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RESUMO

O desenvolvimento de novos fidrmacos é um processo que pode demandar elevados
investimentos e um longo tempo até que seja finalizado. Sendo assim, o principal objetivo
da inddstria farmacéutica, hoje, é desenvolver novas formas farmacéuticas a partir de
farmacos ja existentes, visando modificar sua liberacdo e melhorar sua eficicia terapéutica
e a adesdo de pacientes ao tratamento. O cetoprofeno e o naproxeno sdo antiinflamatérios
ndo esteroides, amplamente empregados para o alivio de dores, mas também conhecidos
por seus efeitos colaterais como irritacdo gastrica, nduseas e possiveis tlceras. Sendo assim,
propds-se o uso de uma blenda polimérica natural para incorporacdo desses farmacos,
visando obter formas de liberacdo retardada e prolongada. A blenda foi composta
basicamente por sericina, proteina extraida de casulos do bicho-da-seda Bombyx mori, e
pelo polissacarideo alginato, obtido comercialmente. A produgio de particulas se baseou no
processo de gelificagdo iOnica e, em alguns casos, foram testados também diferentes
agentes reticulantes covalentes, visando aprimorar a liberacdo dos farmacos. A melhor
formulagdao de cetoprofeno foi obtida utilizando como matriz polimérica a blenda de
sericina e alginato reticulada covalentemente pela proantocianidina (PA). Nesse caso, foi
obtida eficiéncia de incorporacdo de 91,11 £ 0,53% e capacidade de carregamento de
40,49 + 0,24%. A matriz empregada apresentou gastrorresisténcia e permitiu a liberacio
prolongada do farmaco em meio entérico, atingindo o equilibrio em cerca de 300 min. No
caso do naproxeno, apenas a blenda de sericina e alginato foi suficiente para atingir o
melhor resultado, com eficiéncia de incorporagao de 77,67 = 1,53% e carregamento de
33,41 + 0,66%. Nesse caso, a liberacdo em meio entérico foi prolongada, atingindo o
equilibrio também em cerca de 300 min. Avaliou-se a a¢do do processo de reticulacdo
térmica sobre a dissolucdo in vitro, para ambos os farmacos. No caso do cetoprofeno foi
obtido resultado inferior e no caso do naproxeno, o resultado ficou semelhante ao j4 obtido,
evidenciando que a reticulagdo térmica ndo € indicada para o processo em estudo. As
técnicas analiticas de DRX, FT-IR, MEV, MO e TG/DTG e DTA confirmaram a
incorporagdo dos farmacos no interior das particulas, na forma de cristais, com uma fracao
dissolvida na matriz polimérica. Além disso, demonstrou tamanhos de particulas adequados
para sistemas multiparticulados e com boa estabilidade térmica. Andlises complementares
de DSC e Microscopia Hot-Stage permitiram visualizar os fendmenos térmicos que
ocorreram no fdrmaco puro e nas particulas, evidenciando o aprisionamento adequado do

farmaco em seu interior. Além disso, ensaios de viabilidade celular e citotoxicidade



demonstraram a biocompatibilidade das formas farmacé€uticas desenvolvidas. Para o
cetoprofeno, foi realizado ensaio de estabilidade acelerado e de longa duragdo, que
comprovou que as formulacdes desenvolvidas sdo estdveis em relacdo a incorporagdo e a
liberacdo da melhor formulagdo (KPA-1) também foi preservada, mesmo apds
armazenamento nas condi¢cdes forcadas e nas condi¢cdes normais de temperatura e umidade

relativa.

Palavras-chave: sericina, alginato, liberacio modificada de farmaco, cetoprofeno,

naproxeno.



ABSTRACT

Developing new drugs is a process that can require high investment and a long time
to complete. Thus, the main objective of the pharmaceutical industry today is to develop
new pharmaceutical forms from existing drugs, aiming to modify their release and improve
their therapeutic efficacy and treatment adherence. Ketoprofen and naproxen are non-
steroidal anti-inflammatory drugs, widely used for pain relief, but also known for their side
effects such as gastric irritation, nausea and ulcers. Thus, it was proposed to use a natural
polymeric blend for incorporation of these drugs, aiming to obtain delayed and prolonged
release forms. The blend was basically composed of sericin, protein extracted from Bombyx
mori silkworm cocoons, and the commercially obtained polysaccharide alginate. Particle
production was based on the ionic gelation process and in some cases different covalent
crosslinking agents were also tested to improve drug release. The best ketoprofen
formulation was obtained using the proanthocyanidin-crosslinked sericin and alginate blend
as the polymer matrix. In this case, incorporation efficiency of 91.11 + 0.53% and loading
capacity of 40.49 + 0.24% were obtained. The matrix used presented gastro resistance and
allowed the prolonged release of the drug in enteric medium, reaching the equilibrium in
about 300 min. In the case of naproxen, only the sericin and alginate blend was enough to
achieve the best result, with incorporation efficiency of 77.67 = 1.53% and loading capacity
of 33.41 + 0.66%. In this case, enteric release was prolonged, also reaching equilibrium in
about 300 min. The action of the thermal crosslinking process on in vitro dissolution was
evaluated for both drugs particles. In the case of ketoprofen a lower result was obtained and
in the case of naproxen, the result was similar to that already obtained, showing that
thermal crosslinking is not indicated for the process under study. The analytical techniques
of XRD, FT-IR, SEM, MO and TG/DTG and DTA confirmed the incorporation of the
drugs inside the particles, as crystals, with a fraction dissolved in the polymeric matrix. In
addition, it has demonstrated particle sizes suitable for multiparticulate systems with good
thermal stability. Complementary analyzes of DSC and Hot-Stage Microscopy allowed
visualizing the thermal phenomena that occurred in the pure drug and in the particles,
evidencing the proper entrapment of the drug inside. In addition, cell viability and
cytotoxicity assays demonstrated the biocompatibility of the developed dosage forms. For
ketoprofen, accelerated and long-term stability assays was performed, which proved that

the formulations developed are stable in relation to incorporation, and the release of the



best formulation (KPA-1) was also preserved even after storage under forced conditions

and under normal conditions of temperature and relative humidity.

