
foram secas na auséncia de agentes crioprotetores e a técnica nao foi passivel de
controle. Maiores estudos devem ser idealizados e realizados para definir a real
influéncia do processo de secagem por liofilizagdo nas caracteristicas dos latices

obtidos no estado sdlido.

Particulas dos copolimeros A e B, produzidos em escala laboratorial, e, secas
por liofilizagdo, apresentaram densidade compactada igual a 0,615 g/mL e 0,670

g/mL, respectivamente (Tabela 5.8).

TABELA 5.8. Volumes aparentes, em mililitros, obtidos para os Copolimeros A e B

Amostra Massa (g) Vo Vio Vso0 V1250 V2500

A 44,90 86,0 74,0 69,0 60,0 59,0

B 43,63 87,0 77,0 69,0 64,0 62,0
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TABELA 5.9. Medidas do volume compactado, densidade compactada, indice de Carr

e Fator de Hausner

Parametros A B
d, (g/mL) 0,522 0,501
dc (g/mL) 0,761 0,704

IC (%) 23,90 20,30
FH 1,465 1,405

TABELA 5.10. Medidas diretas do fluxo: tempo de escoamento e cotangente de «

Parametros A B
Tempo de escoamento (s) 1,59 0,91
Cotangente de a 0,051 0,029

Os resultados das medidas indiretas de fluxo, bem como das medidas diretas
sao fornecidas nas Tabelas 5.9 e 5.10, respectivamente. O tempo de escoamento para
o Copolimero B foi igual a 0,91 segundos e a cotangente calculada foi 0,029. Para o
Copolimero A, os valores foram iguais a 1,59 segundos e 0,051, respectivamente. Os
relatérios de anadlise sdao apresentados no ANEXO III. Tempos de escoamento
inferiores a 10 segundos e cotangente de o menor que 0,1 sugerem o6timo
escoamento para o material (Aulton, 2007; Swarbrick, 2007). Todavia, as condicdes
de ensaio foram diferentes para A e B. No caso do Copolimero A, o modo de vibracao
do equipamento foi acionado, uma vez que na auséncia de vibracao, o material nao
escoou. Tal fato deve-se, provavelmente, a morfologia ndo granular do material e ao

elevado tamanho das particulas, fatores que promovem maior area de contato, maior
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coesividade e menor capacidade de fluxo. Para o copolimero B, apesar de irregulares,

as particulas demonstraram menor tamanho.

O Indice de Carr (IC), que exprime a capacidade de compactagao e compressao
de um sodlido, apresentaram valores entre 15% e 25%, o que é indicativo de fluxo
ruim. A razdo entre a densidade compactada e a densidade aparente, que definem o
Fator de Hausner e relaciona-se com as forcas de adesao e coesao entre as particulas,
apresentaram valores préximos de 1,25, tendendo a baixa coesividade. Os resultados
sao mostrados na Tabela 5.9. Tais valores apresentaram-se aumentados quando
comparados aos excipientes na forma de beads, o que pode ser justificado pela
morfologia irregular, elevados tamanho das particulas e grande distribuicdo
granulométrica das particulas dos excipientes. Uma alternativa farmacotécnica € o uso
de técnicas de reducdo do tamanho das particulas dos copolimeros sdlidos, como
trituracdo em gral ou o uso de moinhos de bolas, na tentativa de reduzir e
homogeneizar a distribuicdo das particulas. Com a diminuicdo do tamanho, mesmo
irregulares, os sélidos poderdao apresentar melhor capacidade de fluxo. O uso de
agentes lubrificantes e antiaderentes nas formulacdes também pode ser util (Allen et

al., 2005; Aulton, 2007; Swarbrick, 2007).

5.3.6. Avaliacao da toxicidade in vitro

Como mencionado no Capitulo anterior, o ensaio de viabilidade celular in vitro analisa,
guantitativamente, a reducdo do sal de tetrazédlio pelo complexo enzimatico piruvato-
desidrogenase presente nas mitocondrias. O teste quantifica a conversdao do sal de
MTT (solivel em &gua) em cristais de formazan (insolliveis em agua) que sao
mensurados em espectrofotometro a 595 nm. Portanto, a viabilidade celular pode ser
medida em funcdao da densidade dptica dos cristais de formazan que se apresentam

na cor purpura.
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FIGURA 5.21. Percentual de viabilidade celular obtido através do ensaio de MTT (n =

3 e p<0,05), apds 24 horas de contato.

Na Figura 5.21 pode-se observar que os copolimeros avaliados mostraram ser
potencialmente atdxicos, uma vez que os fibroblastos gengivais humanos, quando em
contato com as amostras A e B, apresentaram atividade mitocondrial estatisticamente
semelhante aquelas apresentadas pelos controles 1 e negativo, apds 24 horas de
teste. Todos os ensaios foram realizados em triplicata (n=3). A analise estatistica foi
realizada com o emprego do programa PRISM, One Way/ ANOVA/ Bonferroni

(GraphPad, San Diego, CA), com nivel de significancia de 5% (p<0,05).

5.3.7. Resultados dos ensaios farmacopeicos realizados nos comprimidos

Durante a compressao da Férmula 5 (contendo 64%p/p do Copolimero A) percebeu-
se o fenbmeno de capping, indicando relaxacdo do granel e alta porosidade nos
comprimidos, fato comprovado pela baixa dureza encontrada (62,00 N) quando
comparada com as demais Férmulas. Os comprimidos da Férmula 5 foram aqueles
gue apresentaram maior porcentagem de perda de pds (3,12%) no ensaio de
friabilidade. O grande tamanho de particulas do Copolimero A, a elevada distribuicao

granulométrica e a morfologia irregular - aspectos que podem ser visualizados nas
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imagens 5.19 e 5.20 - podem explicar os valores em desacordo com os demais. Vale
lembrar que o excipiente foi o que apresentou os piores resultados nas medidas
indiretas e diretas de fluxo, como pode ser confirmado nas Tabelas 4.9 e 4.10 e pelo
relatério apresentado no Anexo III. Tal fato também pode explicar também a néao
conformidade para o peso médio dos comprimidos da Formula 5. Para comprimidos de
500 mg, a variacdo do peso médio deve compreender-se entre + 5%. Entre as
unidades testadas, mais que trés encontraram-se fora do limite especificado. Os

resultados dos ensaios fisicos podem ser visualizados na Tabela 5.11.

TABELA 5.11. Valores obtidos nos ensaios de peso médio, dureza, friabilidade e

coeficiente de correlacdo (r) para as Férmulas 5 e 6

Formulas Peso médio (mg) Dureza (N) Friabilidade r
+ DP (CV%) (CV%) (%) (Higuchi)
5 542,61 £0,02 62,00 3,12 0,9939
(3,81) (11,90)
6 518,49 £ 0,02 100,00 0,31 0,9944
(3,85) (12,45)

*DP = desvio padrao; **CV = coeficiente de variacdo (desvio padrdo relativo).

Com relagao ao perfil de liberacdo, a Férmula 5 liberou a totalidade de farmaco
em um periodo inferior a 6 horas, sofrendo desagregacgao total durante o ensaio. Para
a Férmula 6, o tempo de dissolucdo foi de 10 horas. O estudo da cinética de liberacao
indicou que a liberacao do PHCI, a partir de ambas as Formulas, seguiu o modelo de
Higuchi e o mecanismo de difusdo de Fick. O valor de r é dado na Tabela 5.11. Os

perfis de liberacdo podem ser vistos na Figura 5.22.
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FIGURA 5.22 Perfis de dissolucdao obtidos para as Formulas 5 (Copolimero A) e 6

(Copolimero B), em meios pH 1,2 e tampao fosfato 6,8. (n=6 comprimidos).
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5.4. CONCLUSOES

Nas dispersdes poliméricas aquosas, a viscosidade varia de acordo com o tamanho
médio das particulas (TMP) que, por sua vez, depende da estabilidade no sistema.
Para uma mesma dispersao, a viscosidade diminui com o aumento da distribuicdao do
tamanho das particulas, juntamente com a interagao particula-particula. Quando uma
fracdo da fase dispersa aproxima-se, até alcancar um valor 6timo de empacotamento,
a viscosidade tende a ndo aumentar rapidamente. Portanto, o pequeno tamanho das
particulas, com estreitas faixas de distribuicao granulométrica (expressas pelos baixos
indices de polidispersao) e elevados resultados de potencial zeta (negativos para
ambos o0s copolimeros) evitaram a coalescéncia das goticulas nos latices, a
aproximagao maxima das mesmas e o aumento da viscosidade, que permaneceu
baixa para ambos os Copolimeros. Tais resultados sugerem que a técnica empregada
gerou latices estaveis, com aproximadamente 55% de teor em sdlidos e viscosidades

menores que 60 cP.

Por definicdo, emulsGes com alto teor em soélidos (high solid content latex) s&o

aquelas que apresentam conteudo de particulas maior ou igual a 60 - 70%. Porém, os
Copolimeros A e B podem ser considerados latices com alto conteddo de sélidos
quando comparado aqueles comercialmente disponiveis (Eudragit® NE 30 e 40D),
podendo ser preparados pela técnica de emulsdo convencional. O emprego de pares
de oxirredugao, a realizacdo da reacao em 2 estagios e o uso de ultrassom no preparo
das pré-emulsdes parece ter contribuido para o sucesso da polimerizacdo. Cabe
ressaltar que ambos os copolimeros foram preparados na auséncia de solventes
organicos volateis, o que é interessante do ponto de vista ambiental, para os

manipuladores e consumidores.
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De acordo com os resultados da avaliacao da funcionalidade dos excipientes,
pode-se concluir que os Copolimeros A e B liofilizados podem ser utilizados no
desenvolvimento farmacotécnico de comprimidos, desde que 0s mesmos sejam
submetidos a processo de operacdes unitarias, nomeadamente, reducdo do tamanho,
uma vez que 0os mesmos apresentaram morfologia irregular e particulas com tamanho
fora do limite preconizado na literatura para compressao direta. Talvez, o processo de
secagem por meio de atomizacdao dé origem a particulas sdlidas adequadas a

compressao direta.

Os Copolimeros A e B liofilizados foram considerados atdxicos, apds realizacao
de ensaios preliminares de viabilidade celular, pelo método do MTT, o que sugere que
0s mesmos podem ser empregados como excipientes no desenvolvimento de

formulagdes farmacéuticas.

Os comprimidos preparados com 64%p/p do Copolimero A apresentaram peso
médio, dureza e friabilidade fora dos limites especificados para o presente trabalho. Ja
os comprimidos obtidos com 64%p/p do Copolimero B atenderam as especificagdes e
liberaram 90% do PHCI em um periodo de 10 horas. Porém, a matriz desagregou-se
ao final do ensaio. Tais observagdes podem ser justificadas pela ampla distribuigao

granulométrica e morfologia irregular dos mesmos, inadequadas a compressao direta.

Ainda, o emprego dos latices pode ser considerado uma alternativa
farmacotécnica para a preparacao dos comprimidos, ja que as dispersdes obtidas
originaram copolimeros com teor em sdlidos acerca de 15% acima daquele
apresentado pelas dispersées comercialmente disponiveis. Neste caso, o processo de
preparacao dos comprimidos podera ocorrer pela compressdo por via Umida ou, ainda,
os latices poderdao ser empregados em processos de revestimento, com as vantagens

de poderem ser utilizados em menor quantidade devido ao maior conteldo de sdlidos
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com baixa viscosidade, o que tornard o processo mais rapido e reduzird o custo do

produto final.
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CAPITULO 6

Funcionalizacao da pectina pelo metacrilato de glicidila, obtencao de

copolimeros acrilicos e preparacao de matrizes por compressao direta
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6.1. Funcionalizacao da pectina

uso de inumeros polissacarideos empregados individualmente,
modificados e/ou associados aos polimeros sintéticos, intencionando a
preparacdao de sistemas de liberacdo de farmacos, € uma perspectiva
gue vem ganhando merecido destaque na area de materiais para
aplicacdes farmacéutica, odontolégica e biomédica. Estes sistemas aliam vantagens
inerentes aos polimeros sintéticos, tais como processabilidade, estabilidade e baixa
hidrofilia, com propriedades Unicas dos polimeros naturais, como baixa toxicidade,
baixo custo, biodegradabilidade e biocompatibilidade. Neste contexto, a pectina tem
sido extensivamente estudada por apresentar caracteristicas peculiares (Reis et al.,
2003; Reis et al., 2006; Charlton et al., 2007; Coviello et al., 2007; Sandolo et al.,

2007; Klein, 2009; Reis et al., 2009).

A pectina € um polissacarideo estrutural e de suporte encontrado nas paredes
celulares de inUmeras espécies vegetais. Sua estrutura quimica é heterogénea e
complexa, apresentando uma cadeia principal linear constituida por unidades de acido
D-galacturénico unidas por ligacdes «-(1-4), interrompidas aleatoriamente por
ligacdes a-(1-2) da L-raminose. Outros acgucares neutros podem estar presentes nas
cadeias laterais, como a D-galactose, a L-arabinose, a D-xilose, a L-raminose, a L-
fucose e tracos de 2-O-metilfucose. Sua massa molar é elevada, variando entre
50.000 e 180.000 g/mol. O acido galacturdnico possui grupos carboxila naturalmente
esterificados por grupos metilicos (CHs) ou reagidos com amonia, para a producao de
carboxiamidas. O grau de esterificagdao (GE) ou amidacao (GA) pode ser expresso em
porcentagem e constitui uma base pra a classificacdo da pectina. Em geral, pectinas

com grau de esterificagao maior que 50% sao consideradas de alta esterificagao (AE)
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e aquelas com GE menor que 50% sao consideradas de baixa esterificagao (BE)

(BeMiller, 1986; Sriamornsak, 2003; Beneke et al., 2009).

Em geral, as pectinas sdo sollveis em agua. Quando a pectina em pé é
adicionada a agua, ela hidrata-se rapidamente formando grumos. Sua solubilizagao é
lenta e sob agitacdo constante. Quando o pH é reduzido, a ionizacdo dos carboxilatos
€ suprimida e a hidratacdo das carboxilas é reduzida. Como resultado da diminuicao
do grau de ionizacdo, as macromoléculas ndo se repelem em toda a sua extensdo,
associando-se e formando um gel. Portanto, o grau de metoxilagao exerce influéncia
na solubilidade e nas condigdes de gelificagao da pectina (BeMiller, 1986;

Sriamornsak, 2003).

Uma das principais vantagens associadas ao uso da pectina em sistemas de
liberacdo de farmacos é sua resisténcia a passagem pelo segmento proximal do trato
gastrointestinal (TGI), apresentando biodegradabilidade especifica pela microflora
anaerdbica residente no célon. Assim, seu uso estd associado ao desenvolvimento de
sistemas de liberacdo de farmacos cdlon-especificos, empregados no tratamento local
ou sistémico de colite ulcerativa, sindrome do intestino irritdvel, doenca de Chron,
carcinomas de cdlon, entre outras patologias (Ahrabi et al., 2000; Vandamme et al.,
2002; Yang et al., 2002; Jain et al., 2007; Maior et al., 2008; Mishra et al., 2008;
Patel et al., 2008). Outra vantagem atribuida ao uso da pectina como excipiente
farmacéutico é sua capacidade mucoadesiva, decorrente da formacdo de ligagdes de
hidrogénio entre as carboxilas do polissacarideo e as hidroxilas do muco (Schmdigall &
Hensel, 2002; Liu et al., 2005; Hagesaether & Sander, 2008; Thirawong et al., 2007;

Thirawong et al., 2008).

Por outro lado, a principal desvantagem do uso da pectina em sistemas de
liberacdo de farmacos é sua alta solubilidade em agua o que origina limitagdes na

protecao de farmacos durante a passagem pelo estobmago e intestino delgado. Outro
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problema é que a pectina exibe resisténcia a consolidacdo devido a sua elevada
capacidade de recuperacao elastica durante os processos de compressao e ejecao dos
comprimidos. Sugere-se que 0 mecanismo de compactacao seja a fragmentagcao com
pequena deformacao plastica (Kim et al., 1998; Ahrabi et al., 2000; Semdé et al.,
2000; Sinha & Kumria, 2001). Uma alternativa para modificar suas propriedades

mecanicas e reduzir sua elevada hidrossolubilidade é modifica-la quimicamente.