Keywords: sericin, alginate, modified drug release, ketoprofen, naproxen.
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1 INTRODUCAO

No presente capitulo serdo apresentadas as motivacdes para o desenvolvimento

desse trabalho, bem como 0s objetivos gerais e especificos necessarios para sua realizacdo.

1.1 Motivacao para desenvolvimento do trabalho

A descoberta e o desenvolvimento de novos farmacos € um processo altamente
complexo e de alto risco, que demanda um elevado investimento e pode levar anos até que
seja finalizado. Sendo assim, um dos maiores desafios da inddstria farmacéutica nos dias de
hoje é desenvolver novas formas farmacéuticas a partir de firmacos ja existentes, visando
modificar as formas de liberacdo e, assim, melhorar a adesdo de pacientes ao tratamento,
aumentar sua seguranca e eficdcia terapéutica. Dentre as modificacdes nas formas
convencionais de medicamentos, pode-se buscar obter uma maxima eficiéncia terapéutica
com o minimo de dosagens, reduzir ou eliminar efeitos colaterais, atingir acdes localizadas
ou obter formulacdes biodegraddveis e faceis de administrar (DICKSON; GAGNON, 2004;
DUTTA, 2007). Nesse contexto, enquadram-se os chamados sistemas de liberacdo
modificada, através dos quais se obtém tempos de liberagdo do farmaco ou local de
liberacdo variados, evitando problemas como grandes variagdes de concentragao,

intoxicagao ou ineficiéncia (BHAGWAT; VAIDHYA, 2013).

Em meio as diversas formas farmacéuticas empregadas em sistemas de liberacdo
modificada por via oral, destaca-se a tecnologia de particulas farmacéuticas, cujo um dos
objetivos € aprimorar a biodisponibilidade de firmacos pouco soliveis em meios aquosos.
Isso pode ocorrer através da dispersdo do firmaco em uma matriz s6lida, por exemplo, a
qual vai permitir sua liberagdo por difusdo, erosdo, intumescimento, ou uma combinagdo de
mais de um desses mecanismos. Essas particulas, que podem se apresentar na forma de
diversas unidades de pellets, granulos ou pequenas esferas, compdem os sistemas
multiparticulados e, juntas, as pequenas unidades fornecem a dose total necessiria de
farmaco. Os sistemas multiparticulados sdo adequados por sua flexibilidade em atingir
diferentes padrdes de liberagcdo ou tempo de residéncia gastrico curto e reprodutivel, além
do baixo risco de super dosagem (DEY; MAJUMDAR; RAO, 2008; KHADKA et al.,
2014).

A tecnologia de particulas farmacéuticas tem sido amplamente baseada no uso de

matrizes poliméricas, visando ao controle da liberacdo de firmacos. No entanto, deve-se
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atentar ao polimero utilizado, para que ndo ocorra a ruptura acidental de particulas ou para
que ndo sejam obtidos tempos tdo extensos de liberacdo que impecam que ela ocorra ao
longo do trato gastrointestinal (JYOTHI; DONIPARTHI, 2014). Visando eliminar essas
limitacdes, pode-se fazer uso de blendas poliméricas, sendo que a blenda de sericina e
alginato tem apresentado resultados promissores no que se refere a modificacdo de
liberagcdo de farmacos de uso ja consolidado no mercado (KHANDAI et al., 2010; SILVA
etal.,2015).

7z

A sericina, proteina globular macromolecular hidrofilica, ¢ um dos componentes
dos casulos do bicho-da-seda, juntamente com a fibroina, atuando como uma espécie de
cola que mantém os fios unidos na forma de casulos. Tradicionalmente, costumava ser
descartada como residuo no processo da industria téxtil, gerando problemas ambientais,
principalmente pelo aumento da carga organica dos efluentes. No entanto, nas ultimas
décadas tem aumentado o interesse sobre essa proteina, especialmente por suas
propriedades como biocompatibilidade e biodegradabilidade, que geram uma ampla gama
de aplicacdes. Dentre as diversas possibilidades, estudos demonstraram a aplicabilidade da
sericina como bioadsorvente de corantes (CHEN et al., 2012), metais toxicos (DA SILVA
et al., 2016) e metais preciosos (SANTOS; DA SILVA; VIEIRA, 2018), produgdo de
curativos por sua capacidade de cicatrizacdo (ARAMWIT et al., 2013), como agente para
melhorar a digestdo ou tratar o sistema digestivo (SASAKI; YAMADA; KATO, 2000),
como revestimento para melhorar as propriedades funcionais de fibras sintéticas (GUPTA;
CHAUDHARY; GUPTA, 2015) e tecidos de 1a (KHALIFA; LADHARI; TOUAY, 2012),
como agente de acabamento em filtros de ar domésticos (SAROVART et al., 2003), como
agente hidratante em cremes e xampus (VELAZQUEZ PEREDA et al., 2009) e como
agente bactericida no revestimento de tecidos de algodao (RAJENDRAN et al., 2012).
Além disso, a sericina possui estrutura adequada para reticulagdo, polimerizacio e
formacdo de blendas com outros polimeros, o que permite produzir materiais

biodegradédveis e ampliar ainda mais sua aplicacdo (BARAJAS-GAMBOA et al., 2016).

O alginato € um polissacarideo natural encontrado na parede celular de algas
marrons, € que apresenta capacidade de gelificacao, principalmente na presenca de cations
divalentes, como Ca®* e Ba®*. Apresenta propriedades como biocompatibilidade e ndo-
toxicidade, o que o torna atraente para aplicacdo nas dreas biomédica e farmacéutica, sendo
utilizado na producdo de particulas para encapsulacdo de diferentes bioativos, como

farmacos e proteinas, que necessitam de protecdo contra a ag¢do acida e enzimdtica do
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ambiente gastrointestinal (LEE; MOONEY, 2012). E muito comum o estudo de
incorporacdo de farmacos em matriz de alginato, como é o caso do antitumoral
doxorrubicina (KIM et al, 2019), os anti-inflamatérios ibuprofeno (SANCHEZ-
BALLESTER et al., 2019) e diclofenaco de sédio (GHOSAL et al., 2019) e o diurético
clortalidona (FRANCA et al., 2019).

Trabalhos envolvendo a incorporacdo de fairmacos na blenda de sericina e alginato
costumam ser mais escassos. Zhang et al. (2015), por exemplo, verificaram o potencial
dessa blenda para incorporagdo de firmacos, enquanto Khampieng et al. (2015) avaliaram a
eficdcia anti-inflamatéria da blenda na forma de gel composto por nanoparticulas para uso
tépico, através de testes in vivo e comparacdo com a acdo do gel de diclofenaco. No que se
refere a estudos de incorporacdo, Khandai et al. (2010) realizaram a incorporacdo de
aceclofenaco na blenda, enquanto o grupo de pesquisa do Laboratério de Engenharia
Ambiental e do Laboratério de Engenharia e Processos Ambientais (LEA/LEPA-
FEQ/UNICAMP) tem ampliado esses estudos, com trabalhos envolvendo diclofenaco de
sodio e ibuprofeno (VIDART, 2019) e furosemida (BEZERRA, 2018).

Sendo assim, a presente tese demonstra seu ineditismo ao utilizar uma blenda de
baixo custo e ambientalmente favordvel para incorpora¢do dos firmacos cetoprofeno e
naproxeno, visando obter liberacdo retardada e prolongada. Ambos os firmacos pertencem
a classe dos anti-inflamatérios ndo esteroidais € podem causar extensos efeitos colaterais,
como irritacdes na mucosa gastrointestinal ou até dlceras gastricas, o que os tornam
excelentes candidatos para sistemas de liberacdo modificada. Tanto o cetoprofeno (AL-
TAHAMI, 2014; BONILLA et al., 2018; CHENG et al., 2018), quanto o naproxeno
(JOSHI et al., 2012; SANLI; SOLAK, 2009) ja foram reportados em trabalhos de
incorporacdo em particulas de alginato. Porém, ndo ha dados sobre a incorporacdo de
nenhum desses farmacos em blenda de sericina e alginato, corroborando com o

desenvolvimento dessa tese.

1.2 Objetivos

O objetivo geral dessa tese é o desenvolvimento de formas farmacé€uticas de
liberacao modificada de cetoprofeno e naproxeno por incorporacdo em blenda de sericina e
alginato, visando obter formulagdes com alta taxa de carregamento, estabilidade fisico-
quimica e baixa/nenhuma toxicidade. Para isso, os objetivos especificos expostos a seguir

foram delineados.
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1.2.1 Objetivos especificos

Preparacao dos casulos do bicho-da-seda (Bombyx mori): limpeza e corte;

Extracdo da sericina dos casulos do Bombyx mori em autoclave pelo método de alta
temperatura e alta pressao;

Crio-concentracdo da sericina extraida em autoclave por congelamento e
descongelamento em temperatura ambiente, e posterior separacdo da sericina de alta
massa molar;

Formacdo da blenda de sericina e alginato e posterior incorporacdo de fairmacos, por
agitacdo em Ultraturrax®;

Producdo de particulas de sericina/alginato/farmaco, pelo método de gelificagdao por
gotejamento em solugcdo de CaCl,, por meio da técnica de planejamento
experimental,

Avaliacdo de diferentes agentes reticulantes covalentes;

Avaliagao do processo de reticulagdo térmica;

Avaliacao da eficiéncia de incorporacdo e da capacidade de carregamento do
farmaco, visando maximizar ambos os parametros;

Caracterizagao das particulas com farmaco pelos métodos de Difracdo de Raios X
(DRX), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Espectroscopia na Regidao do
Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR), Andlises Térmicas de
Termogravimetria e Andlise Térmica Diferencial (TG/DTG e DTA), para posterior
comparacao com as caracterizacoes das particulas sem farmaco;

Avaliacao da liberacdo do farmaco in vitro através de ensaios de dissolucdo em
meio simulado do ambiente gastrointestinal, a fim de obter liberagdes acima de
300 min para ambos os fadrmacos;

Avaliacdo dos mecanismos de liberagdo do farmaco por meio do ajuste de modelos
farmacocinéticos;

Estudo de estabilidade das formulagdes obtidas;

Andlises Térmicas de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) e Microscopia
Hot-Stage (HSM) e;

Estudo da citotoxicidade e viabilidade celular das melhores formulacdes obtidas

para cada fadrmaco.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesse capitulo, os principais temas referentes ao presente estudo sdo abordados de
forma mais aprofundada, bem como é realizada uma revisdo bibliografica de diversos

trabalhos encontrados na literatura sobre o assunto dessa tese.

2.1 Sistemas de liberacao de farmacos

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA, 1973),
medicamento € todo produto farmacéutico com finalidade profilética, curativa, paliativa ou
que € utilizado para fins de diagndstico, enquanto o fairmaco € a substancia quimica usada
como ingrediente ativo de um medicamento (MINISTERIO DA SAUDE, 1993).
Desenvolver novos fairmacos € uma tarefa complexa e que carrega muitas incertezas de que
o desenvolvimento da substancia realmente serd bem-sucedido (NORRIS et al., 2014).
Como alternativa, é possivel buscar melhorar a biodisponibilidade de farmacos ja
existentes, individualizando a terapia medicamentosa e a titulacao da dose, e monitorando
sua acdo terapéutica. Realizar uma liberagao com cinética modificada ou direcionada ao

ponto de a¢do no organismo sdo outros métodos atrativos no que se refere a melhorar a

acdo de um farmaco (TIWARI et al., 2012).