Um dos mondmeros de escolha para a funcionalizagcdo de macromoléculas é o
metacrilato de glicidila (GMA) (Shanti & Panduranga, 2001; Han et al., 2003; Lee et
al., 2003; Li et al., 2003; Reis et al., 2006, Elizalde-Pefia et al., 2007; Erol et al.,
2009). O GMA é um monomero hidrofilico, solivel em agua na concentracao de 2,3%
p/V e miscivel com a maioria dos solventes organicos. O GMA apresenta dois sitios de
reacao: um grupo epdxi em um dos lados da molécula e um metacrilato do outro, o
gue o torna util na funcionalizacdo de diferentes materiais. A partir do GMA, duplas
ligacdes (C=C) podem ser introduzidas na molécula a ser modificada, visando a
copolimerizagdo com outros mondémeros (May, 1988). O GMA apresenta reacao de
polimerizagao por adicdo e os homopolimeros e copolimeros nele baseados formam
uma classe de polimeros potencialmente funcionais. A alta reatividade do grupo epdxi,
frente a uma larga variedade de reagentes, prové novas rotas para preparar inUmeros
polimeros multifuncionais através das modificagdes quimicas (Gohsh & Krishnamurti,
2000; Tarducci et al., 2000; Shanti & Panduranga, 2001; Cafiamero et al., 2004, Paris

et al., 2008). A estrutura quimica do GMA é dada na Figura 6.1.
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FIGURA 6.1. Estrutura quimica do GMA (destaque para o grupo epoxi).
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Grupos epoxidicos podem ser usados para a funcionalizacdo de aminoacidos,
proteinas, aguUcares e polissacarideos. As reacdes quimicas do GMA podem ocorrer
com grupos acidos (COOH) e basicos (OH) de diferentes moléculas em solugao
aquosa, sofrendo interferéncia do pH do meio. Em valores de pH baixos (cerca de
3,5), a reacao se processa por hidrélise do GMA com abertura do anel epdxido. Em pH
alcalino (acima de 8), o GMA reage com grupos OH tanto por abertura do anel como
por transesterificagdo, sendo o mecanismo de abertura do anel, a via preferencial
(Reis et al., 2003; Reis et al., 2009). A Figura 6.2 apresenta as possiveis vias e os

provaveis produtos da reacdo entre a pectina e o GMA.
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FIGURA 6.2. Representacao entre a reacao da pectina e o GMA (Adaptado de Reis et

al., 2006).

A modificacdo quimica da pectina de baixa metoxilacdo pelo metacrilato de
glicidila teve como objetivo introduzir duplas ligagdes no polissacarideo, tornando-o
passivel de ser copolimerizado na presenca de mondmeros acrilicos e metacrilicos,

originando copolimeros com propriedades adequadas ao uso farmacéutico.
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Neste contexto, na primeira fase do presente Capitulo, foi proposta a
funcionalizacdo da pectina pelo GMA, a partir de uma técnica ja bem estabelecida na
literatura, visando a possibilidade de copolimerizacao do polissacarideo funcionalizado
com os monémeros MMA, EA e BMA. A partir da pectina modificada, diferentes
técnicas foram empregadas na preparagao de seus copolimeros, entre elas, a
polimerizacdo em suspensao (descrita detalhadamente no Capitulo 4) e a enxertia da
Pec_GMA no Copolimero A, preparado no Capitulo 5. Na segunda fase, as
propriedades farmacéuticas dos excipientes obtidos foram avaliadas no que diz
respeito ao tamanho das particulas, morfologia e fluxo. Avaliacdo prévia da
citotoxicidade foi realizada empregando o método de viabilidade celular por MTT. Na
terceira fase, os excipientes considerados adequados foram utilizados na preparagao
de comprimidos matriciais contendo cloridrato de propranolol. A liberacdo do farmaco
e atributos fisicos dos comprimidos foram estudados de acordo com metodologias
descritas na Farmacopeia Brasileira 42 edicao (1988) e na United States

Pharmacopeia 32" edicdo (2009).

Uma quarta fase foi incluida nesta etapa do trabalho visando explorar a
capacidade bioadesiva da pectina. Segundo Bernkop-schniirch (2005), um possivel
caminho para conseguir bioadesao seria a modificacdo de polimeros que nao se
dissolvem em meio gastrico, mas, sao permeaveis e intumesciveis - como copolimeros
acrilicos baseados no EA, MMA e BMA. Assim, foram preparados copolimeros acrilicos
contendo Pec_GMA, pela técnica de polimerizacdao em emulsdo, que foram submetidos
a ensaios de adesividade in vitro. A metodologia utilizada baseou-se em modificagdes

na reologia dos latices poliméricos na presenca de mucina.
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6.2. MATERIAIS E METODOS

6.2.1. MATERIAIS

6.2.1.1. Reagentes

Pectina GENU® USP, LM - 104AS. Lote: SK81089. Validade: 02/2011. CPKelco
Acrilato de etila - Aldrich

Metacrilato de metila - Aldrich

Metacrilato de butila — Aldrich

Metacrilato de glicidila — Aldrich

Solugao de acido cloridrico 0,1 N - Synth

Peroxido de benzoila - Vetec

Sulfato ferroso - Synth

Perssulfato de aménio — Synth

Ditionito de sddio - Synth

Alcool etilico - Synth

Tetraidrofurano - Synth

Cloridrato de propranolol (PHCI). Lote: PR07091F12. Validade: 08/2012.
Fornecedor: Attivos Magistrais. Teor: 101,09% (Laudo de Analise) (Gentilmente
doado pela Pharma Ponte, Sorocaba)

Celulose microcristalina PH 102 (Comprecel®). Lote: C0910038. Validade:
10/2012. Fornecedor: Valdequimica. (Gentilmente doado pela Pharma Ponte,
Sorocaba)

Didxido de silicio coloidal (Aerosil®) — Aldrich

Cloreto de sddio Grau Reagente - Synth

Acido cloridrico Grau Reagente - Synth

Acido citrico monoidratado Grau Reagente - Synth

Fosfato de sdédio dibasico anidro Grau Reagente - Synth
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[3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazdlico] (MTT) - Sigma-Aldrich
Meio de cultura Eagle modificado (DMEM) - Gibco
Solugao salina fosfato tamponada (PBS) - Gibco
Soro fetal bovino (SFB) - Gibco

Mucina Tipo II (estbmago suino, nao purificado) - Sigma

6.2.1.2. Equipamentos

Balanca analitica Bioprecisa, modelo FA2104N

Agitador mecanico Fisatom, modelo 713 D

Manta aquecedora Fisatom, modelo 102K

pHmetro Marconi, modelo MA PA200

Liofilizador Terroni, modelo LT 600

Estufa Biopar, modelo S80SD

Espectrofotobmetro Thermo Scientific, modelo Nicolet 6700

Sistema de Calorimetria Exploratéria Diferencial Shimadzu, modelo DSC50
Sistema de Analise Termogravimétrica Shimadzu, modelo DTG60

Microscopio Eletronico de Varredura JEOL, modelo JSM-5410

Compactador automatico (Volumeter Tapped Density) Erweka, modelo SVM 201
Aparelho de escoamento (Granulate Flow Tester) Erweka, modelo GTB
Granulémetro por difracdo a laser Sympatec, modelo HELOS

Granuldometro por difracdo a laser Malvern Instruments, modelo Mastersizer
2000S

Prensa automatica CIOLA, com matriz cilindrica e pungdo de 11 mm

Balanca Analitica Bel Engineering, modelo Mark 210 A

Durémetro digital portatil, Nova Etica, modelo 298/DGP

Friabildmetro Nova Etica, modelo 300.1

Aparelho de dissolugao Quimis, modelo Q850 - 8 Provas

Espectrofotémetro UV-VIS Shimadzu, modelo 1601 PC
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Espectrofotémetro Anthos Labtec Instruments, modelo ADAP 1.6
Aparelho de angulo de contato (Gonidbmetro) GBX Instruments, modelo

DIGIDROP-DI

Viscosimetro digital Brookfield, modelo RV-DVII + Pro
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6.2.2. METODOS

6.2.2.1. Modificacao da pectina pelo GMA

Inicialmente, o teor de umidade da pectina foi determinado por perda por dessecacao.
Dois (2) gramas do polissacarideo foram pesados em pesa-filtros e deixados na
estufa, a 1059 C, durante 3 horas. Os recipientes foram retirados, deixados em
dessecador até temperatura ambiente e pesados novamente. O processo foi repetido
até obtencdo de peso constante. As anadlises foram feitas em triplicatas e a média e o
desvio padrao foram calculados empregando o programa Excel. Os resultados foram

utilizados para corregcao do teor de pectina nas preparacoes.

A modificagcdo da pectina foi realizada conforme método descrito por Souto-
Maior e colaboradores (2008). Primeiramente, foi preparada uma solugdo coloidal da
pectina em agua, na concentracao de 2,5% p/V, sob agitacdo mecéanica, até completa
dispersdo. O pH foi verificado e ajustado para 3,5 com solugao de HCI 0,1 N. Em
seguida, foram adicionados 4,8 mL de GMA e a mistura foi mantida sob agitacao
mecanica por 24 horas, a 50° C. A relagdo empregada entre a pectina e o GMA foi de
0,067 g/mol para 0,34 g/mol, respectivamente, com base na unidade de repeticao da
cadeia principal da pectina (C;30:3Hs). Transcorrido o tempo da reagao, a pectina
modificada pelo GMA foi precipitada em etanol e separada por filtracdo a vacuo. O
produto da reacdo foi congelado a -20° C e liofilizado em aparelho LT 600 (Terroni),
durante 12 horas. A pectina e amostras da Pec_GMA, antes da liofilizacao, foram

analisados por FTIR para confirmagao da modificacao.

Para avaliacao da capacidade de polimerizacao do polissacarideo funcionalizado,
o mesmo foi polimerizado empregando perssulfato de aménio como iniciador. Para tal,
40 mL da dispersao recém-preparada foram submetidos a agitacdo magnética, na

presenca do iniciador, adicionado na concentracdo de 1%p/p em massa de
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mondmero. Apds 1 hora, foram preparados filmes por casting, que foram secos em
estufa a 75° C, durante 36 horas. Os filmes foram lavados com agua purificada para
retirada de produtos que nao reagiram e deixados, novamente, em estufa a 40° C, de

um dia para o outro. Os filmes assim preparados foram analisados por FTIR.

6.2.2.2. Preparacao de beads contendo Pec_GMA por polimerizacdo em

suspensao (BPEC)

Para a realizacdo da sintese foi empregado um baldo de 250 mL, tritubulado,
equipado com um agitador mecanico digital, um termdmetro e um sistema de entrada
de nitrogénio, para controle do microambiente de polimerizacdo. Uma manta de
aquecimento/resfriamento foi empregada para controlar a temperatura durante a
polimerizacdo. A composicao do sistema obtido por polimerizacdo em suspensao é
dada na Tabela 6.1. A técnica foi a mesma utilizada no Capitulo 3, exceto pela

substituicdo de parte dos monémeros acrilicos pela Pec_GMA e exclusao das NWCs.

TABELA 6.1. Composicao qualitativa e quantitativa dos beads BPEC

Componentes Quantidade
Agua purificada 60,00 mL
Poli(acido acrilico) 0,20 g
Sulfato de sddio 0,20 g
BMA 23,52 mL
MMA 7,84 mL
EA 7,84 mL
Pec_GMA 0,80 g

Perdxido de benzoila 0,20 g
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A pectina modificada recém obtida, na quantidade de 2%p/p em massa de
monomeros, foi dispersa, sob agitacdo mecanica, em &agua. Parte do poli(acido
acrilico) e do sulfato de sddio foram pesados, dissolvidos em 5 mL de agua purificada
e adicionados ao reator. Separadamente, o PB foi pesado e dissolvido na mistura dos
monomeros (BMA, MMA e EA), que foi adicionada ao reator. Forte agitacdao foi
mantida (750 rpm) a temperatura constante de 75° C. Apds 1 hora observou-se o
inicio da reacdo de copolimerizacdo. Decorrida outra hora, a temperatura elevou-se,
espontaneamente, até atingir um pico de 85° C. Apds 1 hora, a agitacao foi cessada e
um produto particulado foi recolhido por filtragcdo sob vacuo e lavagem com agua

purificada. Os beads foram denominados BPEC.

Para confirmar a copolimerizacdo, foi preparada uma solucdao contendo 20%
p/V do copolimero em tetraidrofurano, a partir da qual foram obtidos filmes por
casting, apds secagem em estufa a 40° C, por 4 horas. Formaram-se filmes

homogéneos e transparentes, que foram avaliados por FTIR.

6.2.2.3. Preparacao de copolimero contendo Pec_GMA por enxertia (CPEC)

O mesmo sistema de reacao empregado anteriormente foi utilizado para a sintese do
polimero por enxertia. A proporcao da Pec_GMA com relacdo a quantidade de
mondmeros foi de 4,5%p/V, uma vez que o copolimero A apresentou teor em soélidos
de 55%. A Pec_GMA recém obtida foi dispersa em 45 mL de agua purificada, sob
agitacdao mecanica (250 rpm), até a homogeneidade. O Copolimero A emulsionado foi
adicionado e a reacao foi mantida a 60° C por 30 minutos. O par redox, previamente
solubilizado em 5 mL de agua, foi adicionado e a temperatura foi mantida a 70° C,
durante 4 horas. A composicao da preparacao € dada na Tabela 6.2. O filme formado
por casting foi analisado por FTIR. O produto da reagao foi aliquotado, congelado em
nitrogénio liquido e liofilizado em aparelho LT600 (Terroni) durante 24 horas. O

copolimero foi denominado CPEC.
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TABELA 6.2. Composicao qualitativa e quantitativa do copolimero CPEC

Componentes Quantidade
Agua purificada 50,00 mL
Pec_GMA 1,00 g
Copolimero acrilico A 40,00 g
Perssulfato de amoénia (10%p/V) (mL) 0,80 mL
Ditionito de sédio (10% p/V) (mL) 0,80 mL

6.2.2.4. Caracterizacao da pectina modificada e dos copolimeros BPEC e CPEC

Analises espectrofotométricas

As modificacdbes na pectina (Pec_GMA) e a formacdo dos copolimeros foram
monitoradas por espectrofotometria na regiao do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR). Para tal, foram preparados filmes, por casting, da pectina pura
dispersa em agua (2,5%p/V), da Pec_GMA polimerizada e do copolimero obtido por

enxertia (CPEC).

As anadlises foram feitas utilizando-se microscépio Centaurus acoplado ao
espectrometro Thermo Scientific (Nicolet 6700), em modo ATR, com cristal de
germanio. Espectros de Micro-FTIR-ATR, na regido de 650-4000 cm™, foram coletados
com resolucdo espectral melhor que 4 cm™, adquiridos com 64 acumulagdes, sob

purga de nitrogénio seco.

Analises térmicas

A pectina modificada (Pec_GMA), beads contendo pectina (BPEC) e o copolimero

obtido por enxertia (CPEC) foram caracterizados por anadlise térmica. Para pesquisar
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os eventos de TG, DTG e DTA foi empregado aparelho Shimadzu DTG60. Amostras
foram pesadas em cadinho de aluminio e submetidas a atmosfera de N,, com fluxo de
100 mL/minuto e razdo de aquecimento foi de 10° C/minuto. As analises de DSC
foram efetuadas em equipamento Shimadzu DSC50, em cadinho de aluminio, sob
atmosfera de nitrogénio, com fluxo de 50 mL/minuto. Para todas as amostras, foram
realizadas duas corridas: a primeira (isoterma de equilibrio) foi feita entre as
temperaturas de -10° C a 100° C, com rampa de aquecimento de 10° C por minuto. A
segunda corrida foi realizada entre -10° C e 600° C, com rampa de aquecimento de

109 C por minuto.
Analises micromeriticas

Os excipientes soélidos foram submetidos as andlises de interesse farmacéutico
empregando as mesmas técnicas ja descritas nos Capitulos 3 e 4. A morfologia e
avaliacdo granulométrica foram realizadas por Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV), em microscopio JEOL (modelo JSM-5410), com potencial de aceleracao de 15
kV, sem metalizacdo. A distribuicdo do tamanho das particulas foi medida por
granulometria por difracao a /aser, empregando aparelho Sympatec, modelo HELOS,
com comprimento focal de 50 mm. Para tal, as amostras foram dispersas em solugao
de hexametafosfato de sdédio (0,05%p/V), usado como dispersante. A densidade
aparente e a densidade compactada foram calculadas apds obtencdao dos volumes
aparente e compactado das amostras, obtidos em equipamento Erweka Volumeter
Tapped, modelo SVM, segundo especificagdes da British Pharmacopoeia (2009). A
partir desses valores, o Indice de Carr e o Fator de Hausner foram calculados. O fluxo
do material foi determinado diretamente em aparelho Erweka Granulate Flow Tester,

tipo GWF.
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Ensaios de viabilidade celular

Os excipientes sdlidos foram submetidos ao ensaio de viabilidade celular, realizado
conforme metodologia descrita por Carvalho (2009), em culturas de fibroblastos

gengivais humanos. A técnica empregada foi descrita, detalhadamente, no Capitulo 4.

6.2.2.5. Obtencao e avaliagao dos comprimidos contendo BPEC

Foram preparados 50 comprimidos de 500 mg contendo 160 mg de PHCI, em escala
laboratorial. Os comprimidos foram preparados por compressao direta, empregando o
excipiente BPEC e as Fdérmulas foram denominadas 7 e 8. Antes da avaliagao
micromeritica e da preparacdo dos comprimidos os beads BPEC foram passados em
tamis 120 mesh (125 pm). Posteriormente, os componentes foram misturados e
submetidos a compressdao em prensa CIOLA, no modo automatico, utilizando matriz
cilindrica e puncao de 11 mm. A forca de compressao utilizada foi de 60 KN. O tempo

de compressao foi de 2 minutos. A composicao sdao dadas na Tabela 6.3.

TABELA 6.3. Composicao qualitativa e quantitativa dos comprimidos contendo BPEC

Componentes 7 8
Cloridrato de propranolol 32 32
BPEC 48 64
Celulose microcristalina 19 3
Aerosil® 1 1

*Quantidades fornecidas em %p/p.

Depois de preparados, os comprimidos foram avaliados quanto ao peso médio,
forca de quebra, friabilidade, perfil de liberacdo e a cinética de liberacdo foi estudada.

Todos os métodos empregados foram detalhadamente descritos no Capitulo 4.
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6.2.2.6. Preparacao e caracterizacao de copolimeros contendo Pec_GMA por

polimerizacao em emulsao (EPEC)

Latices contendo a Pec_GMA foram preparados pelo processo de polimerizacao em
emulsdao. As composicdoes dos sistemas sao dadas na Tabela 6.4 e os copolimeros
foram chamados EPEC. Para a realizacdo da sintese foi empregado um baldo de 250
mL, tritubulado, equipado com um agitador mecanico digital, um termémetro e um
sistema de alimentagcdo de nitrogénio, para controle do microambiente de
polimerizagao. Uma manta de aquecimento/resfriamento foi empregada para controlar

a temperatura durante a polimerizagao.

Inicialmente, a Pec_GMA recém preparada foi dispersa em 50 mL de agua
purificada, sob baixa agitacdo mecanica (250 rpm) para evitar a formacao de bolhas e
sem aquecimento. O processo demorou algumas horas, conforme a concentracao da
Pec_GMA, que variou de 2%p/V a 6%p/V, com relagao ao volume das formulagoes.
Apo6s completa homogeneizagao, a temperatura foi elevada até 60° C e a mistura de
mondmeros foi adicionada. Os iniciadores foram previamente solubilizados no restante
da agua purificada e adicionados ao sistema, que permaneceu sob baixa agitagao
durante 4 horas, com a temperatura controlada (abaixo de 85° C). Os mondmeros EA,
MMA e BMA, foram utilizados sem purificacdo prévia e a porcentagem total de
iniciadores em cada copolimero foi de 0,88%p/p (em massa de mondmeros). Foram

preparados filmes por casting, que foram caracterizados por FTIR.

Apds preparo dos copolimeros pela técnica de polimerizagdo em emulsdo
(EPEC), foram obtidos filmes por casting, secos em estufa a 40° C, os quais foram
submetidos a anadlise de FTIR, nas mesmas condicles citadas anteriormente, visando

confirmagao da copolimerizagao.
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TABELA 6.4. Composicdao dos copolimeros acrilicos EPEC obtidos por polimerizacao

em emulsao

Componentes (g) EPEC1 EPEC2 EPEC3 EPEC4
Pec_GMA 2,00 3,5 5,00 6,00
BMA 23,20 23,20 23,20 23,20
MMA 8,40 8,40 8,40 8,40
EA 8,40 8,40 8,40 8,40
Sulfato ferroso 0,036 0,038 0,039 0,040
Perssulfato de sddio 0,162 0,171 0,175 0,182
Ditionito de sédio 0,162 0,171 0,175 0,182

Agua purificada (quantidade suficiente) 100,00 100,00 100,00 100,00

As emulsbes tiveram o teor em soélidos pesquisado por gravimetria, utilizando
metodologia descrita no Capitulo 5. As analises foram feitas em triplicata. O pH dos
latices poliméricos foi verificado por medida direta em pHmetro digital Marconi

(modelo MA PA 200).

A distribuicdo do tamanho das particulas foi pesquisada no granuldmetro por
difracdo a laser Mastersizer 2000 (Malvern Instruments), utilizando unidade de
dispersao Hydro 2000S, dentro de um faixa de medida compreendida entre 0,020 a
200 um. As medidas foram feitas empregando agua como dispersante, na velocidade
de 2130 rpm, com faixa de obscuracdo de 10 a 20% e tempo real de anadlise de 15
segundos. Foram calculados, pelo software, os valores da frequéncia da distribuicao

de tamanho (digw, dsos € doos,) € 0 indice de polidispersao (Span).

A molhabilidade dos latices foi pesquisada através da medida do angulo de

contato (¢) formado entre a agua e filmes preparados a partir das emulsdes EPEC,
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empregando gonidmetro DIGIDROP-DI. Os resultados representam as médias entre
os angulos direito e esquerdo, obtidos apds deposicdo de gotas com volume
padronizado (10 pL), sobre filmes com dimensdes de 2 cm x 2 cm. Foram feitas trés
medicOes consecutivas, a temperatura ambiente, empregando o modo Surface Energy

do software, que permite a medida direta do angulo de contato (em graus).

A capacidade adesiva dos copolimeros foi avaliada através de técnica in vitro. O
método baseia-se na comparacdo entre as medidas da n de dispersdes contendo
mucina pura, dos copolimeros puros e de dispersdes da mucina nos copolimeros
(Thirawong et al., 2007). Para tal, foram preparadas dispersdoes de mucina Tipo I,
nao-purificada, proveniente do estomago de suinos, em agua. Por conter inumeros
grupos hidroxila nas cadeias ramificadas, grupos amina na cadeia principal e grupos
sulfatos ou carboxilas terminais, a mucina seca pode ser dispersa em agua (Peppas &
Huang, 2004). Assim, o po foi disperso em agua sob agitacdo magnética durante 3
horas, a temperatura ambiente, nas concentragcoes de 5 e 7,5%p/V. O mesmo
procedimento foi empregado para dispersar a mucina nos copolimeros.
Posteriormente, a viscosidade aparente das dispersdes foi determinada em
viscosimetro Brookfield (modelo RV-DVII + Pro). As analises foram realizadas
utilizando os adaptadores para pequenas quantidades (Sample Adapter, modelo 13R e
UL Adapter), termostatizado a 25° C, empregando spindle SC4-28. A rotagao variou
conforme a viscosidade do sistema, de modo a obter um torque dentro da faixa de
precisdo do equipamento (entre 10 e 90%). O software foi programado para realizar
leituras de 5 em 5 segundos, durante 60 segundos (em cada velocidade), com

intervalos de equilibrio de 120 segundos.

Thirawong e colaboradores (2007) determinaram as viscosidades de acordo

com as Equacodes 6.2, 6.3 e 6.4:
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Necale = Neop T Nm [Equagao 6.2]
Ns = MNexp ~ Nesp [Equacgao 6.3]
Nrel = MNexp / Nesp [Equagéo 6.4]

onde:

ns= Viscosidade sinérgica;

Nexp = Viscosidade experimental;

Nesp = Viscosidade esperada;

Neop = Viscosidade do copolimero;

Nm= Viscosidade da dispersao contendo mucina pura; e,

Nrel = Viscosidade relativa.
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6.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1. Preparo dos copolimeros

O teor de umidade medido para a pectina utilizada foi de 9,8% (£ 0,15), considerado
tipico para as pectinas comercialmente disponiveis (Kurita et al., 2008; Thirawong et
al., 2008). Para o preparo das solugdes de pectina a massa foi pesada conforme

correcdes do teor.

Inicialmente, foi proposta a utilizagcdao da Pec_GMA liofilizada nos processos de
obtengao dos copolimeros acrilicos. Porém, o produto liofilizado mostrou ser insoluvel
em agua e em inumeros outros solventes testados. Dispersdes obtidas em &gua
formaram grumos, inviabilizando o uso das mesmas. Portanto, optou-se pelo emprego
da Pec_GMA recém preparada, nos processo de copolimerizagdo com os monémeros
acrilicos. Nao foi realizada avaliacdo da proporcdo de carboxilas que reagiram com o

GMA.

Na técnica de preparo do copolimero em suspensao (BPEC), foram recolhidos
beads opacos, pequenos e esféricos. Copolimeros em emulsao (CPEC) foram obtidos
pela técnica de enxertia da Pec_GMA na emulsdo polimérica (Copolimero A),
preparada no Capitulo 5. Enxertia ou grafitizacdo € um método no qual os monémeros
sao ligados, covalentemente, a cadeia polimérica, através de diversas técnicas que
incluem métodos quimicos (via formacao de radicais livres ou ionizagao), radiagao,
fotoiniciacdo, inducdo por plasma ou pela via enzimatica (Bhattacharya & Mishra,
2004; Wang & Xu, 2006). Os produtos obtidos apresentaram-se como liquidos

viscosos, de cor branca leitosa, aparéncia homogénea e sem separacao de fases.

Por ultimo, o processo empregado para o preparo das emulsdes contendo

Pec_GMA (EPEC) gerou latices brancos, leitosos, homogéneos, isentos de odor
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caracteristico de mondmeros livres e sem separacao de fases. Visualmente, a
viscosidade das dispersoes elevou-se com o aumento da concentragao da Pec_GMA.
Quando preparadas com concentracao acima de 6%p/V de Pec_GMA, ocorreu a
formacdao de grumos, inviabilizando o processo. Os filmes obtidos a partir das
amostras mostraram-se translicidos e ligeiramente amarelados devido,
provavelmente, a presenca do polissacarideo modificado. Os copolimeros foram
denominados EPEC 1, EPEC 2, EPEC 3 e EPEC 4 e a proporcao da Pec_ GMA em relagao
a massa total de monomeros foi de, aproximadamente, 4,8%p/p (EPEC 1), 8%p/p

(EPEC 2), 11%p/p (EPEC 3) e 13%p/p (EPEC 4).

O processo empregado na preparacao dos copolimeros EPEC foi diferente
daquele descrito no Capitulo 5, uma vez que a emulsdo foi preparada na auséncia de
tensoativos. Ainda, somente um par redox foi empregado na presenca do catalisador.
Optou-se por ndo utilizar o ultrassom, uma vez que a dispersao da pectina modificada
em agua gerou uma dispersao viscosa, prejudicando a cavitacdo. A reagcao ocorreu em
um sbé estagio e a temperatura foi controlada com o auxilio de uma manta

termostatizada, com aquecimento e resfriamento.

Ao contrario do processo classico de polimerizagdo em emulsdo, que emprega
surfactantes para formar micelas e estabilizar os latices, foram usados somente os
mondmeros e iniciadores sollveis em agua. Segundo Egen e Zentel (2004), que
empregaram a técnica isenta de surfactante (Surfactant-free Emulsion Polymerization
- SFEP) para obtencdao de esferas a partir de mondmeros metacrilicos, a
polimerizacdo sem tensoativos inicia-se apds a adicdao de radicais (geralmente
sulfatos), aos monémeros presentes na fase aquosa. Assim, formam-se oligdbmeros
carregados, insollveis na agua, que se agregam na forma de micelas, a partir das
quais o crescimento das cadeias se inicia de forma lenta. Os grupos sulfato pendentes

atuam, também, como estabilizantes estéreos. Outros fatores que contribuem para a
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estabilidade de emulsdes poliméricas isentas de surfactantes s3ao a presenga de
agentes formadores de emulsao do tipo Pickering (Kim et al., 2008) e o emprego de
iniciacdo através do uso de ultrassom, capaz de gerar radicais livres (Bradley et al.,

2005).

O uso de coldides hidrofilicos constitui-se como alternativa para a estabilizacdo
de sistemas dispersos. Macromoléculas de origem natural tais como proteinas,
carboidratos e polissacarideos, podem ser empregadas como agentes estabilizantes
em processos de polimerizagao por emulsificagao ou suspensao. De modo geral, estes
componentes atuam na estabilidade de duas formas: (i) aumentando a viscosidade do
sistema e, por consequéncia, reduzindo a velocidade de sedimentacao das particulas;
e, (ii) formando uma fina camada gelificada ao redor das particulas/goticulas,
mantendo-as suspensas e estaveis, evitando a coalescéncia e a separacao de fases

(He et al., 2002; Florence & Attwood, 2003; Sinko, 2006).

6.3.2. Analises espectrofotométricas

As principais bandas relatadas na literatura para o GMA sdo a 3060 cm™ (estiramento
C-H do C situado no anel epoxidico); 1720 cm™ (deformacdo axial da ligacdo C=0 do
éster conjugado); 1630 cm™ (deformacédo axial da dupla ligagdo C=C); 910 e 842 cm’
! (deformacdo assimétrica e simétrica do anel epdxido no GMA, respectivamente)

(Tarducci, et al., 2000).

Ja para a pectina, um produto de origem natural, que pode ser obtida a partir
de diversas fontes, com composicdo variada, inUmeros picos caracteristicos sao
relatados na literatura (Gnanasambandam & Proctor, 2000; Manrique & Lajolo, 2002;
Synytsya et al., 2003; Singthong et al., 2005; Mishra et al., 2009). Os principais picos
sao fornecidos na Tabela 6.5 e as bandas da pectina utilizada podem ser vistas na

Figura 6.3.
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TABELA 6.5. Espectro FTIR da pectina: nimero de ondas e grupos funcionais

Numero de onda

Grupo funcional

(cm™)
3600 - 3200 Estiramento -OH de hidroxilas e agua livre
3400 Estiramento -OH de —COOH livre
~ 2800 Estiramento —-CH de grupos —-CH,
1760 - 1730 Estiramento -C=0 do grupo -COOH
1670 - 1600 Estiramento assimétrico -O=C-O- ionizada
~1460 Estiramento -CH,
~1400 Estiramento simétrico -O=C-0O- ionizada
~1010 Estiramento -CH-0O-CH-
1007

807

607

Transmitancia (%)

HO-

(estiramento CH)

3600 - 3200
] (estiramento OH)

207 \(I’ 9 o—ci;

1741
(estiramento
C=0 de COOH)

1668
(estiramento
assimétrico COO")

(estiramento
simétrico COQ’)
1017
(estiramento
CH-0O-CH)

3000

2000 1000

NGmero de onda (cm™)

FIGURA 6.3. Espectro FTIR da pectina GENU® LM 104, baixa metoxilag3o.
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Espectros da pectina LM modificada (Pec_GMA) (Figura 6.4), apresentaram

picos deslocados e com diferentes intensidades quando comparados com aqueles do
polissacarideo puro. Picos a 1740 cm™, 1673 cm™ e a supressdo do pico a 1594 cm™?,
sugerem o acoplamento com o GMA. A manutencdo dos sinais a 1418 cm™ e a 1010
cm? no espectro do produto modificado indica a permanéncia de carboxilas e
manutencdo da integridade da ligagao -CH-O-CH-, presentes na pectina. Picos de
hidroxilas podem ser visualizados a 3210 cm™, bem como aqueles relativos aos
estiramentos —CH entre 3057 e 2942 cm™ (Reis et al., 2003; Reis et al., 2006; Maior

et al., 2008).

Conforme dito anteriormente, existem duas provaveis vias reacionais para o
acoplamento do GMA a alcodis e carboxilas, que sao (1) abertura do anel epdxido e
(2) transesterificagdo. Em solugdo aquosa acida (pH proximo de 3,5), as reagdes do
GMA ocorrem por abertura do anel. J4 em pH neutro a alcalino, a reacdo se processa,
predominantemente, por transesterificacdo, gerando o polimero metacrilatado e o
glicidol. Porém, abertura do anel também pode ocorrer. Uma vez que a reacao de
acoplamento ocorreu em pH acido, espera-se, de acordo com a abertura do anel, a
ligacdo do GMA ao polissacarideo como 3-metacriloila-1-glicerila ou 3-metacriloila-2-

glicerila (Reis et al., 2006).

Reacbes de epoxidacdo sao caracterizadas pela presenca de sinais
caracteristicos em regides entre 820 e 950 cm™, associados a vibragdes no anel
epdxido (Honggiang et al., 2010). A presenca do pico a 875 cm™ no espectro da
pectina modificada (Figura 6.5.) sugere que nem todo o monémero foi consumido no
processo de funcionalizacdo. Outra inferéncia que pode ser feita é que, parte do
monomero bifuncional foi acoplado ao polissacarideo pela rota de transesterificacao,

mantendo a integridade do anel epdxido.
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Ja o sucesso das reacdes de copolimerizacdo pode ser observado na Figura 6.5.

No processo de obtencao dos BPECs, pode ser notada a auséncia de picos na regiao
de 1630 cm™, indicando quebra e rearranjo de ligagdes C=C, o que é caracteristico de

reacoes entre mondmeros acrilicos e metacrilicos.
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FIGURA 6.4. Espectro FTIR da pectina modificada pelo GMA.

Ainda, o pico intenso a 1727 cm™ refere-se a vibracdo de estiramento da
carbonila de ésteres conjugados, comum em copolimeros metacrilicos. Picos
caracteristicos dos mondmeros acrilicos proximos a 2950 cm™ foram detectados. No
espectro referente ao copolimero obtido por enxertia (CPEC), apesar da auséncia do
sinal a 1630 cm™, podem ser visualizados sinais a 1740 e 1673 cm™ (referentes a
pectina metacrilatada) e proximo a 1000 cm™ (vibracdo da ligacdo -CH-O-CH,
presente tanto no polissacarideo puro como no modificado). O sinal a 1418 cm™ foi

suprimido, sugerindo a presencga de interagbes com o grupo carboxila da Pec_GMA.
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Tais informacdes podem indicar que a copolimerizacdo pelo método em suspensao foi

mais eficiente quando comparado com a técnica de enxertia.
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FIGURA 6.5. Espectro FTIR do monomero (Pec_GMA), dos beads contendo Pec_GMA

(BPEC) e do copolimero contendo Pec_GMA enxertada (CPEC).