O sistema de liberagcdo de farmacos convencional se apresenta na forma de
comprimido para administra¢do oral ou solu¢do para administracdo intravenosa. Em suma,
sistemas de liberagdo convencional sdo aqueles em que nao se adiciona nenhum elemento
para modificar qualquer aspecto da liberagao do fairmaco (RHODES, 2002). No entanto,
esses sistemas podem apresentar diversas limitacdes como maior nimero de doses, menor
eficacia, toxicidade e efeitos colaterais adversos. Nesse contexto, tem-se buscado
desenvolver novos sistemas para administracdo de fairmacos ja existentes, visando eliminar

as limitagOes supracitadas (BHAGWAT; VAIDHYA, 2013).

Os primeiros testes visando modificar a liberagdo de um firmaco datam das décadas
de 1940 e 1950, quando se buscaram desenvolver revestimentos que pudessem mascarar
sabores desagradaveis dos medicamentos. Utilizando materiais metalicos, o faormaco passou
a ser liberado de forma retardada, possibilitando o desenvolvimento das primeiras formas
farmacéuticas de liberacdo modificada. Em 1952, foi lancada a primeira formulacdo de

liberagdo sustentada, conhecida como tecnologia Spansule®, que possibilitava controlar a
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cinética da liberacdo e atingir uma eficicia terapéutica de até 12 horas. Porém, até entdo,
somente compostos de baixa massa molar eram empregados nos sistemas desenvolvidos.
Foi a partir do final da década de 1970 que se passou a desenvolver sistemas de liberacao

controlada que permitissem a liberacdo de moléculas maiores, como proteinas e peptideos

(BRUSCHLI, 2015; FOLKMAN, 1990).

Os sistemas de liberacdo controlada fazem parte dos chamados sistemas de
liberacdo modificada, nos quais se alteram a absorcdo do farmaco ou o local de liberacao
para atingir determinados objetivos clinicos (QIU; ZHOU, 2011). De acordo com a
Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2010), os sistemas de liberacio modificada podem ser

classificados como se segue.

e Liberacdo retardada: nesse tipo de liberacdo, o fiarmaco ndo ¢ liberado
imediatamente apds sua administragdo, mas algum tempo depois dessa etapa, como
€ o caso de comprimidos com revestimento entérico. Preparacdes gastrorresistentes
sdo consideradas formas de liberacdo retardada.

e Liberacdo prolongada: nesse caso, a formulacdo € elaborada de forma a estender o
tempo de liberacdo do farmaco apds sua ingestdo, permitindo uma reducdo na
frequéncia de dosagem. Para aplicacdes orais, o termo “liberagdao prolongada” pode
ainda ser substituido por “liberacao sustentada”, “liberagcdo estendida” ou “liberacao

controlada”.

Na Figura 1 sdo apresentados os perfis de variacdo da concentra¢do de fairmaco no
plasma, obtidos a partir das formas de liberacdo convencional, retardada, prolongada e

controlada, em fun¢do do tempo de liberagao.

Figura 1 — Perfis de concentragdo plasmatica de diversos tipos de liberacdo, convencional e
modificada. Os segundos picos presentes nas curvas de liberacdo convencional e retardada
se referem a uma segunda dose do medicamento.
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Fonte: Rodrigues (2005).
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Pode-se observar que hd uma regido denominada “Faixa terapéutica”, delimitada
pelas linhas de concentracdo minima efetiva e de concentracio méxima segura, a qual
indica a faixa de concentracdo efetiva para a acdo do farmaco no organismo. No sistema de
liberacdo convencional ocorrem grandes variagdes da concentracdo, podendo gerar
intoxicagdo ou baixa eficiéncia do fiarmaco; jia no sistema de liberacdo controlada, o
farmaco € liberado de forma continua e numa concentragdo efetiva, ao longo de um periodo

de tempo, melhorando sua eficicia e reduzindo a possibilidade de efeitos colaterais.

Assim, pode-se definir a liberacdo controlada como aquela em que hi o controle
espacial e temporal da liberacdo do fairmaco, o que ndo € possivel nas formas de liberacao
convencionais. Com isso, € possivel maximizar o efeito terapéutico, aumentar a acdo de
farmacos com baixo tempo de meia-vida, reduzir a frequéncia de dosagens e melhorar a
adesdo ao tratamento (LEE; LI, 2010). As principais vantagens desses sistemas podem
envolver a reducdo das flutuacdes de concentracio de firmaco no plasma ao longo do
tempo, reducdo de efeitos colaterais, melhora na tolerancia por parte dos usudrios, maior
conforto e mais adesdo dos pacientes ao tratamento, reducdo de custos no cuidado com a

saide (ao reduzir os efeitos colaterais, ndo é necessario o uso associado de outros

medicamentos) e dispensa de dosagens noturnas (UMMADI et al., 2013).

Apesar disso, hd ainda algumas limitacdes associadas aos sistemas de liberacdo
controlada. Neles, ha o risco de dumping de dose, que € a liberacdo inesperada de elevada
quantidade de farmaco, causada, por exemplo, pela desintegracdo acidental da forma
farmacéutica; ndo hd a possibilidade de interrup¢do imediata do efeito terapéutico, em
casos de intolerancia ou intoxica¢do; € hd o risco de ocorrer o acimulo de firmaco no
organismo em fung¢do de sua velocidade lenta de liberacdo. Ainda assim, para casos
especificos, trata-se da alternativa mais vidvel e eficaz (KAUR et al., 2018; LYRA et al.,

2007).

2.1.1 Estratégias de formulacio para obtencdo de liberacao controlada de
farmacos

Em geral, obter a liberacdo controlada de um farmaco € possivel gragas a utilizagdo
de métodos mecanicos, quimicos ou fisico-quimicos aplicados as formas farmacéuticas
convencionais para regular tanto o acesso quanto a disponibilidade de um ativo em seu
local de ag@o. Os farmacos de liberagdo controlada se utilizam de “barreiras” quimicas ou

fisicas que podem atuar proporcionando uma liberacio mais lenta. Esses sistemas de
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liberagdo podem apresentar diferentes objetivos, como liberacdo constante, decrescente
(liberac@o sustentada) ou bimodal (liberacdo inicialmente lenta, seguida pelo aumento da
liberacdo) (LYRA et al., 2007). Dentre as técnicas de retencdo disponiveis mais comuns
podem-se citar as bombas osmoticas, os sistemas reservatorios e os matriciais (PEZZINI;

SILVA; FERRAZ, 2007).

Os sistemas reservatorios sdo amplamente empregados para o controle de bioativos
soliveis em dgua. Neles, o firmaco compde um nicleo sélido bem definido revestido
polimericamente por um filme ou membrana insolivel, e esse revestimento deve ser capaz
de suportar qualquer for¢a de compactacio, podendo sofrer deformagdo, mas nao a ruptura.
Isso ajuda a evitar que uma alta dosagem inesperada de farmaco seja liberada. Para manter
as propriedades de liberacio do farmaco, deve-se atentar ao tipo e a quantidade de
revestimento, ao tamanho das subunidades (quando o sistema reservatdrio consistir em
diversas unidades encapsuladas), a selecdo de aditivos externos e a taxa e magnitude da
pressao aplicada (DING, 2012; QIU; ZHOU, 2011). A Figura 2 apresenta um esquema do
sistema reservatdrio. A liberacdo do farmaco, nesse caso, ocorre através de particdo da

membrana e posterior difusdo pelo fluido externo (CHOUDHARI; SINGH, 2014).

Figura 2 — Sistema reservat6rio para liberacao controlada de farmacos.

Membrana insoluvel

Reservatorio do farmaco

Ditusgiio do farmaco
soluvel por partigio

Fonte: Adaptado de Choudhari; Singh (2014).

Os sistemas reservatdrios permitem obter liberacdo de ordem zero (prolongada) e
permitem que se controle as taxas de liberacdo de acordo com o tipo e concentracdo do
polimero escolhido. No entanto, apresenta dificuldade em carregar firmacos de elevada
massa molar, apresenta um custo elevado por unidade produzida e pode causar toxicidade

no caso de esvaziamento descontrolado (RATNAPARKHI; JYOTI, 2013).

Outro sistema disponivel, desenvolvido e comercializado ainda nos anos 1970, sdo
as chamadas bombas osmoticas. Nesse sistema, o firmaco compde um nicleo osmético no

interior do comprimido, envolto por uma membrana semipermeavel, que possui um orificio
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de liberacdo feito a laser. Quando o medicamento se encontra em um ambiente aquoso,
ocorre a ativacdo do sistema pela absorcdo de dgua pela membrana. A dgua dissolve o
farmaco e acumula uma pressao hidrostatica dentro do nicleo, fazendo com que o firmaco
seja bombeado para fora do nicleo através do orificio de liberacdo, durante um tempo
determinado (DING, 2012; LEE; LI, 2010). A Figura 3 apresenta o esquema de um tipo de
comprimido produzido com essa tecnologia, no qual se associa uma camada polimérica
para atuar na liberacdo do farmaco. No esquema da Figura, apds a ingestdo do
medicamento, a dgua é absorvida tanto no compartimento com o firmaco quanto no
compartimento polimérico. O fiarmaco entra em suspensdo no compartimento de cima e
excipientes osmoticamente ativos da camada polimérica come¢am a se expandir em uma
taxa controlada. Essa camada empurra o firmaco, até que ele seja expelido através do

orificio perfurado a laser (CHUNG et al., 1999).

Figura 3 — Sistema de bomba osmética para liberacao controlada de farmacos.
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Fonte: Adaptado de Chung et al. (1999).

Sdo vantagens desse sistema a possibilidade de realizar a liberacdo retardada ou de
forma pulsada, a liberacdo independente dos fatores fisiologicos, como o pH do meio, sua
ativacdo dependente da presenca de &4gua, que € abundante ao longo do trato
gastrointestinal, e possibilidade de taxas de liberacdo maiores e mais previsiveis. No
entanto, € uma tecnologia de custo mais elevado, ndo permite remediagc@o no caso de efeitos
adversos inesperados, pode causar irritacdo pela liberacdo de farmaco em solucdo saturada

e se o processo de encapsulamento nao for bem controlado pode resultar em super dosagem

(MATHUR; MISHRA, 2016).
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Os sistemas matriciais sdo os mais aplicados para controlar a liberacio de um
farmaco por sua efetividade e versatilidade, podendo ser empregados tanto para formas
monoliticas quanto multiparticuladas. Neles, o firmaco forma uma dispersdao ou solucao
homogénea com um ou mais materiais, formando uma matriz que pode, ou ndo, ser
biodegraddvel, e que permite o controle da liberacdo por difusdo, intumescimento da
matriz, por sua erosdao, ou por uma combinacdo desses fendmenos (QIU; ZHOU, 2011).
Uma matriz pode ser classificada com base em sua estrutura, na cinética de liberacdo, nas
propriedades da liberacdo e nas propriedades e natureza quimica dos materiais empregados.
Quanto as caracteristicas dos materiais empregados, as matrizes se dividem em hidrofilicas
(liberacdo por intumescimento da matriz ou difusdo), inertes (liberacdo por difusdo),
lipidicas (liberag@o por difusdo e erosdo), biodegradéveis (liberacdo por erosdo) e de resinas
(liberacao complexa dependente da caracteristica idnica do meio) (GANDHI; KAUL;
PANCHAGNULA, 1999).