6.3.3. Analises térmicas

A literatura relata que a pectina pura, quando submetida a técnicas de analise
termogravimétrica, sob atmosfera de nitrogénio, possui um perfil de decomposicao
em 2 estagios. O primeiro, compreendido entre 30 e 200° C, sugere a ocorréncia de
perda da agua livre adsorvida na estrutura do polissacarideo, geralmente presente na
forma de umidade. Com mencionado anteriormente, a analise de perda por
dessecacao mostrou um conteldo de umidade de 9,8%. O segundo, em temperatura
compreendida entre 200 e 400° C, ¢é indicativo da decomposicdo por despolimerizagao
térmica (Mangiacapra et al., 2006; Einhorn-Stoll et al., 2007; Ghaffari et al., 2007;

Souto-Maior et al., 2009).
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Como pode ser observado na Figura 6.6, a degradacdo térmica da pectina pura

teve inicio em temperatura proxima a 40° C, com perda aproximada de 10% de
massa, referente a dessorcao de agua. A segunda perda mais pronunciada de massa
pode ser visualizada na curva da primeira derivada da TG (DTG), a 240° C. Em
temperatura préoxima de 315° C (curva TG), houve perda de 50% da massa devido a

despolimerizacao do polissacarideo.

Apéds funcionalizagdo pelo GMA, o perfil de termodecomposicdo alterou-se e
podem ser notados 3 estdgios de degradacdo. A temperatura de 55° C houve perda
inicial de massa equivalente a 5% e a 210° C, a perda foi de 10%. Provavelmente,
ambos referem-se a perda de agua e podem denotar um carater mais hidrofdbico para
a Pec_GMA. Ja em 370° C, pode ser observado um degrau com uma perda de massa
de 50%. Dois picos intensos podem ser visualizados na curva DTG da pectina
modificada: o primeiro a 2309 C e o segundo a 390° C. O primeiro deve-se,
possivelmente, a decomposicao da estrutura polissacaridica. O segundo pode ter
surgido em decorréncia da polimerizacdo do mondmero GMA durante o processo de

modificacao, que envolveu calor, e pode ter originado o poli(GMA).

Ainda, a analise dos resultados da TG/DTG da pectina modificada sugere que
pode haver uma mistura de pectina modificada e GMA ou que a reacdo de
acoplamento ocorreu por ambas as rotas (abertura do anel e transesterificacdo),
corroborando com a interpretacao do espectro FTIR da pectina modificada (Figura
6.4), no qual aparece um sinal caracteristico de vibracdes do anel epdxido, a 875 cm”
!, Tais resultados diferem daqueles obtidos por Souto-Maior e colaboradores (2008),
que obtiveram perfis de degradacao semelhantes para a pectina modificada e pura,

sugerindo menor estabilidade térmica para a pectina metacrilatada.
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FIGURA 6.6. Curvas TG e DTG da pectina pura e da pectina modificada pelo GMA.

A Figura 6.7 traz as curvas TG/DTG dos beads contendo Pec_GMA (BPEC). Os
eventos iniciaram-se em torno de 30° C a 265° C, com perda de massa de 10%. A
420° C, a perda de massa foi equivalente a, aproximadamente, 90%. Na curva da
primeira derivada da TG pode ser verificada a presenca de um pico discreto em 283° C

e outro, intenso, a 392° C, caracteristico dos copolimeros acrilicos.

Ja o produto CPEC (pectina enxertada), originou curvas TG/DTG diferenciada
das demais (Figura 6.8). A curva TG apresentou 2 ombros e 2 patamares bem
definidos: um deles, a temperatura mais baixa, pode ser devido a presenca da agua
da pectina e/ou da agua contida no copolimero. O segundo evento, com intervalo de
temperatura de, aproximadamente, 350° C, pode ser o referente ao Copolimero A,
utilizado como polimero para enxertia da Pec_GMA. Tal observacdo sugere que o

processo de enxertia nao ocorreu satisfatoriamente. Tal resultado pode confirmar o
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que foi deduzido da avaliagdao do espectro FTIR do CPEC (Figura 6.5), no qual foram
mantidos sinais da pectina metacrilatada. As curvas TG similares das amostras com
pectina enxertada e copolimerizada por suspensao permitem concluir sobre o sucesso

das duas técnicas de insercao de pectina modificada em copolimeros acrilicos.
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FIGURA 6.7. Curvas TG e DTG do copolimero em suspensao (BPEC).
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FIGURA 6.8. Curvas TG e DTG do copolimero por enxertia (CPEC).
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6.3.4. Avaliacao das propriedades micromeriticas

Andlises micromeriticas foram realizadas somente no material obtido por
polimerizacdo em suspensdo (BPEC). Amostras de BPEC foram submetidas a avaliacao
granulométrica, determinacao do volume aparente e compactado e medida da
velocidade de escoamento. A densidade aparente e a compactada, bem como o Indice
de Carr e o Fator de Hausner, foram calculados. Imagens por MEV dos beads BPEC

foram obtidas.

As imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura mostraram que os
beads BPEC apresentaram morfologia esférica e regular, com tamanho de particula
inferior a 100 pm (Figura 6.9). Tal observagao foi confirmada pelo ensaio
granulométrico: 93% das particulas apresentaram tamanho inferior a 73,50 pm
(ANEXO VII). Como pode ser observado pela microscopia o material apresentou-se
aglomerado. Para contornar o problema, em uma etapa anterior a avaliacdo do fluxo e
preparacdao dos comprimidos, quantidade suficiente de BPEC foi passada em tamis

120 mesh (abertura da malha de 125 um), com auxilio de uma espatula de borracha.

FIGURA 6.9. Imagem obtida por MEV dos beads acrilicos contendo pectina (BPEC).
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Foram efetuadas medidas do volume aparente, volume compactado e da
velocidade de escoamento no material previamente desaglomerado. Os resultados

podem ser vistos nas Tabelas 6.6 e 6.7.

TABELA 6.6. Volume aparente e compactado, em mililitros, obtidos para as amostras

BPEC

Amostra Massa (g) Vo Vio Vso0 V1250 V2500

BPEC 38,35 61,0 58,0 57,0 57,0 -

TABELA 6.7. Medidas da densidade aparente, densidade compactada, Indice de Carr,

Fator de Hausner, velocidade de escoamento e cotangente de « dos beads BPEC

Parametros BPEC

da (9/mL) 0,629

dc (9/mL) 0,673

IC (%) 6,54

FH 1,069

Velocidade de escoamento (s) 1,01
Cotangente de a 0,034

Apds avaliacdo dos resultados, pode-se concluir que os beads preparados na
presenca da pectina metacrilatada apresentaram bom fluxo e coesividade apropriada,
indicando que o excipiente pode apresentar comportamento adequado durante a
compressao, sendo adequado ao desenvolvimento farmacotécnico de comprimidos.
Mesmo apresentando tamanho inferior a 100 um, a elevada esfericidade do material

pode ter contribuido para o excelente comportamento de fluxo.
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6.3.5. Avaliacao da citotoxicidade através da viabilidade celular

Como pode ser verificado na Figura 6.10, os fibroblastos gengivais humanos, quando
em contato com as amostras de BPEC, nao apresentaram viabilidade celular
estatisticamente diferente daquela encontrada para os grupos controle (1 e negativo),
0 que permite concluir que, a partir do ensaio preliminar pelo método do MTT, o

material obtido é atdxico.
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FIGURA 6.10. Viabilidade celular obtida através do ensaio de MTT (n = 3 e p<0,05),

apos 24 horas de contato.

6.3.6. Avaliacao da qualidade dos comprimidos

Para comprimidos de 500 mg, a variacdo do peso médio deve compreender-se entre
475 e 525 mg. Para ambas as Formulas (7 e 8), os valores apresentaram-se em
conformidade com as especificacdes. As preparagdoes contendo 48 e 64%p/p de BPEC
apresentaram os resultados mais elevados de dureza (170,80 e 184,50 N,
respectivamente) e menores perdas de pds nos testes de friabilidade (0,09 e 0,03%,
respectivamente). Ambas as férmulas apresentaram perfis de liberacdo adequados:

para a Férmula 7, 85% do PHCI foi liberado ao fim de 12 horas, enquanto que, para a
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Férmula 8, o total de farmaco liberado no mesmo periodo foi de 67%. Os perfis de

liberagao podem ser visualizados na Figura 6.11.

TABELA 6.8. Valores obtidos nos ensaios de peso médio, dureza, friabilidade e do

coeficiente de correlacdo (r) para as Férmulas 7 e 8

Formulas Peso médio (mg) Dureza (N) Friabilidade r (Korsmeyer-

+ DP (CV%) (CV%) (%) Peppas)

7 500,25 0,03 170,80 0,09 0,9980
(5,23) (8,90)

8 512,08 +£0,03 184,50 0,03 0,9990
(6,22) (7,60)

*DP = desvio padrao; **CV = coeficiente de variagao (desvio padrao relativo).
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FIGURA 6.11. Perfis de dissolucdo obtidos para as Formulas 7 e 8 (48%p/p e

64%p/p de BPEC), em meios pH 1,2 e tampao fosfato 6,8. (n=6 comprimidos).

Segundo os valores obtidos para o coeficiente de correlagao (r), na aplicagao

dos modelos matematicos, a cinética de liberacdo mais adequada foi a de Korsmeyer-
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Peppas, o que esta de acordo com resultados encontrados por diversos autores (Reza
et al., 2002; Mehrgan & Mortazavi, 2005; Ojoe et al., 2005; Derle et al., 2009).
Considerando que a forma dos comprimidos obtidos foi a cilindrica e que os valores de
n obtidos para as Féormulas 7 e 8 foram 0,412 e 0,256 (< que 0,45), pode-se sugerir
que a liberacao do PHCI se deu pelo mecanismo difusao Fickiana, uma vez que nao
ocorreu intumescimento e relaxacao polimérica, alteracdes esperadas em casos de
transporte andomalo (Martinéz et al., 2009). Ao final do ensaio, as matrizes
permaneceram integras denotando que ndao houve a ocorréncia de degradacao nos

sistemas, indicando o sucesso na preparacao de matrizes hidrofilicas inertes,

conforme idealizado (Figuras 6.12 e 6.13).

FIGURA 6.12. Fotografia dos comprimidos da Formula 7 contendo 48%p/p de BPEC,

durante e apds 12 horas de ensaio de dissolucao.

Os valores de liberagao do PHCI a partir das matrizes 7 e 8 apresentaram
correlagdo com os elevados resultados de dureza encontradas para as mesmas
(170,80 e 184,50 N) aliado a um maior tempo de compressao (2 minutos). Tal
evidéncia encontra-se de acordo com a literatura para comprimidos obtidos a partir de
polimeros acrilicos. Copolimeros derivados dos acidos acrilicos e metacrilicos tendem a
sofrer deformacdo plastica, ocasionando recobrimento das particulas do granel,

resultando em comprimidos mais duros e menos porosos.
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FIGURA 6.13. Fotografia dos comprimidos da Férmula 8, contendo 64%p/p de BPEC.

As matrizes permaneceram integras, com a formagdo de poros.

Além dos parametros de fabricacdo, o tipo e a quantidade de polimero
empregado na preparacao da matriz podem exercer influéncia na dureza. Saravanan e
colaboradores (2002) prepararam comprimidos de liberacdao estendida de cefalexina e
avaliaram a influéncia do conteddo de polimero (Eudragit® L100) e da dureza, na
liberacdo do farmaco. O Eudragit® L100 é um copolimero aniénico baseado no acido
metacrilico e no metacrilato de metila, empregado em revestimentos e em processos
de granulacao pela via Umida. Segundo os autores, formulacdes preparadas com
maior concentracdo do polimero apresentaram liberacdao mais lenta, uma vez que uma
alta porcentagem do polimero reduziu a permeacdo do meio de dissolucdo e a
consequente difusdo do farmaco. O aumento da dureza nos comprimidos testados
também contribuiu para retardar a liberacdo, também devido a uma entrada mais
lenta do meio na matriz. Comprimidos mais duros podem apresentar maior
compactacao e menor porosidade, resultando em liberagdo mais lenta. A dureza

varioude 70 a 111 N.

Apu e colaboradores (2008) usaram os Eudragit® RS e RL PO como agentes
formadores de matrizes plasticas para modular a liberacao da carbamazepina. Ambos
sdo copolimeros baseados no acrilato de etila, metacrilato de metila e ésteres do acido

metacrilico contendo grupos amdnio quaterndrios. Estes tipos de Eudragit®
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apresentam-se na forma sdélida, sdo insollveis, de alta e baixa permeabilidade,
respectivamente, e possuem intumescimento pH independente. A dureza obtida para
as matrizes variou entre 160 e 218 N, resultados condizentes com aqueles obtidos por

outros autores e com aqueles observados neste trabalho.

As alteragcbes nos perfis e nas cinéticas de liberagdo deveram-se,
provavelmente, a natureza das matrizes. Como mencionado anteriormente,
excipientes acrilicos e metacrilicos tendem a sofrer deformacdo plastica, ocasionando
recobrimento das particulas do granel, resultando em comprimidos mais duros e com
menor perda de pds nos ensaios de friabilidade. Em consequéncia da maior dureza e
menor porosidade, sdo menos permeaveis aos meios de dissolucdo e capazes de
controlar a liberacdao por difusdo. Os excipientes preparados pelo método em
suspensdo, na forma de beads BPEC (Férmulas 7 e 8) formaram as matrizes mais
adequadas, possivelmente em decorréncia das propriedades micromeriticas
superiores, gerando melhor compressibilidade do granel. Outra provavel explicacao é
a presenca de agua oriunda da Pec_GMA, que pode atuar como agente plastificante

durante a compressao, aumentando a consolidagao no granel.

Uma vantagem que pode ser associada aos excipientes BPEC é que ndo houve a
necessidade de adicionar outros excipientes nas formulagdes, pois os beads
apresentaram uma dupla funcdo farmacotécnica: agente formador de matriz e
diluente para o PHCI. Ainda, apesar de nao se alterarem na presenca de agua, os
beads sao hidrofilicos, bem como as matrizes formadas, porém, foram capazes de

modular a liberacao de um farmaco considerado muito soluvel.
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6.3.7. Caracterizacao das emulsoes contendo Pec_GMA (EPEC)
Avaliacao da polimerizacao por FTIR

Os copolimeros emulsionados, baseados na Pec_GMA, tiveram as reacdes de
polimerizagdo confirmadas por FTIR: a supressdo de sinais na regido de 1630 cm™* e o
surgimento de pico intenso proximo a 1730 cm™ atestam a ocorréncia da reacdo de
polimerizacdo. O primeiro refere-se a conversdo da ligacdo C=C a C-C e o segundo, a
presenca de ligacdo C=0, ambos caracteristicos em polimeros acrilicos e metacrilicos.

Os espectros podem ser visualizados na Figura 6.14.
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FIGURA 6.14. Espectro FTIR dos copolimeros EPEC 2 (3,5%Pec_GMA) e EPEC 4
(6%p/p Pec_GMA).
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Determinacao do pH e medida do teor em sélidos

O pH foi verificado por medida direta e foi de, aproximadamente, 4. O teor em
so6lidos, determinado por gravimetria, variou conforme o aumento da concentracdo da
pectina modificada. Todavia, os valores indicaram baixo teor em sélidos, quando
comparados aos Copolimeros A e B, preparados no Capitulo 5, o que é indesejavel
para a técnica de polimerizagao por emulsdo. Os resultados sdo mostrados na Tabela
6.9. A reducdo do teor em sélidos pode ser justificada pela modificacdo na técnica de

preparo das emulsdes e na composicao das mesmas.

TABELA 6.9. Valores obtidos na determinacao do teor em sdlidos e do pH para os

copolimeros EPEC

Parametros EPEC 1 EPEC 2 EPEC 3 EPEC 4
Teor em solidos (%) 9,84 14,23 18,24 22,30
pH 4,14 4,12 3,97 4,00

Distribuicao do tamanho de particulas

O difratbmetro a laser utilizado para avaliagcdo da granulometria Mastersizer 2000
(Malvern Instruments) emprega a Teoria de Mie para o calculo da distribuicao do
tamanho de particulas, envolvendo fenémenos de espalhamento, difracdo, reflexao e
absorcao de luz. As particulas difratam ou espalham a luz para formar um padrao de
intensidade I(0), onde 6 denota o angulo de espalhamento medido na direcdao da luz
incidente. Sabe-se que através da teoria de espalhamento da luz de Mie, o tamanho
de cada particula determina o padrao I(6) observado e um conjunto de particulas ira
criar um padrao composto, no qual a distribuicao de tamanho pode ser inferido. A
cada momento, o padrdao de difracdo gerado instantaneamente é uma resposta
composta por milhares de particulas individuais iluminadas pelo feixe de laser (Scott,

2008).
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Um paréametro importante a ser controlado é a faixa de obscuracdo no aparelho,

gue indica se a concentracao de amostra adicionada é suficiente para produzir um
sinal mensuravel, isto é, se o sinal é suficiente para sobrepor-se ao efeito do ruido e
evitar a possibilidade de ocorréncia de espalhamento multiplo. A faixa recomendada
pelo fabricante compreende-se entre 10 e 30 %. Para realizagao do trabalho, utilizou-
se de 10 a 20% de obscuragao. A Tabela 5.10 traz os resultados encontrados no
ensaio para determinacdo da distribuicdo do tamanho das particulas, apresentado
como a média de 3 determinagdes. Os relatdrios de analise podem ser visualizados no
ANEXO VIII. A obscuracdao obtida para todas as amostras compreendeu-se dentro do
limite estabelecido para realizacdo das medidas. O indice de polidispersdao (IP)
encontrado para a amostra EPEC 1 foi muito elevado (315,041), indicando falta de
homogeneidade no processo de dispersao da pectina modificada. De fato, apds 6
meses de observacao, observou-se a formagdao de grumos no fundo do frasco
contendo o copolimero. Os demais indices de polidispersao (IPs) variaram entre 1,564

(EPEC 2) e 2,436 (EPEC 4).

TABELA 6.10. Distribuicdo do tamanho de particulas e IP

EPEC 1 EPEC 2 EPEC 3 EPEC 4
dig o (UM) 0,087 0,068 0,078 0,071
dsoo (M) 0,212 0,135 0,162 0,173
dooo(mM) 67,023 0,279 0,451 0,445
Indice de polidispersao 315,041 1,564 2,313 2,436
Obscuracao (%) 13,22 15,69 12,29 15,26

Quando comparados com aqueles obtidos para os Copolimeros em emulsao A e
B (IP = 0,17 e 0,30, respectivamente), os mesmos podem ser considerados elevados.

No entanto, resultados semelhantes foram encontrados por Lionzo (2006) que
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preparou microparticulas baseadas em blendas de PHBHV e poli(caprolactona) (PCL),
com didmetro médio entre 100 e 200 um e IP que variou de 1,4 a 1,9, considerado
adequado pela autora. Tais resultados demonstram que, ao contrario da metodologia
de polimerizacdo em emulsao proposta no Capitulo 5, a técnica utilizada na auséncia
de tensoativos e de sonificacdo, nao produziu latices com resultados satisfatérios, no
gue diz respeito ao tamanho das particulas e indice de polidispersao. Os copolimeros
foram observados por um periodo de 6 meses, durante o qual nao ocorreu separacao
de fase. Todavia, observou-se a formacao de aglomerados no frasco contendo EPEC 1,
gue foi considerada inadequada. Portanto, andlises de molhabilidade, viscosidade e

adesividade ndao foram realizadas na mesma.

Determinacao da capacidade mucoadesiva "in vitro”

A bioadesdo é uma estratégia farmacéutica que vem sendo explorada para aumentar
o tempo de permanéncia de formas farmacéuticas no organismo. Além do aumento no
tempo de residéncia no trato gastrointestinal (TGI), outra vantagem é a possibilidade
de maior contato entre o farmaco e as mucosas, com reducdao na concentracdo de
farmaco administrado bem como no numero de doses administradas ao dia (Dodou et

al., 2005; Smart, 2005; Hagesaether et al., 2009; Lai et al., 2009).

Mucosas sao regides do organismo recobertas pelo muco. Este, por sua vez, é
constituido, fundamentalmente, pelo glicocalix - mistura complexa de glicerolipideos e
glicoproteinas. A principal glicoproteina presente do muco € a mucina, um polimero
negativamente carregado, que possui alto peso molecular e capacidade de formar
ligacOes intermoleculares do tipo dissulfeto, com massa molar média que varia entre
200 kD e 20-40 MDa, na concentracao de, aproximadamente, 50 mg/mL (Laukoetter

et al., 2008; Linden et al., 2008; Svensson & Arnebrant, 2010).
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Existem trés sub-familias de mucinas: (a) mucina secretada formadora de gel;

(b) mucina da superficie celular e, (c) mucina secretada, ndao formadora de gel.
Mucinas formadoras de gel sao os principais constituintes do muco, conferindo a este
a sua viscoelasticidade. Estas ultimas sao ricas em cisteina - aminoacido que possui
dominios N-terminal e C-terminal - que participam das interacbes dissulfeto
intermoleculares. A mucina é um oligossacarideo composto por residuos de galactose,
fucose, N-acetilglicosamina, N-acetilgalactosamina e acido sidlico. Em pH acima de 3,
o acido sidlico e grupos sulfatos terminais encontram-se ionizados, conferindo carga
negativa a molécula. Do ponto de vista polimérico, a mucina pode ser considerada um
copolimero que apresenta dominios polieletrénicos alternados e possui acgucares
enxertados, conectados por regides flexiveis com menor tendéncia a glicolisacao. A
molécula possui regides hidrofilicas e hidrofébicas, com capacidade de formar ligacdes
de hidrogénio e interagcOes eletrostaticas (Harding, 1999; Bansil & Turner, 2006;

Linden et al., 2008).

Os polimeros bioadesivos podem ser classificados como mucoadesivos (aqueles
que aderem a camada de muco) ou citoadesivos (aqueles que aderem,
especificamente, a membrana celular), sendo que a maioria possui capacidade
mucoadesiva. A mucoadesdo pode ser conseguida pelo uso de materiais capazes de
interagir com a mucina através da formacdo de ligacdes ndo-covalentes, ligacdes de
hidrogénio, ligagdes idnicas ou interacdes de van der Waals e, assim, promover o
enredamento polimero/muco. Os polimeros que apresentam capacidade bioadesiva
sao, geralmente, macromoléculas formadoras de hidrogéis com grande numero de
grupamentos formadores de ligacdes de hidrogénio (carboxila, hidroxila, amida e

sulfato) (Dodou et al., 2005; Streubel et al., 2007; Hagesaether et al., 2009).

Acredita-se que os seguintes eventos estejam envolvidos nos fendmenos

bioadesivos: adsorcao, espalhamento do material bioadesivo sobre a mucosa,
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aumento na area de contato e interpenetracdo entre cadeias do polimero e da
mucosa. Inumeras teorias foram descritas para explicar a mucoadesao. As principais
sdo as mesmas que descrevem eventos de adesdo para materiais metalicos e
poliméricos (Huang et al., 2000; Dodou et al., 2005; Bansil & Turner, 2006;

Hagesaether et al., 2009). Sao elas:

1. Teoria eletronica = ocorre a formacdo de dupla camada de cargas na interface
polimero/muco, decorrente da transferéncia de elétrons apds contato, gerando

atracao.

2. Teoria da adsorcao = a bioadesdao ocorre devido forcas secundarias, como

interagdes de van der Waals e ligagdes de hidrogénio.

3. Teoria da molhabilidade = aplicada, preferencialmente, para liquidos e semi-

sélidos, baseia-se na capacidade destes em espalharem-se pela superficie da mucosa.

4. Teoria da difusdao = propde que, apds contato polimero/muco, ocorre a
interpenetracdo das cadeias poliméricas que se difundem pela mucosa, segundo um
gradiente de potencial quimico e coeficiente de difusdo. As cadeias que se difundem,

agem como ancoras entre o sistema e o muco.

De modo geral, as caracteristicas que favorecem a bioadesividade dos
polimeros sdo: 1. elevada massa molar; 2. capacidade de dispersao em agua; 3.
presenca de grande numero de grupos carboxila e/ou hidroxila; 4. habilidade de
formar ligacdes de hidrogénio; 5. flexibilidade da cadeia polimérica; e, 6. superficie
positivamente carregada, embora alguns polimeros anidnicos sejam bioadesivos. Tais
atributos permitem um grande contato polimero/muco, além de facilitar a
interpenetracdo e enredamento das cadeias poliméricas pela mucina, permitindo a
formacao de interagdes fisicas e mecanicas. Um alto conteldo de carboxilas promove

o intumescimento e possibilita a formacdao de ligacdes de hidrogénio. Outras
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interagdes como as eletrostaticas, hidrofébicas e de van der Waals, podem ocorrer
com a mucina. O pH do local, para favorecer a formacdo de ligagdes de hidrogénio,
deve ser aquele que fornecerd baixa ionizacdo do polimero. Outro importante
parametro que determinara a bioadesdo é o angulo de contato (¢) polimero/muco:
guanto maior o ¢, mais hidrofilico o material e maior a possibilidade de ocorréncia de

bioadesao (Huang et al., 2000; Bansil & Turner, 2006; Dodou et al., 2006).

Os estagios envolvidos na mucoadesao assim como as possiveis interagdes que

podem ocorrer com a mucina encontram-se representadas na Figura 6.15.

Estagio de Estagio de
contato  consolidagdo

Forma
farmacéutica

< |

Regido de
v interacdo

Macromolécula mucoadesiva

Ligacao
covalente

Ligagdes de
.~ hidrogénio

Intera(;ﬂes de
van der Waals

Macromolécula
de mudna

Figura 6.15. Representagdo esquematica dos eventos relacionados a mucoadesao.

Avaliacao da molhabilidade

Eventos de molhabilidade na interface sdlido/liquido podem ser estudados por
medidas do ¢ que, por sua vez, pode ser correlacionado a capacidade mucoadesiva

dos polimeros, ja que, quanto mais hidrofilico o material, maior serda a possibilidade
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deste ultimo molhar e aderir-se ao muco (Huang et al., 2000; Bansil & Turner, 2006;

Karbowiak et al., 2006).

O angulo de contato representa uma medida quantitativa da molhabilidade de
um material, sendo definido pela intersecdo de dois planos tangentes ao liquido, a
superficie sélida de contato e uma terceira fase, geralmente, o ar ou vapor-d’agua,
como representado na Figura 6.16. Formalmente, o ¢ entre uma gota de um liquido
com uma tensao superficial conhecida e uma superficie sélida depende da relagao
entre as forgas adesivas (da superficie) e as forgas coesivas (do liquido) (Florence &

Attwood, 2004; Karbowiak et al., 2006; Sinko, 2006).

Yiv
]

S Vs

FIGURA 6.16. Representacdao do angulo de contato entre uma gota e dada superficie.

Considera-se que, quando ¢ < 309, a superficie € molhada totalmente pelo
liguido. Por outro lado, se 30° < ¢ < 909, a superficie pode ser tratada como
parcialmente molhavel. Por ultimo, quando ¢ = que 90°, a superficie é hidrofébica e
nao € molhada pelo liquido (Figura 6.17). Os resultados dos ensaios de molhabilidade

sao fornecidos na Tabela 6.11.

Como era esperado, o aumento no contelddo de pectina modificada no
copolimero causou reducdo no angulo de contato. Filmes contendo 3,5 e 5%p/p de
Pec_GMA mostraram ser parcialmente molhaveis pela agua, sendo o angulo de
contato igual a 70,80° e 58,2° para os copolimeros EPEC 2 e 3, respectivamente. O
filme contendo 6%p/p de Pec_GMA (EPEC 4) apresentou comportamento diferenciado:
o valor do ¢ de 24,2° sugere que o filme é hidrofilico e molha-se totalmente pela

agua. Pelas imagens obtidas (Figura 6.20), nota-se a formagao de uma curvatura no
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filme (indicado pela seta em vermelho), evento que ndo ocorreu durante a analise dos

demais materiais.

Angulo de contato:

0 0° 90° 180°

cos6 1 0 -1

RO S R D S R S BRI S s S S0 RS D R 5 s O S
Espalhamento T::::;::;:o pﬂnr\‘:l‘;:z‘:‘d‘:)mc YsL= Ysv quliq::::i.:avdl:mmﬂn Ndo molhado

Figura 6.17. Representacdo da geometria de uma gota sobre uma superficie sdlida.

TABELA 6.11. Valores obtidos para a média dos angulos de contato (n=3)

Acrilico puro EPEC1 EPEC2 EPEC3 EPEC4

Angulo de contato (°) 74,20 - 70,8 58,2 24,2

A primeira etapa do processo de bioadesdo, caracterizada pelo estagio de
contato entre a forma farmacéutica e a mucosa, sera tanto mais efetiva quanto mais o
material se molhar (Mortazavi & Smart, 1995; Smart, 2005; Sriamornask et al.,
2008; Gal & Nussinovitch, 2009; Sriamornask et al., 2010). Portanto, copolimeros
preparados com maiores concentragoes da pectina modificada tendem a apresentar

maior molhabilidade e, em consequéncia, maior possibilidade de adesdo ao muco.
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Acrilico_Pec_GMA 3.5%

C eete—

Acrilico_Pec_GMA 5% ‘
Acrilico_Pec_GMA 6%

Figura 6.18. Espalhamento da gota de agua sobre superficies de filmes formados a

partir dos copolimeros produzidos EPEC.

Determinacao da viscosidade sinérgica dos latices EPEC

Reologia pode ser conceituada como a ciéncia que estuda a deformacdo e o fluxo dos
materiais (sdlidos, liquidos e semissélidos) sob a acdo de uma forca ou, mais

frequentemente, de um campo de forcas (Macosko, 1994).

Os primeiros estudos de reologia foram realizados nos “extremos classicos”:
sOlidos ideais e liquidos ideais. Segundo a lei de Hooke, um sélido ideal sofre
deformacao proporcional a tensdao aplicada e a deformagdao se mantém até que
tensdes moleculares internas se equilibrem com tensdes externas. Suprimida a
tensdo, o material recupera o estado original (comportamento elastico). Ja de acordo
com a lei de Newton, se uma tensao externa for aplicada a um liquido, a deformacao
ocorrera até que a tensdo seja removida, uma vez que este ndo oferece oposicao a
deformacao. Um liquido ideal apresenta deformagao proporcional a sua viscosidade
(comportamento viscoso). Polimeros, dadas as suas propriedades peculiares, como

elevada massa molar e conformagdo enredada, apresentam comportamento
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viscoelastico, isto &, apresentam componentes de deformacdes eldsticas e viscosas.
Os materiais poliméricos (sélidos, fundidos ou em solugdo) ao serem submetidos a
uma tensao de cisalhamento ou extensdo, sofrem deformacdo instanténea, seguida de
uma deformacdo continua ou fluéncia (creep). Quando a tensao é removida, parte da
deformagao se recupera instantaneamente, parte se recupera lentamente ou nao se

recupera (Macosko, 1994; Guerra et al., 2004; Swarbrick, 2007; Chen et al., 2010).

O fluxo ou o escoamento de liquidos e semissdlidos pode ser descrito através da
viscosidade de cisalhamento ou, simplesmente, viscosidade, que pode ser definida
como a resisténcia do material a fluir. De modo mais simplificado, viscosidade é a
medida do atrito interno de um fluido, que torna-se aparente quando uma camada do
fluido se move em relacdo a outra camada. A quantidade de forgca requerida para
causar esse movimento é chamada de cisalhamento. O cisalhamento ocorre quando o
fluido é fisicamente movido ou distribuido. Fluidos altamente viscosos requerem uma
forca maior para que uma camada se mova em relacdo a outra do que materiais
menos Viscosos. A reciproca da viscosidade é a fluidez, indicadora da “mobilidade” do
material. Tensao e cisalhamento podem ser definidos em fungao do tempo, diregao e

extensao da deformacgao (Chen et al., 2010).

A relagao entre a tensao de cisalhamento (1) e a taxa de cisalhamento ()
caracteriza a viscosidade (n), que pode ser medida empregando diferentes
viscosimetros (capilar, de orificio, de esfera ou rotacional). Viscosimetros Brookfield
sao sistemas rotacionais, de cilindros coaxiais, que medem a n através do torque
necessario para girar um ponto de prova (spindle) imerso na amostra. A resisténcia
gue o material provoca a rotacao do spindle causa desvios na mola, medidos na forma
do torque. A geometria e dimensodes do recipiente, bem como do spindle, interferem
na leitura, sendo, portanto, padronizados e corrigidos internamente, pelo aparelho. A

influéncia de pardmetros como temperatura, tempo e velocidade de rotacao pode ser
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estudada. De modo geral, quanto maior a viscosidade de um material, maior sua

resisténcia ao fluxo (Macosko, 1994; Chhabra & Richardson, 2008).

A metodologia empregada para avaliar a adesividade foi utilizada por diversos
autores e fundamenta-se no incremento da viscosidade (n) que a mucina proporciona
a um sistema. E geralmente aceito que o enredamento de cadeias, alteracdes
conformacionais e interacdes quimicas entre polimeros mucoadesivos e a mucina sao
capazes de produzir modificacdes no comportamento reolégico das duas espécies
macromoleculares envolvidas. Assim, alguns autores observaram um aumento
sinérgico na n quando a mucina e polimeros mucoadesivos, como a quitosana,
poli(acido acrilico) e a pectina, foram misturados (Hassan & Gallo, 1990; Rossi et al.,

2001; Thirawong et al., 2008).