A Figura 4 apresenta um esquema dos tipos de liberacdo que podem ocorrer em
funcdo do tipo de matriz usado. Pode-se observar que, no caso de matrizes poliméricas
sujeitas a erosdo, esse fenomeno ocorre na superficie da matriz e determina a liberagdao do
farmaco, enquanto no caso de matrizes hidrofilicas, a formag¢ao da camada de gel
(intumescimento da matriz) e sua dinamica ao longo do tempo determinam a liberagdo do
farmaco. A espessura dessa camada de gel representa o comprimento do caminho de
difusao do farmaco e corresponde a distancia entre as frentes de erosdao e de difusdo
(VARMA et al., 2004). Dentre as vantagens dos sistemas matriciais, sdo mais ficeis de
produzir do que os anteriores permitem transportar moléculas grandes de farmacos e
melhoram a estabilidade do farmaco ao protegé-lo do trato gastrointestinal. Porém,
demanda necessidade de eliminacdo da matriz vazia, a taxa de liberacdo pode ser
facilmente afetada pelas condi¢cdes do organismo e ndo permite a obtencao de liberacio de

ordem zero pura (RATNAPARKHI; JYOTI, 2013).
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Figura 4 — Esquema de liberagdo de farmaco de sistema de liberacdo controlada matricial,
utilizando (a) matriz polimérica erodivel e (b) matriz polimérica hidrofilica.
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Fonte: Adaptado de Varma et al. (2004).

2.2 Propriedades fisico-quimicas de farmacos para sistemas de liberacio
controlada por via oral

A absorcdo de um farmaco administrado por via oral costuma ocorrer pela
sequéncia de algumas etapas bdsicas. Apds sua ingestdo, ele € inicialmente liberado da
formulagao, se dissolve no fluido gastrointestinal (GI), permeia através da membrana GI e,
por fim, atinge a corrente sanguinea (LIN; WONG, 2017). Em sistemas de liberacio
convencional, a absor¢do ocorre majoritariamente no trato GI superior, enquanto no caso de
formulagdes orais de liberagao controlada, o firmaco € liberado e absorvido de forma
continua no trato GI ou liberado para ser absorvido em uma regifo especifica desse sistema.
Como o trato GI apresenta uma elevada complexidade fisiolégica, variando desde o
estdmago até o colon em termos de composicao, estrutura e fungdo, isso afeta diretamente
as taxas e extensdo da absor¢do de um farmaco. Sendo assim, ao avaliar a liberacdo
controlada do farmaco, suas propriedades devem ser analisadas em fun¢do da posi¢cao no
trato GI, para os diferentes valores de pH, permeabilidades e estabilidade (ZHANG;
SURIAN, 2010). Dentre as propriedades analisadas dos farmacos estdo a solubilidade

aquosa, pKa, coeficiente de particdo, estabilidade, tamanho da molécula e difusividade.

2.2.1 Solubilidade e coeficiente de particao

A solubilidade aquosa de um farmaco depende de sua estrutura quimica,
propriedades fisico-quimicas de seus grupos funcionais, variacdes em sua configuracao

estereoquimica e propriedades de estado solido, exercendo importante papel sobre a
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biodisponibilidade do fairmaco (ZHANG; SURIAN, 2010). Para ser absorvido, é necessério
que o firmaco se dissolva na fase aquosa do local de administracdo e depois consiga
penetrar a membrana absorvente. Assim, a taxa de dissolucdo € diretamente influenciada
pela solubilidade aquosa do farmaco, que estabelece a concentracdo dele em solugdo e,
assim, a for¢a motriz para difusdo através da membrana. Firmacos com baixa solubilidade
em 4gua apresentam baixas taxas de dissolu¢do e, portanto, problemas de
biodisponibilidade oral. Farmacos com elevada solubilidade e, portanto, altas taxas de

dissolucdo, também ndo sdo interessantes devido a dificuldade em retardar a absorcdo
(GUPTA; BRIJESH, 2012).

O coeficiente de particao 6leo/dgua (P), determinado pela Eq. 1, permite avaliar a
habilidade do fairmaco em penetrar as membranas bioldgicas do organismo, desde sua
administracdo até sua eliminacdo. Ele é fun¢do da concentracdo de equilibrio de todas as
formas do farmaco em fase organica (C,) e da concentragdo no equilibrio de todas as

formas em fase aquosa (Cy).

P=c (1)

O valor 6timo do coeficiente de particdo € aquele em que o farmaco permeia a
membrana de forma mais efetiva e, portanto, exerce sua maxima atividade terapéutica.
Farmacos com valores acima ou abaixo do valor 6timo ndo sdo bons candidatos para
formulacdes de liberacdo controlada (GUPTA; BRIJESH, 2012). O FDA (do inglés, Food
and Drug Administration — EUA) utiliza a Classificacdo Biofarmacéutica para firmacos em
quatro classes de acordo com sua solubilidade e permeabilidade, conforme esquema

representado na Figura 5.

Figura 5 — Esquema representativo da Classificacdo Biofarmacéutica (CBS) obtida da FDA.
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Farmacos pertencentes a Classe I apresentam répida absor¢do; formacos da Classe 11
possuem a absorcdo controlada pela solubilidade ou velocidade de dissolugcdo; para
farmacos da Classe III a absor¢do € limitada por sua baixa permeabilidade; e os farmacos
da Classe IV possuem velocidade e grau de absorcdo varidveis, devendo ser analisados caso
a caso. Em geral, os fairmacos pertencentes as Classes I e II costumam ser bons candidatos a

sistemas de liberacdo controlada no trato GI (SACHAN et al., 2009).

2.2.2 pKa - Constante de ionizac¢io

O pKa é a medida da forca de um 4cido ou base e permite determinar a carga (ou
estado de ionizacdo) de um farmaco, em diferentes valores de pH. As moléculas do farmaco
em sua forma nao ionizadas costumam ser lipofilicas e, portanto, atravessam as membranas
do organismo de forma mais rapida do que espécies ionizadas, por meio de difusdo passiva.
A quantidade de firmaco disponivel na forma ndo ionizada depende de sua constante de
dissociacdo e do pH do local de absorcdo. Farmacos que existem na forma ionizada nos
sitios de absorcdo sdo interessantes para formas de liberacdo controlada se estiverem
associados a carreadores que possibilitem o transporte ativo através das membranas

(MAMIDALA et al., 2009).

2.2.3 Estabilidade

Apébs sua ingestdo, o farmaco passa por diversas hidrdlises 4cidas e bdsicas e
degradacdes enzimdticas ao longo do organismo. Um firmaco que ndo seja estdvel no pH
géstrico pode ser modificado para uma forma liberacdo retardada que se inicie apenas
quando ele atingir o intestino. Formacos que apresentam instabilidade no intestino ndo sdo

vidveis para sistemas de liberacdo controlada (KARNA et al., 2015).