O método viscosimétrico para avaliagdo da interagdo polimero-mucina foi
proposto, primeiramente, por Hassan e Gallo (1990), que empregaram 0S ensaios
para analisar as alteracbes viscoeldsticas em sistemas formados pela mistura. A
técnica parte do principio de que a resposta reoldgica do sistema polimero-mucina
deve ser maior que as contribuicdes da formulacdao e da mucina isoladas. Assim, a
partir das viscosidades medidas experimentalmente, pode ser calculada a viscosidade
sinérgica (ns = Mexp - NMCac), também conhecida como parametro de sinergismo
reoldgico ou parametro de interacao (Marschiitz & Bernkop-Schniirch, 2002; Callens

et al., 2003; Thirawong et al., 2008).

O ensaio para determinacao da viscosidade foi realizado em viscosimetro digital
programavel Brookfield (modelo RV-DVII + Pro). Foram tomadas medidas para a
mucina pura dispersa em agua (n,), para os copolimeros EPEC na auséncia de mucina
e para o sistema EPEC-mucina, empregando spindle SC4-28, com variagao da

velocidade de 25 a 200 rpm. Os resultados mostrados nas Tabelas 6.12 e 6.13
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representam a média de 11 determinacgdes (calculada em Excel), feitas de 5 em 5

segundos durante 1 minuto de ensaio, na velocidade de 100 rpm.

A viscosidade dos copolimeros na auséncia de mucina foi baixa e ndo linear a
guantidade de pectina modificada. Todavia, a incorporacdo da mucina aos copolimeros
provocou aumento da viscosidade que foi notado visualmente, uma vez que durante o
processo de incorporacao da glicoproteina, observou-se maior resisténcia a agitacao e
homogeneizacao naqueles sistemas contendo maior concentracao de pectina
modificada. Os resultados obtidos durante as medidas da viscosidade aparente

mostraram que a mesma aumentou cerca de 100 vezes apds adicdo da mucina.

Thirawong e colaboradores demonstraram que a n da pectina e do sistema
pectina-mucina foi maior em meio acido, devido a maior capacidade de formar
ligagbes de hidrogénio, resultando em ligagOes cruzadas intermoleculares labeis. Em
pH mais elevado, a ionizacdo pode aumentar levando a perda da capacidade de
realizar ligacdes de hidrogénio. O pH dos copolimeros EPEC foi de, aproximadamente,
4, sendo propicio para medidas adequadas de viscosidade. Em todos os casos, a
viscosidade aparente obtida, experimentalmente, foi maior que a viscosidade
calculada e aumentou conforme o aumento da concentracdo do polissacarideo
funcionalizado. Estudos realizados por autores, que empregaram técnicas
viscosimétricas e reométricas para avaliacdo da mucoadesdo, sugerem que o aumento
na viscosidade da mistura sistema-mucina, na presenca de pectina, deve-se ao
enredamento das cadeias e por fenbmenos adsortivos, apesar de ligacdes de
hidrogénio ou interagdes de van der Waals poderem ser estabelecidas. Assim, a
resisténcia ao fluxo aumenta devido a formagao de um maior nimero de interagdes
entre a mucina, hidroxilas e carboxilas livres do polissacarideo (Thirawong et al.,

2007; Sriamornsak et al., 2008; Sriamornsak et al., 2010).
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e calculada para sistemas

contendo 5%p/V de mucina (Spindle SC4-28 e velocidade de 100 rpm)

Viscosidade

Medida Calculada

Polimeros | Experimental Esperada Sinérgica Relativa
puros (EPEC + muc) | (Ncop + 1m) (Nexp = Mesp) (Nexp / Mesp)

NMm =45 cP - Calculada
n2=5cP n2=759 cP n2=50 cP n2=709 cP n2=15,18 cP
n3=10cP N3 = 1440 cP Nz =55cP N3 =1385cP N3 =26,18cP
N4 = 240 cP N4 = 2958 cP N4 = 285cP N4 = 2673 cP Nsa- 10,38 cP

Tabela 6.13. Valores da viscosidade experimental

e calculada para sistemas

contendo 7,5%p/V de mucina (Spindle SC4-28 e velocidade de 100 rpm)

Viscosidade

Medida Calculada

Polimeros | Experimental Esperada Sinérgica Relativa
puros (EPEC + muc) (Ncop + Mm) (Nexp = Nesp) (Nexp / Mesp)

Mm =327 cP - Calculada
n2=5cP N2 = 906 cP N2 =332 cP N2 =574 cP N2=2,73 cP
ns=10 cP N3 =3471 cP ns =337 cP N3 =3134 cP ns=10,30 cP
Ng=240CcP |ng-- N4 = 567 cP Ng=- N4 =-

Nas Figuras 6.19, 6.20 e 6.21 podem ser vistos os graficos da variacao da

viscosidade em funcdo da velocidade de rotagao (100 e 200 rpm) e da porcentagem

de mucina nos sistemas. Com a diminuigao da rotacdao ocorre redugao da taxa de
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cisalhamento e um aumento na viscosidade aparente. Por outro lado, sob condigOes
de aumento do cisalhamento, pode ocorrer desenredamento progressivo das cadeias
macromoleculares e quebra das ligacdes de hidrogénio, com reducao da viscosidade.
O aumento da porcentagem de mucina de 5 para 7,5% promoveu elevagao da
viscosidade sinérgica dos sistemas. Em alguns casos ndo foi possivel medir a
viscosidade nas velocidades pré-estabelecidas, ja que o torque ultrapassou o limite de

sensibilidade do aparelho.

Os resultados obtidos corroboram para a conclusao de que o polissacarideo
apresenta capacidade mucoadesiva e pode ser utilizado na preparagcdo de sistemas de

liberacdo de farmacos.
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Figura 6.19. Variacdo da viscosidade do copolimero EPEC 2, em funcdo da

concentragao de pectina, rotagao e quantidade de mucina.
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Figura 6.20. Variagdao da viscosidade no copolimero EPEC 3, em fungao da

concentracao de pectina, rotacao e quantidade de mucina.
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Figura 6.21. Variagdo da viscosidade no copolimero EPEC 4, em funcdo da

concentracdo de pectina, rotagao e quantidade de mucina.
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6.4. CONCLUSOES

De acordo com as analises espectrométricas e térmicas ocorreu a funcionalizacdo da
pectina pelo metacrilato de glicidila mediante emprego da técnica na presenca de
calor e pH reduzido. O polissacarideo modificado foi utilizado na preparacdo de
copolimeros acrilicos, contendo os monémeros EA, MMA e BMA. O uso do processo de
polimerizacdo em suspensao levou a formacao de beads (BPEC) com propriedades

micromeriticas apropriadas.

Os excipientes BPEC foram empregados na preparagao de comprimidos, na
tentativa de obter matrizes inertes. Copolimeros baseados em monomeros acrilicos ou
metacrilicos tendem a apresentar deformacao do tipo plastica, envolvendo as demais
particulas e originando matrizes inertes, que ndo se alteram ou sofrem pequena
alteracdo em Aagua. Pela andlise dos resultados ficou claro que o excipiente BPEC
originou Formulas que permaneceram integras durante todo o ensaio (7 e 8). O
aumento na concentracdao do copolimero de 48%p/p para 64%p/p em massa do
comprimido, reduziu a liberacao de PHCI de 85% para 67%, durante 12 horas.
Matrizes preparadas a partir do copolimero BPEC originaram comprimidos integros e
com perfil de liberacdo prolongado devido, provavelmente, a presenca da pectina
modificada. A Pec_GMA pode levar a captura de agua que atuara como plastificante,
melhorando a compressibilidade do material e a formagao da matriz. Pelo exposto,
ficou claro que comprimidos que apresentaram maior dureza foram aqueles que
modularam a liberagdo por tempo maior, retardando a liberagao. De acordo com a
analise da cinética de dissolugao, o modelo que melhor representou a liberagdo foi o
de Korsmeyer-Peppas e a difusdo, segundo a Lei de Fick, fundamentou a liberagao do
PHCI apés a dissolucao do farmaco na forma farmacéutica. Os demais parametros de
qualidade (peso médio, dureza e friabilidade) apresentaram resultados em

conformidade com as especificagdes farmacopeicas.
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A preparacao de copolimeros pelo procedimento em emulsdao, na auséncia de
tensoativos, gerou latices (EPEC) com reduzido teor em sodlidos e distribuicao
granulométrica heterogénea. Porém, avaliacbes preliminares da capacidade adesiva
dos copolimeros acrilicos contendo pectina modificada indicam que os mesmos podem
ser Uteis no desenvolvimento de sistemas farmacéuticos mucoadesivos. O aumento na
concentracdo da pectina funcionalizada nos copolimeros aumentou a molhabilidade
dos filmes formados bem como a viscosidade sinérgica em sistemas contendo mucina,
indicando aumento na formacdo de interagdes intermoleculares e na resisténcia ao
fluxo. Estudos devem continuar no sentido de otimizar a obtencdo de copolimeros
EPEC com maior teor em sdlidos e obtencdo de excipientes sdélidos a partir dos
mesmos. Outros estudos de adesdao devem ser idealizados para confirmagao dos

resultados obtidos.
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CAPITULO 7

Modificacao da DOPA pelo metacrilato de glicidila
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7.1. Funcionalizacdao da DOPA

roteinas secretadas por animais como sapos, lagartos e espécies

marinhas vém ganhando destaque na area de biomateriais. Pesquisas

recentes indicam que o modelo de adesdao encontrado em mexilhdes

azuis, da espécie Mytilus edulis, surpreende pela elevada capacidade
adesiva, tanto em superficies organicas e inorganicas, quanto em meios aquosos ou
ndo aquosos. Estudos realizados no material existente proximo a interface de adesao
sugeriram a presenca de grande quantidade do aminoacido 3,4-diidroxi-L-fenilalanina
(DOPA) na proteina secretada pelo molusco. Apesar do mecanismo de adesao nao ter
sido completamente elucidado, acredita-se que os catecdis de residuos nao oxidados
da DOPA sejam responsaveis pela adesao, enquanto que a formacao de ligagoes
cruzadas, observada em adesivos de origem marinha, deva-se a forma oxidada da
DOPA (orto-quinona). Interacdes que podem ser atribuidas ao catecol da DOPA sdo:
ligacdo de hidrogénio, capacidade de complexacdo com ions metalicos e complexacao
com oOxidos metalicos (Waite & Tanzer, 1981; Deming, 1999; Satz et al., 2005; Lee et

al., 2006; Burke et al., 2007; Wang et al., 2008; Bernini et al., 2009). A

Superficie revestida pela

Sharficis Swca DOPA modificada

Superficie seca ou Gmida

Catecol

!

representacao da adesao via DOPA pode ser vista na Figura 6.1.

Figura 7.1. Representacao do mecanismo de adesao via 3,4-diidroxi-L-fenilalanina

(Adaptado de Lee et al., 2007).
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A DOPA (levodopa, L-DOPA ou 3,4-diidroxi-fenil-L-alanina) € um aminoacido

nao essencial, precursor dos neurotransmissores noerepinefrina, epinefrina e
dopamina. Uma das rotas de obtencdo é a partir da hidroxilacao da tirosina a partir da
tirosina hidroxilase. A L-DOPA caracteriza-se por ser um poé cristalino branco a
ligeiramente amarelado, que escurece por exposicao ao ar, luz e calor, fundindo-se a
cerca de 275° C, com decomposicao. Em solucdo, decompde-se em pH acido a neutro
(Clarke, 2004). O aminoacido é pouco sollvel em agua (< 5 mg/mL) e soluvel em
solucdes alcalinas (pH acima de 8), meio no qual € mais estavel. A funcdo catecol é
responsavel pela oxidacdo do aminoacido a dopaquinona, por exposicdao ao oxigénio. A
medida que a oxidacdo se acentua, sao formadas estruturas poliaromaticas,
culminando na formacao do indol, o que origina a coloracdo résea a preta (Land et al.,
2003; Jaber & Lambert, 2009). Ainda, a L-DOPA é um pré-farmaco, prescrito para
pacientes que sofrem da Doenca de Parkinson, caracterizada pela deficiéncia de

dopamina no organismo (Martindale, 2007).

A
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Adido diidroxi-
20 indol carboxilico

DOPA
poliaromatica

Aumento da oxidacdo

Figura 7.2. Etapas da oxirredugao da L-DOPA (Adaptado de Jaber & Lambert, 2009).
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Diversos autores tém proposto modificacdes na DOPA ou utilizado a mesma e

seus derivados para preparar e modificar diversos materiais, objetivando explorar sua
capacidade adesiva. A literatura relata a preparacao de copolimeros em bloco a partir
da DOPA modificada, empregando polimeros como a poli(caprolactona) (PCL), o
polietilenoglicol (PEG), o PEG-diacrilato, o poli(metil metacrilato) (PMMA) e o
poli(acido metacrilico) (PAMA) (Lee et al., 2002; Dalsin et al., 2003; Lee et al., 2004;
Lee et al., 2006; Tang et al., 2006; Burke et al., 2007; Gunawan et al., 2008;
Cristescu et al., 2009; Murphy et al., 2010; Samyn et al., 2010). Zhu e colaboradores
(2009) prepararam membranas de poli(fluoreto de vinilideno) recobertas com

heparina, empregando um espacador baseado na DOPA, depositada por dip-coating.

Assim, no presente Capitulo, foi proposta a funcionalizacdo na DOPA por
mondmeros bifuncionais, na tentativa de torna-la polimerizavel, o que permite a
preparacao de materiais com propriedades adesivas visando aplicacbes na area de
biomateriais. Para tal, foram empregados dois monémeros: o anidrido metacrilico

(AM) e o metacrilato de glicidila (GMA).

Monémeros funcionais baseados no anidrido, tais como, anidrido acético,
anidrido maleico, andidrido succinico e anidrido metacrilico, sao usualmente
empregados para a funcionalizagdo de macromoléculas e polimeros, mediante
introducdo de grupos vinilicos (Cernohous et al., 1997; Becquart et al., 2003). A
técnica utilizada na funcionalizacdo da DOPA foi adaptada daquela descrita por Lee e

colaboradores (2007). A estrutura do AM é dada na Figura 6.3.

CH- CH;
O
H-C J\H/ \H)J\CHg
o 0O

FIGURA 7.3. Estrutura quimica do anidrido metacrilico.
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Além do anidrido metacrilico foi utilizado o GMA, um mondmero que apresenta

dois sitios de reagao: um grupo epoxi em um dos lados da molécula e um metacrilato
do outro, o que o torna util na funcionalizacdo de diferentes materiais. A partir do
GMA, duplas ligagdes (C=C) podem ser introduzidas na molécula a ser modificada,
visando obter reatividade e copolimerizacgdo com outros mondmeros (Safa &
Nasirtabrizi, 2006; Vaidya et al., 2007). Como foi dito no Capitulo 5, as reacOes
guimicas do GMA podem ocorrer com grupos acidos e basicos de diferentes moléculas,
em solugao aquosa, sofrendo interferéncia do pH do meio (Reis et al., 2009). Na
modificagcdo da DOPA pelo GMA, a reagao deve se processar em pH alcalino, uma vez
gue o aminoacido sofre degradacao em pH &cido. Portanto, espera-se que a reagao

com o GMA ocorra via abertura do anel epéxido e/ou transesterificagao.
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7.2. MATERIAIS E MéTODOS
7.2.1 Materiais

7.2.1.1 Reagentes
. 3,4-diidroxi-L-fenilalanina - Aldrich
. Metacrilato de glicidila - Aldrich
. Anidrido metacrilico - Aldrich
. Tetraborato de sodio - Synth
. Bicarbonato de sédio - Synth
. Solugao de hidréxido de sédio 0,1 N - Synth
. Solugao de acido cloridrico 0,1 N - Synth
. Acetato de etila - Synth
" Benzeno - Synth
=  Eter - Synth
" Tetraidrofurano - Synth

. Hexano - Synth

Diclorometano - Synth

7.2.1.2 Equipamentos

= Balanca analitica Bioprecisa, modelo FA2104N

. Agitador mecanico Fisatom, modelo 713 D

. Rotaevaporador Fisatom, modelo 802

] Manta aquecedora Fisatom, modelo 102K

. Estufa a vacuo Quimis

] Espectrofotometro Thermo Scientific, modelo Nicolet 6700

. Espectrometro RMN Bruker, modelo Avance DRX400
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7.2.2. METODOS

7.2.2.1. Modificacao da DOPA

Para a realizacdo da sintese foi empregado um baldo de 50 mL, tritubulado, equipado
com um agitador mecénico digital e um sistema de entrada de nitrogénio, para evitar
oxidacao da DOPA por acao do oxigénio, como representado na Figura 6.2. As reacoes

se desenvolveram na auséncia de calor.

Figura 7.4. Sistema empregado na sintese da DOPA modificada.