2.2.4 Tamanho da molécula e difusividade

Os farmacos no sistema de liberagdo controlada devem difundir através de
membranas ou matrizes poliméricas, controladoras da taxa de liberagdo. A habilidade de
passar através dessas membranas € estabelecida pela difusividade, que depende do tamanho
da molécula (UMMADI et al., 2013). E esperado que moléculas com elevada massa molar
apresentem uma cinética de liberacdo lenta, utilizando a difusdo como mecanismo para

liberag@o a partir das membranas ou matrizes (MAMIDALA et al., 2009).
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2.3 Farmacocinética

A premissa bésica do sistema de liberagdo controlada de farmacos € otimizar as
propriedades biofarmacéuticas, farmacocinéticas e farmacodindmicas de um determinado
farmaco, administrado pela via mais adequada, para atingir seu potencial terapéutico
maximo, no menor tempo possivel e com a menor quantidade de farmaco possivel (PATIL;
CHAVANKE; WAGH, 2012). A administracdo de um farmaco é um processo dinamico,
composto pelas etapas de absorcao (A), distribuicdao (D), metabolismo (M) e excrecao (E).
A taxa com que essas etapas acontecem determina o tempo total do formaco no organismo.
Nesse contexto, a farmacocinética desempenha um importante papel ao descrever o curso
de tempo da concentracdo do firmaco no organismo em termos de modelos matematicos.
Com isso, é possivel avaliar a eficiéncia do farmaco em fun¢do da taxa de liberacdo e da
quantidade liberada e ajustar a dosagem para produzir € manter uma concentracao

terapéutica efetiva, com pouca ou nenhuma toxicidade (BOURNE, 2002).

A ocorréncia das etapas de ADME de um farmaco é complexa, o que demanda o
uso de modelos matematicos e estatisticos para ajudar a prever a dose necessdria e o tempo
de eficicia dessa dose. Em geral, a capacidade de predicdao de determinado modelo depende
da selec@o e desenvolvimento adequados de suas fungdes matemadticas. Os parametros mais

importantes costumam ser determinados através do ajuste de modelos a dados

experimentais (SHARGEL; YU, 2016).

Um sistema de liberacdo controlada apresenta cinética de ordem zero, na qual a
concentra¢do de firmaco permanece constante ao longo do tempo de liberacdo, ou seja, é
capaz de proporcionar a presenca do farmaco no organismo a um nivel terapéutico durante
um longo periodo de tempo. Esse tipo ideal € interessante, especialmente, para
medicamentos como antibidticos, reguladores de pressao e antidepressivos e pode ser

representado pela Eq. 2 (UMMADI et al., 2013).

Q = Qo + Kot (2)
No qual Q € a quantidade de farmaco liberada no tempo #, Qo é a quantidade inicial

de farmaco em solugdo e Koy € a constante de liberagdo de ordem zero, expressa em termos

de concentragdo/tempo.
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Na cinética de primeira ordem, a taxa de liberacdo depende da quantidade de
farmaco ainda disponivel para liberacdo e, portanto, a quantidade liberada por unidade de
tempo decai exponencialmente. Esse é o modelo que descreve a cinética de sistemas
convencionais de liberacdo de fairmaco, nos quais o firmaco ndo estd na condi¢cdo saturada
e, portanto, estd pronto para ser liberado da superficie carregadora (CHOUDHARI;
SINGH, 2014). As Eq. 3 e Eq. 4 descrevem o modelo de primeira ordem, sendo K; a

constante de libera¢do de ordem um, expressa em termos de tempo .

aqQ
- ke 3)
In Q =lnQ, — Kt 4)

A liberacdo de farmacos a partir de sistemas matriciais pode ocorrer por trés
processos principais, sendo eles a difusdo do farmaco através da matriz ndo degradada ou a
difusdo do farmaco devido ao inchamento da matriz ou a liberacdo do firmaco pela
degradacdo e erosdao da matriz. No que se refere ao inchamento da matriz, considera-se a
ocorréncia de trés etapas subsequentes, a saber, a entrada de dgua dentro do hidrogel,
seguida do relaxamento das cadeias poliméricas e por fim o alongamento de todas as
cadeias na dgua, permitindo a saida do firmaco (ARIFIN; LEE; WANG, 2006; FAN et al.,
2008). Para prever os mecanismos envolvidos, diversos modelos matematicos podem ser

empregados.

O modelo teérico de Higuchi € um dos modelos mais empregados para descrever a
liberacdo de firmacos a partir de sistemas matriciais. Segundo Higuchi, a quantidade de
farmaco liberada € proporcional a raiz quadrada do tempo, um indicador da difusdo como
mecanismo controlador da taxa de liberagdo. Esse modelo pode ser representado pela Eq. 5

e simplificado pela Eq. 6 (HIGUCHI, 1961, 1963).

Q = AJD(2C, — C;)Cit (5)

Q = Kj. 2 ©)

Em que Q € a quantidade de farmaco liberada no tempo t por unidade de area A, Co
€ a concentracdo inicial de farmaco, C; € a solubilidade do firmaco na matriz, D é o
coeficiente de difusdo das moléculas do firmaco e Ky € a constante de dissolugcdo de
Higuchi. Higuchi assume que a liberagdo dos farmacos obedece a lei de difusdo de Fick,

porém essa relacio pode ser insuficiente para casos de sistemas onde ocorre
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z

intumescimento e possivel erosdao. Assim, é mais aplicado a sistemas com matrizes

unidimensionais pouco soliveis (LOPES; LOBO; COSTA, 2005).

O modelo semi-empirico de Korsmeyer-Peppas foi desenvolvido como uma relagdo
simples para descrever a liberacdo de firmaco de um sistema polimérico. Para analisar o

mecanismo da liberagdo do farmaco, os primeiros 60% de fiarmaco liberado sdo ajustados

pela Eq. 7 (RITGER; PEPPAS, 1987).