Inicialmente foram realizadas sinteses de DOPA_AM. Para tal, foram preparados
100 mL de tampdo contendo 10 g de tetraborato de sédio e 4 g de bicarbonato de
sédio. Apds completa dissolucdo dos sais, o tampdo foi purgado com nitrogénio,
durante 15 minutos. A DOPA dissolvida no tampdo borato forma um complexo estavel
em pH compreendido entre 7 e 10, com protegao do catecol da degradacao. Cinco
gramas (5 g) da DOPA foram pesados e adicionados ao baldao contendo o tampdo, em
atmosfera de nitrogénio. O sistema permaneceu sob agitacdo por 15 minutos e 5 mL
de anidrido metacrilico, previamente solubilizados em 5 mL de tetraidrofurano, foram
adicionados ao meio, gota a gota, com o auxilio de uma seringa. A reacdo
permaneceu sob agitacdao por 1 hora, em atmosfera inerte. O pH da reagao foi
monitorado e, quando necessario, foi ajustado para acima de 8, com solucao de NaOH
0,1 N. Decorridos os 60 minutos, foi recolhida uma solugao rosa-claro. Em seguida,

450 mL de hexano foram adicionados ao produto, sob agitagao vigorosa. A mistura foi
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deixada em geladeira (4° C) por 16 horas e o precipitado, de cor rosa-claro foi

recolhido e seco em estufa a vacuo, a 40°C.

Um segundo procedimento foi testado para obtencao da DOPA modificada,
empregando o GMA, em substituicdo ao AM. Como descrito anteriormente, a etapa
inicial foi a protecao do anel catecol pela dissolugao da DOPA em tampao borato. Em
seguida, 5 g da DOPA foram pesados e adicionados ao reator. O sistema permaneceu
em agitacao por 15 minutos e 5 mL de GMA foram adicionados. A agitagao continuou
por 1 hora, sob atmosfera de nitrogénio. Durante toda a reacao, o pH do meio
permaneceu acima de 9, ndo sendo necessario o ajuste. Ao final da reacdao, uma
solucao amarelada foi obtida. O pH foi reduzido para 2 utilizando solugao de HCI 0,1 N
e o produto foi extraido 3 vezes com acetato de etila. A fracdo recolhida foi
novamente extraida em diclorometano, com posterior dissolucdo do produto em
benzeno, precipitacdo em éter e secagem em estufa a vacuo, a 40° C. Ao final, foi

obtido um pé cristalino cinza.

Os produtos obtidos a partir das reagbes descritas foram caracterizados pelas
técnicas de espectrometria por infravermelho com transformada de Fourier e por

ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e *C.

7.2.2.2. Caracterizacao do produto de reacao por FTIR

As modificagdes na DOPA foram monitoradas por espectrometria de infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR). Os espectros dos mondémeros foram obtidos em
espectrometro Thermo Scientific Nicolet 6700, sendo depositada uma gota de
mondmero na célula, no modo de absorcdo, com resolucdo melhor que 4 cm™,
adquiridos com 64 acumulagdes. Os soélidos foram analisados em modo de reflexao

direta, utilizando microscépio Centaurus acoplado ao espectrémetro. Espectros de
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micro-FTIR na regido de 650 - 4000 cm™ foram coletados com resolucdo espectral

melhor que 4 cm™, adquiridos com 64 acumulagdes, sob purga de nitrogénio seco.
7.2.2.3. Caracterizacio do produto de reacio por RMN de 'H e 3C

Os produtos que tiveram a funcionalizagao confirmada por FTIR foram submetidos a
andlises de espectroscopia por Ressondncia Magnética Nuclear de 'H e '°C, em
equipamento Bruker DRX 400 Avance, operando em frequéncia de 400 MHz. Os
espectros foram adquiridos por deteccdo direta em sonda dual 'H/!*C, com didmetro
de 5 mm, a 27° C, utilizando TMS como referéncia interna. Os experimentos foram
realizados mediante sequéncia de pulsos padrdao da biblioteca do equipamento,

empregando agua deuterada como solvente para as amostras.
7.2.2.4. Copolimerizagao do produto de reagao

A DOPA modificada, considerada adequada apds avaliacdo dos resultados de
caracterizacdao, foi enxertada no Copolimero A (obtido no Capitulo 5) via reacao
quimica. Foram tomados 50 mL da dispersao polimérica aos quais foi adicionado 1
grama do monomero (3,5%p/p em massa do copolimero), sob agitacdo mecanica, até
completa dispersdo. Posteriormente, foi adicionado o par redox formado pelo
perssulfato de amoénia e o ditionito de sédio, na concentracdo final de 0,285 g (1%p/p
em massa do polimero). A reacao foi mantida sob agitacdo durante 3 horas, a
temperatura ambiente. Foram preparados filmes por casting, a temperatura ambiente,

que foram submetidos aos ensaios de caracterizagao por FTIR.
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7.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizadas 14 reacdes de sintese visando a funcionalizacdo da DOPA pelos
monomeros AM ou GMA. O rendimento de todas foi baixo, obtendo-se entre 500 e
1000 mg em cada partida. Todos os produtos obtidos nas sinteses apresentaram
coloragcao que variou de rosa, amarelo-claro, cinza escuro ou preto, demonstrando a
baixa estabilidade da DOPA, mesmo depois de protegida pelo tampdo borato. A
coloracao de todos os produtos alterou-se com o tempo, tornando-se mais escuros e
indicando oxidacdo continua do material. Alguns autores relatam a observacao de
fenomeno semelhante, com coloracdes de rosa a cinza (Lee et al., 2007; Jaber &

Lambert, 2009). Os produtos foram analisados por FTIR.

7.3.1. Caracterizacao por FTIR

O espectro FTIR da DOPA (Figura 6.5) apresentou bandas caracteristicas nas
seguintes regides: 3500 a 3400 cm?, referentes ao estiramento da ligacdo O-H; 3200
cm™?, indicativa de estiramento de ligagdes N-H; e, 1650 cm™, 1400 cm™ e 820 cm™,
relativas a vibracbes no anel aromatico. Outros picos caracteristicos sdo a 1117 cm™™?,

1241 cm™ e 1274 cm™ (Clarke, 2004).

Para o GMA, as principais bandas encontradas na literatura sdo: 3060 cm™
(estiramento C-H do anel epdxido); 3000 - 2900 cm™ (estiramento C-H); 1720 cm™
(deformacédo axial da ligacdo C=0 do éster conjugado); 1628 cm™ (deformacdo axial
da dupla ligagdo C=C); 1253 cm™ (vibracdo do anel epdxido); 908 e 842 cm
(deformacdo assimétrica e simétrica do anel epoxidico, respectivamente) (Tarducci et
al., 2000). Para o anidrido metacrilico, os picos caracteristicos descritos sdo: 1860 e
1780 cm™ (C=0 da estrutura ciclica); 1720 cm™ (C=0); 1620 cm™ (C=C) e na regi&o
entre 1440 e 1370 cm™ (deformacdo CH,) (Takao et al., 1999). Os espectros dos

mondmeros GMA e do AM sdo apresentados nas Figuras 7.6 e 7.7.
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FIGURA 7.5. Espectro FTIR da 3,4-L-di-hidroxifenilalanina (DOPA).
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FIGURA 7.6. Espectro FTIR do mondmero metacrilato de glicidila (GMA).
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FIGURA 7.7. Espectro FTIR do mon6mero anidrido metacrilico (AM).
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FIGURA 7.8. Espectros FTIR do produto modificado pelo GMA (DOPA 11).
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O produto designado DOPA 11 refere-se a funcionalizacdao pelo GMA (Figura
7.8). Quando seu espectro é comparado com o da DOPA pura, podem ser observadas
alteracdes nitidas nas regides entre 3400 e 3220 cm™, o que pode indicar a existéncia
de interagdes entre a DOPA e o GMA. Alteracdes significativas podem ser observadas
com o surgimento das bandas a 1739 cm™ e 1610 cm™, que podem ser atribuidas,

respectivamente, a deformacdo axial C=C e C=0 do GMA.

Ja o produto 12 (Figura 7.9) foi modificado pelo anidrido metacrilico. O espectro
apresenta-se alterado em relagdao ao da DOPA pura. Porém, somente uma banda a
1608 cm™ pode ser evidenciada, ndo sendo suficiente para caracterizar a inclusdo de

grupos vinilicos na DOPA.

Transmitancia (%)

1655
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|

3400 - 3220

T T T T T
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FIGURA 7.9. Espectro FTIR do produto modificado pelo AM (DOPA 12).
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7.3.2. Caracterizacdo por RMN de 'H e *3C

Na tentativa de confirmar a incorporacdao de duplas ligacdes no produto DOPA 11,
esclarecer o mecanismo de reagao e conhecer a estrutura dos produtos das reagoes,
os produtos de partida e a DOPA 11 foram submetidas a analise pela técnica de

ressondncia magnética nuclear de 'H e 3C. As atribuicbes dos sinais sdo dadas na

Tabela 7.1.
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FIGURA 7.10. Espectro RMN de *C do GMA puro.
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FIGURA 7.11. Espectro RMN de 'H do GMA puro.



Janaina Cecilia Oliveira Villanova

As Figuras 7.10 e 7.11, referem-se aos espectros RMN de !°C e 'H do GMA
puro. Os picos de ressonadncia em ambos correspondem ao nucleo da molécula de
GMA, em concordancia com a literatura (Reis et al., 2009). Ja as Figuras 7.12 e 7.13,

referem-se aos espectros RMN de '3C e 'H da DOPA pura.
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FIGURA 7.12. Espectro RMN de **C da L-DOPA em agua-ds.

Os sinais no espectro RMN de '°C da L-DOPA encontram-se de acordo com
aqueles relatados na literatura. As hidroxilas do catecol (f e g) apresentaram-se como
dubletos a § 144 e § 143 ppm, respectivamente. Os carbonos aromaticos foram
detectados na forma de tripletos a § 127, § 121 e & 115 ppm. Os carbonos alifaticos
apresentaram sinais a 8 56 e § 38 ppm. Tais valores estdao de acordo com aqueles
observados por Park e colaboradores (2008) para a L-DOPA, exceto o sinal referente

ao grupo carboxila, a 8§ 177 ppm, que encontrou-se deslocado para & 172 ppm.
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FIGURA 7.13. Espectro RMN de 'H da L-DOPA em &gua-ds.

J4 no espectro de 'H, os proétons ligados aos atomos de carbono (e), (h) e (i) do
anel aromatico, apresentaram sinais entre § 6.89 ppm e § 6.65 ppm, caracteristicos
de hidrogénios vinilicos. Os hidrogénios do grupo CH,, ligados ao carbono (c)
apresentaram-se como multilpletos, com sinais entre & 2.9 ppm e 8 3.1 ppm. O
hidrogénio do carbono (b) também foi detectado como multipletos entre § 3.88 ppm e

& 3.85 ppm. Por ultimo, o sinal a § 2.6 ppm é referente a amina ligada ao carbono (b).

Sinais ligeiramente alterados com relagcdo ao espectro original podem estar
relacionados a oxidacao da DOPA ou formacdo de um novo composto entre DOPA e
GMA. Os seguintes sinais podem ser vistos no espectro de *C: § 173,16 ppm; & 144,2
ppm; & 143,5 ppm; & 130,2 ppm; & 129,5 ppm; 8 127,6 ppm; & 123,9 ppm; § 117,1
ppm; & 116,7 ppm; & 63,1 ppm; 3§ 55,2 ppm; & 49,0 ppm; & 35,3 ppm e 35 17,5 ppm.
No espectro de 'H podem ser observados os seguintes sinais: multipletos entre § 6,8 e

8 6,5 ppm; tripletos préoximos a & 4 ppm; multipletos entre § 3 e 52,9 ppmeas 1,78

ppm.
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Tabela 7.1. Sinais nos espectros de RMN de !°C para os materiais de partida

Atomo C GMA DOPA
a 8 125,0 ppm 8172,0 ppm
b 3 135,0 ppm 8 56,0 ppm
C 3 166,0 ppm 8 38,0 ppm
d 8 48,0 ppm e 5 65,0 ppm §127,0 ppm
e 3 35,0 ppm 3121,0 ppm
f - 5 144,0 ppm
g 8 17,0 ppm 5 143,0 ppm
h - 3121,0 ppm
i - 8 115,0 ppm

Tabela 7.2. Sinais presentes nos espectros de RMN de 'H para o GMA e DOPA

Atomo H GMA DOPA

a1 36,2 ppm -
ar 85,6 ppm -
b - 8 3,85 ppm
C1 - 32,1 ppm
C> - 32,9 ppm
d; 3 4,4 ppm -
d> 5 3,9 ppm -
e 3 3,2 ppm 3 6,65 ppm
f 32,8 ppm -
f, 52,6 ppm -

91,23 31,8 ppm 36,75 ppm
h - 5 6,85 ppm

j (NH) - 82,6 ppm
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FIGURA 7.14. Espectro RMN de °C do produto entre a DOPA e o GMA, em &gua-de.
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FIGURA 7.15. Espectro RMN de 'H do produto entre a DOPA e o GMA, em agua-ds.

Conforme mencionado na literatura, podem ser previstas duas vias reacionais

para o acoplamento DOPA-GMA: (1) abertura do anel epoxidico ou (2)
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transesterificacao. Deve-se considerar, para cada uma das vias de acoplamento, a
possibilidade da formacao de diferentes produtos. Em ambas as vias, a carboxila da
DOPA se ligara a carbonila do mon6mero, originando um éster, cujos atomos de
carbono passarao a ser diferentes, sendo um primario e outro secundario. Os
produtos obtidos pela via de transesterificacdo serdao o mondmero metacrilatado e o

glicidol. A Figura 7.16 apresenta alguns provaveis produtos da reacdo DOPA-GMA.

o
HO |
H OH
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HO' NH,
HO o
HO Hy o *f\o
+ (b} o dl

0
OM () m
0 +
HO

FIGURA 7.16. Estruturas quimicas provaveis dos produtos oriundos do acoplamento

DOPA-GMA, via abertura do anel epoxidico (a e b) e pela rota de transesterificacao

(c).

7.3.3. Copolimerizacao da DOPA modificada e caracterizagao por FTIR

A enxertia da DPA_GMA no Copolimero A originou um produto leitoso, aparentemente
homogéneo, de coloragdao cinza claro. Ao final de 1 semana, a emulsdo polimérica
tornou-se mais escura, indicando oxidacdo da DOPA. O filme preparado logo apds a
enxertia foi deixado secar em dessecador, a temperatura ambiente. Apds 2 dias, os
mesmos estavam pretos, mas integros revelando a possibilidade de incorporacdo da
DOPA modificada nos polimeros acrilicos. Nao puderam ser visualizadas alteracOes

significativas nos espectros FTIR do copolimero puro e dos filmes contendo DOPA
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(Figura 7.17), com excecdo da regido entre 1600 e 1650cm™ que dizem respeito a

presenca de bandas caracteristicas nos espectros da DOPA pura e GMA puro (ver

Figuras 7.5 e 7.6).
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FIGURA 7.17. Espectros FTIR do Copolimero A puro e dos filmes (1 e 2) preparados

por copolimerizagao por enxertia da DOPA 11.
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7.4. CONCLUSOES

Foram detectados alguns indicios da reacdo entre os mondmeros e a DOPA. No
entanto, ndo foi possivel determinar se os produtos obtidos foram os mondmeros
metacrilatados, impurezas ou uma mistura entre os materiais de partida. O controle
da reacdao quimica durante a modificacdo, bem como a pesquisa de impurezas devem
ser melhor idealizados. O uso de técnicas de separacao e identificacdo como
espectrometria de massas acoplada a cromatografia de alto desempenho pode ser util
na elucidacao das estruturas formadas. Cuidados especiais devem ser tomados ao
manipular a 3,4-diidroxi-L-fenilalanina, uma vez que esta sofre oxidagdo quando
exposta ao oxigénio ambiente, a temperatura e a valores de pH abaixo de 8.
Perspectivas futuras recaem sobre o delineamento de novas rotas de incorporacao dos

monomeros a DOPA.
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CAPITULO 8

Conclusoes Gerais



‘ Janaina Cecilia Oliveira Villanova

/oi possivel obter, a partir da técnica de polimerizacdo em suspensao,
l | excipientes sélidos, na forma de beads, com propriedades micromeriticas

adequadas a preparacdo de matrizes por compressao direta.

s nanofibras de celulose atuaram como coestabilizantes e afetaram,
S‘ positivamente, o tamanho e a distribuicdo granulométrica dos beads acrilicos,

contribuindo para uma melhor fluidez e compressibilidade dos mesmos.

/opoll'meros acrilicos foram preparados, com sucesso, pela técnica em emulsao,
Jutilizando agua como fase dispersante, reacao em dois estagios, emprego de
dois pares de oxirreducdo e uso de ultrassom, dando origem a latices

polidispersos, com alto teor em sdlidos, elevado potencial zeta e baixa

viscosidade.

)/ mulsGes poliméricas foram secas por liofilizagdo originando particulas sélidas

|
A,

que contribuiu para a obtencdao de excipientes com propriedades

com morfologia irregular, elevado tamanho e granulometria heterogénea, o
micromeriticas inferiores as dos beads BNWCs.

pectina de baixa metoxilagcao foi adequadamente funcionalizada pelo
i metacrilato de glicidila (GMA), em meio acido, com a introducdao de duplas
ligacdes no polissacarideo, que foi posteriormente copolimerizado com os

mondmeros acrilicos.
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eads acrilicos, preparados via polimerizacdo em suspensao, contendo pectina
)modificada pelo GMA (Pec_GMA), apresentaram morfologia esférica e
tamanho de particula inferior a 100 um, originando sélidos com caracteristicas
apropriadas ao uso como excipientes para a preparacao de matrizes por

compressao direta.

/opoll'meros preparados pela técnica de polimerizacdo em emulsdo, contendo
\Jpectina modificada (EPEC) apresentaram angulos de contato e viscosidade
sinérgica aumentadas, variando conforme a quantidade de Pec_GMA na

formulagao, sugerindo a possibilidade da ocorréncia de mucoadesao.

oram detectados indicios de reacdo entre os monomeros e a DOPA. Nao foi
/

[| possivel determinar se os produtos foram mondmeros metacrilatados,
impurezas ou uma mistura de ambos. Cuidados devem ser tomados ao

manipular a DOPA, uma vez que esta sofre oxidagao quando exposta ao

oxigénio ambiente, a temperatura e a valores de pH abaixo de 8.

tempo de compressao, o tipo e a quantidade de excipiente empregados
influenciaram nos perfis de liberagdo: compressdao por 2 minutos, uso de
excipientes baseados nos beads e em quantidade superiores a 48%p/p em

massa das formulagoes, originaram perfis de liberagcdo mais lentos.

/opoll'meros baseados em mondmeros acrilicos e metacrilicos originam
\Jexcipientes capazes de formarem matrizes com maior dureza, menor
porosidade, menor permeabilidade ao meio de dissolugcao e liberagdo mais

lenta.
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e acordo com esperado, foi possivel obter comprimidos matriciais, via
compressao direta, a partir dos copolimeros preparados pelos processos em
suspensdao e em polimerizagdo. Porém, os beads contendo nanowhiskers de
celulose (Férmula 4) e os beads baseados na pectina modificada (Féormulas 7 e
8) geraram matrizes que apresentaram perfis de liberagao mais adequados,

sustentando a liberacdo por periodos de 12 horas.

s modelos matematicos que melhor representaram as cinéticas de liberagao
foram o de Higuchi e o de Korsmeyer-Peppas, sugerindo a liberagcdao do
farmaco por difusdo, segundo a Lei de Fick. Tais modelos sdao comumente

aplicados a SLFs orais sélidos.

s ensaios preliminares de viabilidade celular, realizados pelo método do MTT,
sugeriram que os beads puros, os beads BNWC, os beads BPEC e os Copolimeros
A e B apresentaram viabilidade celular semelhante aos controles positivos,
indicando que os mesmo sdo atdxicos e podem ser empregados no preparo de

SLFs.

partir dos conhecimentos em Ciéncias de Materiais, variando a técnica de
ipreparo, o tipo e a quantidade de monOmeros nos sistemas, foi possivel
desenvolver materiais com propriedades farmacéuticas adequadas a
compressao direta e ao controle da liberacdo de farmacos, demonstrando a

necessidade de maior interacdo entre as areas.
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CAPITULO 9

Perspectivas Futuras
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PERSPECTIVAS FUTURAS

e acordo com os requerimentos das industrias farmacéuticas, os
fabricantes de polimeros estdo atentos aos fatores que interferem nas
necessidades de seus clientes. Um importante aspecto é a tendéncia
mundial pela busca de produtos que nao causem impacto negativo ao meio
ambiente. Neste sentido, esforcos tém sido investidos para a obtencdo de dispersdes
poliméricas aquosas, em substituicdo as organicas (solvent free). Formulacoes
poliméricas a base de agua e polimeros soélidos vém ganhando espaco no mercado de
excipientes. Outra perspectiva que tem merecido destaque é a combinacdao entre
polimeros sintéticos e macromoléculas naturais. Estes sistemas apresentam baixa
toxicidade, boa estabilidade, baixo custo, biodegradabilidade especifica e inUmeras
possibilidades de modificacdes moleculares. A idealizacdo de polimeros mucoadesivos,
capazes de aumentar o tempo de retengao das formas farmacéuticas no organismo, é

outro objetivo de grande interesse para as industrias farmacéuticas.

Propriedades fundamentais de um sdlido particulado - morfologia, tamanho,
distribuicdo, area superficial, densidade, porosidade, morfologia - afetam a
funcionalidade do excipiente, tais como fluxo, compressibilidade, potencial de diluigdo,
sensibilidade ao lubrificante e higroscopia, entre outros. Portanto, é possivel delinear
materiais com propriedades manipuladas conforme cada necessidade, a partir de
monomeros acrilicos e metacrilicos, dada a elevada reatividade dos mesmos. Tao
relevante quanto o desenvolvimento de novos materiais, caracteriza-los
adequadamente, conforme a aplicabilidade prevista, isto &, no contexto de relevancia

de uso para os mesmos, é de grande importancia.

Neste sentido, o objetivo de desenvolver um excipiente soélido, com

propriedades micromeriticas apropriadas, atdxicos e aplicaveis ao desenvolvimento
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farmacotécnico de matrizes para liberacdo prolongada de farmacos, preparados via

compressao direta, foi alcangado.

Porém, para atender aos requerimentos para uso em humanos, a caracterizagao
e o perfil de degradacao dos polimeros precisam ser bem estabelecidos. A presenca
de contaminantes de baixa massa molar, como antioxidantes, estabilizantes,
tensoativos, iniciadores e monémeros residuais, pode comprometer a aplicabilidade
dos materiais na preparacdo de SLFs. Qualgquer novo excipiente polimérico
desenvolvido, antes de permitida a sua introducdo no mercado farmacéutico pelos
orgdos regulatoérios oficiais, deve ser submetido a varias etapas de aprovacdo. Além
das propriedades fisicas e quimicas, devem ser documentados e avaliados os
resultados de testes toxicoldgicos (screening toxicoldgico, citotoxicidade,
imunotoxicidade, toxicidade aguda) e parametros bioldgicos como dose eficaz e dose
letal média. Portanto, existe um longo caminho a ser percorrido até a comercializagao
de polimeros idealizados para aplicacbes farmacéuticas, tornando-se crescente a
necessidade de cooperacao entre areas afins no sentido de obter materiais que
atendam aos requisitos ndo somente da engenharia de materiais, mas, aos segmentos

médico, odontoldgico e farmacéutico.

Assim, pretende-se, além de otimizar propriedades dos materiais obtidos,
principalmente dos Copolimeros preparados pelo processo em emulsdo, submeter os
excipientes preparados a testes bioldgicos e toxicoldgicos, visando a aprovacao dos
mesmos pelos érgdos regulatérios oficiais para uso farmacéutico. Outro objetivo a ser
alcancado é conseguir a transposicao de escala na producao dos excipientes, visando
a preparacdo de lotes de medicamentos em escala semi-industrial para avaliar o
comportamento do material frente as varidveis a que estdo sujeitos sob condicoes

reais de producao em grande escala.
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ANEXO I - Espectro FTIR com picos caracteristicos das nanofibras de celulose (NWC)
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ANEXO II - Microscopia eletronica de transmissao (MET) das NWC obtidas da polpa

de eucalipto. Escala = 200 nm (Imagem cedida por Mesquita et al., 2009)
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ANEXO III - Resultados dos tempos de escoamento e das cotangentes de o para os

excipientes solidos
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ANEXO IV - Espectro FTIR da dispersao polimérica comercialmente disponivel

Eudragit® NE 30 D (Evonik R6hm GmbH, 2007-09, INFO 7.6 E)
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ANEXO V - Medidas da viscosidade aparente dos Copolimeros A e B, utilizando

spindle SC4-21, nas velocidades de 200 e 100 rpm, a 25° C
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ANEXO VI - Medidas do potencial zeta para os Copolimeros A (1,2e 3)e B (4,5 e

6)

DTS - [copolimero acrilico _agua. dis]
: _‘j File Edit Yew Measure Tools Security ‘Window Help
(Yl " ' “h I Browse for SOP..
Records Yiew ;@Zeta potentlal (M) ‘(DZeta quality report (M) *O Phase Plot (M)q @Expert Advice (M)
Record Type | Sample Name Measurement Date and Time | T ZP Zeta Deviation | Mob Cond
{ b mY pmemAs | mSdem
1 Zeta copolimero acrilico _agua 1 tergafeira, 19 de outubrode 2 25,0 -64.6 10,8 -5,063 0,168
2 Zeta copolimero acrilico _agua 2 tergafeira, 19 de outubrode 2 25,0 -64,0 9,45 5,023 0,169
3 Zeta copolimero acrilico _agua 3 tergafeira, 19 de outubrode 2 25,0 -66.8 9,84 5,240 0,170
4 Zeta copolimero acrilico _agua 1 tergafeira, 19 de outubrode 2 25,0 -64.5 9,82 5,053 0,167
copolimero acrilico agua2 tergafeira, 19 de outubrode 2 25,0 51 8 9?4 4841 0187
copolimero acrilico _agua 3 tergafeira, 19deoutubrode 2] 250] 599 921] 4691 0.167]
Anexo VII - Analise da distribuicao granulométrica da amostra BPEC
SYMPATEC HELOS VECTRA - User 71dentiTiCation
SYMPATEZC HEL®OS Particle size analysis
Measure method suspension cell {SUCELL) Ssonication time a0 s
Dispersant Hexamet. Sodio Fause 5
Additive 0.05% stirring rate
Focal length = 50 mm Date 07 /12/10 / 15:24
Measuring time = 6 s Filename C:%SYMPATEC“ISABEL"AM10055.HEL
Operator = Isabel
Sample name = BPEC JANAINA - density 2.70 g/cm®*3
Commentsl
Comments2
®x0,/mym Q3/% I xo/mym Q3/% I xo/mym Q3/% I xo/mym Q3/%
I 1.55 06.33 I 6.25 24.63 I 25.50 46,27
0.45 0.50 I 1.85 .12 I 7.50 27.07 I 30. 50 48, 37
0.55 0.85 I 2.15 9.84 I 9.00 29.60 I 36. 50 51.14
0.65 1.27 I 2.50 11.72 1 10. 50 31.81 1 43,50 56.59
0.75 1.74 I 3.00 14,16 I 12.50 34.44 1 51. 50 65. B8
0.90 2.51 I 3.75 17.35 1 15.00 37.46 I 6l. 50 79.36
1.10 3.64 I 4,50 20,03 1 18.00 40.71 I 73.50 93.01
1.30 4.82 I 5.25 22.24 1 21.50 43,81 I 87.50 100. 00
10 = 2.18 mym %50 = 34.03 mym %90 = 70.85 mym
X5 = 1.323 mym ¥l6 = 3.43 mym xE4 = 65.58 mym
SV = 0. 989 m2,/cm3 sm = 3664.76 cm2/g c_opt = 9.2 %
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ANEXO VIII - Distribuicdo granulométrica nos copolimero em emulsao (EPEC)

Specific Surface Area:

Surface Weighted Mean D[3,2]:

Vol. Weighted Mean D[4,3]:

Particle Name: Accessory Name: Analysis model: Sensitivity:
latex Hydro 20005 (A) General purpose Nomal
Particlc RI Absorption: Size range: Obscuration
1 RA0 f nnoxn to 2000000 am 1489 %
Dispersante: Dispersant Rl: Weighted Residual: Result Emulation:
Water 1.330 0.836 % Off
Concentration: Span : Uniformity: Result units
0.0110 a0l 215.041 879 Volumsa
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D[3,2]: Vol. Weighted Mean D[4,3]:  [0(1.00): 525.16
ni m®g 0.180 um 18.301 ur um
d{0.1):  0.087 um d(0.5): 0.212 um d(09): 67.023 um
_ e .. Particle Size Uistribution__ __ ———
i3
T
[
£ 5
w
E 1
=
c .
> 3
7
1
%.01 01 1 10 100 1000 3000
Pariicle Size (um)
—Emulsdo 2% - Average, ferca-feira, / de dezembro de 200 075914
Particle Name: Accessory Name: Analysis model: Sensitivity:
latex Hydro 20008 (&) General purpose Nomal
Particle RI: Absorption: Size range: Obscuration:
1.580 0 0.020 to 2000.000 um 1568 %
Dispersante: Dispersant RI: Weighted Residual: Result Emulation:
Water 1.330 5.665 % Off
Concentration: Span : Uniformity: Result units:
0.0153 Y%\ol 1564 0.559 Volume

D(1.00) - 1.03 pm

452 nrig 0.116 um 0167 um
d(0.1): 0.068 um di0.5):  0.135 um d(0.9): 0.279 um
12 Particle Size Distribution
10
% 8
E 6
o |
=]
= 4
2
[EJ.U'I 0.1 1 10 100 1000 3000
Particle Size (um)
—Emulsdo 3,5% - Average, terca-feira, 7 de dezembro de 2010 08:09:22
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Particle Mame: Accessory Name: Analysis model: Sensitivity:
latex Hydro 20005 (A) General purpose Nomal
Particle RI Lbsorption: Siza range: Obscuration
1.5680 0 0.020 to 2000000 um 1229 %
Dispersante: Dispersant RI: Weighted Residual: Result Emulation:
Water 1.330 3804 % Oft
Concentration: Span : Unitormity: Result units
0.0009 ool 2313 1.59 WVolums
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D[3,2]: Vol. Weighted Mean D[4,3]:  0(1.00): 8.81 pm
40.5 mg 0.141 um 0.364 um
d{d.1): 0078 um d(0.5):  0.152 um d4(09): 0451 um
11— Paricle Size Distribution______—
10
g
8
= 7
@ 6
E 5
s 4
3
i
1
%.01 01 1 0 100 1000 3000
Particle Size (pm)
—Emulsdo 5% - Average, terca-feira, 7 de dezembro de 2010 D&:14:51
Particle Name: Accessory Name: Analysis model: Sensitivity:
Polystyrene latzx Hydre 20005 (A) General purpose Nomal
Particle Rl Absorption: Size range: Obscuration
1.590 0 0.020 to 2000000 um 1214 %
Dispersante: Dispersant RL: Weighted Residual: Result Emulation:
Water 1.330 3.639 Yo Oft
Concentration: Span : Uniformity: Result units:
0.0091 %Vol 2435 1.69 Volume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D[3,2]: Vol. Weighted Mean D[4,J]:  D(1.00): 8.81 ym
439 mag 0130 um 0.359 ur
d{0.1):  0.071 um d{0.5):  0.133 um d(0.9): 0.445 um
—— e Particle Size Distribution ____
10
9
g
— 7
=
= i}
a
5 5
S 4
3
2
1
%.01 01 1 10 100 1000 3000
Particle Size {(pm)
— Emulséo 6% - Average, terca-feira, 7 de dezembro de 2010 08:19:47
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Cellulose Nanowhiskers As Excipient For Drug Delivery

. ] ) =
J.C.0. Villanova®, E. Ayres®, 5.M. Carvalho?, P.S. Patricio®, F.V. Pereira® and R.L. Oréfice® i

2 Universidade Federal de Minas Gerais—UFMG, Faculdade de Engenharia, Departamento de Engenharia Metalirgica & de Materiais, Av.
Antdnio Carles, 6627, sala 3551, Bloco 2, Pampulha, CEP: 31270-901, Belo Horizonte, MG, Brazi

B Universidade Estadual de Minas Gerais— EWG, Departamento de Materiais, Tecnolegias e Processos—Escola de Design-Belo
Horizonte—MG

© Centro Federal de Educaciio Tecnokigica de Minas Gerae—CEFET/MG, Departamento de Quimica—Belo Horizonte—MG

9 Universidade Federal de Minas Gerais—UFMG, Departamento de Quimica - Campus Pampuha—Belo Horizonte—MG

Received 27 November 2010; revised 5 January 2011; accepied 11 January 2011. Available online 15 January 2011.

Abstract
Diract compression is one of the most papular techniques to prepare tablets but only a few commercial excipients are well adapted for this for this process into controlied
release formulations. in the last years, the introduction of new materials for drug delivery matrix tablets has become more important. This paper evaluated the
physicochemical and flow properties of new polymeric excipient of ethyl acrylate, methyl methacrylate and buty| metacrylate, synthesized by suspension polymerization
using celulose nanowhiskers as co-stabilizer, to be used as direct compression for modified release tablets. Infrared spectroscopy (FTIR) confirmed the success of the
copolymerization reaction. Scanning electron microscopy (SEM) showed that excipient was obtained how spherical beads. Thermal properties of the beads were
characterized by thermogravimetric (TG) analysis. Particle size analysis of the beads with cellulose nanowhiskers (CNWB) indicated that the presence of the nanowhiskers
led to a reduclion of particle size and to a narrower size distribution. I vitro test showed that the nanewhiskers and beads produced are nontoxic. Parameters such as
Hausner ratio, Carr's index and cotangent of angle o were employed to characterize the flow properties of CHWE beads. Furthermore, the beads ars used to produce
tablets by direct compression contained propranolol hydrochloride as model drug. Dissolution tests performed suggested that beads could be used as excipient in matrix
tablets with a potential use in drug controlied release.

Keywords: Beads, Celulose nanawhiskers; Cantrolled release tablets; Direct compression; Exciplent, Suspension polymer|zation
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polimeros s3o desenvolvidos para atuarem como moduladores e
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Polimeros biodegradawveis, bioadesivos, biomiméticos e hidrogéis responsivos
tém sido amplamente incluidos em formulagbes farmacéuticas. Os avangos
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