9 _ ke @)

Qoo

Em que g—t ¢ a fracdo de farmaco liberada no tempo ¢, Kxp € a constante da taxa de
]

liberagd@o e n é o expoente de liberacdo. Para encontrar o valor de n, deve-se utilizar apenas
os dados de s—t < 0,6. Além disso, o valor de n permite caracterizar 0 mecanismo

o]

envolvido na liberagao do farmaco, conforme a Tabela 1.

Tabela 1 — Interpretacdo do mecanismo de liberacao difusional do modelo de Korsemeyer-

Peppas.
Expoente de liberacao (n) Mecanismo de liberagao do
Cilindro Esfera farmaco
0,45 0,43 Difusdo Fickiana
0,45 <n<0,89 0,43 <n<0,85 Anomala
0,89 0,85 Transporte de Caso 11
n> 0,89 n> 0,85 Transporte de Super Caso 11

Fonte: Dash et al. (2010).

A Eq. 7 costuma ser empregada para descrever liberacdes em que 0 mecanismo nao
€ bem conhecido ou que pode envolver mais de um fendmeno para liberacio, tais como o
transporte de farmaco obedecendo a Lei de Fick (difusdo Fickiana) e o
inchamento/relaxamento do gel com transi¢do de um estado semirrigido para outro mais
flexivel (Transporte Caso II). Ou seja, ndo s6 a difusdo do farmaco € levada em conta,
como também o relaxamento do gel para liberacdo desse farmaco (LOPES; LOBO;

COSTA, 2005).
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O modelo de Weibull ¢ um modelo empirico e que, portanto, ndo apresenta qualquer
fundamento cinético. No entanto, costuma ser empregado com sucesso a quase todos os
tipos de curvas de dissolu¢do, conforme a Eq. 8 (SHAIKH; KSHIRSAGAR; PATIL, 2015).
—(t - T)b) l (8)

a

Q= Qo Il —exp (

Em que Q € a quantidade de farmaco dissolvida no tempo #, Qo é a quantidade total
de farmaco a ser liberada, T é o tempo de laténcia obtido a partir dos parametros de
dissolucdo, a € um parametro de escala que descreve a dependéncia do tempo e b
corresponde ao formato da curva de dissolucdo. De acordo com esse parametro, a curva de
dissolucdo pode assumir um formato exponencial (b = 1), sigmoidal (b > 1) ou parabdlico
(b < 1) (RODRIGUES, 2005). O parametro a pode ser substituido pelo parametro de
localizacdo Ty (a = (T4)®), que representa o tempo necessdrio para liberagio de 63,2% de

farmaco (SONI; CHOTAI, 2010).

O modelo de Hopfenberg pode ser aplicado a sistemas com superficies erodiveis
com diversas geometrias e que apresentam uma cinética de liberacdo de ordem zero. Nesse
caso, as resisténcias difusionais internas e externas nao exercem qualquer influéncia. Pode
ser descrito pela Eq. 9 (SHAIKH; KSHIRSAGAR; PATIL, 2015).

Qt k™ )

o e

No qual k € a constante da taxa de erosao, Co € a concentragao inicial de farmaco, [ é
a metade da espessura do sistema (equivalente ao raio em esferas ou cilindros), m é um
expoente que varia com a geometria (m = 1, 2, 3 para geometria plana, cilindrica e esférica,

respectivamente).

2.3.1 Etapas farmacocinéticas do farmaco no organismo

Ao administrar um farmaco, por via oral, subcutanea ou transdermal, sua absorcao
procede por um intervalo de tempo finito, seguida pela distribuicdo, metabolismo e
excrecdo, 0s quais apresentam uma taxa varidvel de ocorréncia. O principal objetivo
terapéutico de um farmaco é manter concentracdes efetivas no receptor e, considerando que
o organismo age constantemente pela elimina¢do desse farmaco, o grande desafio €
balancear as etapas de absor¢do e eliminacdo para manter as concentracdes desejadas

(BOURNE, 2002). O diagrama da Figura 6 demonstra como essas etapas estdo interligadas.
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Figura 6 — Diagrama representativo das etapas ADME no organismo.
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Fonte: Adaptado de Shargel; Yu (2012).
2.3.1.1 Absorc¢ao

A absorcdo de um farmaco envolve o movimento desde sua administracdo até o
compartimento central, que engloba o plasma e o liquido extracelular de tecidos altamente
perfundidos (como o pulmdo), além da extensdo com que isso ocorre. Formas
farmacéuticas sélidas, por exemplo, apds sua desintegracdo e liberacdo do farmaco,
necessitam da etapa de dissolu¢do desse farmaco em algum meio aquoso para, entdo, seguir
com a etapa de absorcdo através das membranas celulares do sistema circulatério

(BUXTON; BENET, 2006).

A absorcdo de um determinado firmaco depende de suas propriedades fisico-
quimicas, como solubilidade e permeabilidade, da natureza do medicamento e da anatomia
e fisiologia do sitio de absorcdo desse firmaco, o que inclui pH, diferencas de
permeabilidade, enzimologia da mucosa, dentre outros. O processo de absorcdo pode
ocorrer por via transcelular, quando o farmaco se move através da célula, ou por via
paracelular, quando ele se move através de juncOes entre as células. Além disso, sua
difusdo através das células pode ocorrer de forma passiva, quando passa de uma regido
mais concentrada para uma regido menos concentrada, sem gasto de energia, ou de forma

ativa, quando hd a mediacdo de um carreador levando o fairmaco contrdrio ao gradiente de

concentragdo, com gasto de energia (GERK; YU; SHARGEL, 2012).

A absor¢do de forma passiva é a mais comum, sendo que pode ocorrer ao longo de
todo o canal alimentar, o que inclui absor¢Oes sublingual, bucal, gastrointestinal e retal. No
entanto, o sitio 6timo para absor¢do desses farmacos engloba a porcdo superior do intestino
delgado e a regido do duodeno, as quais apresentam elevada drea superficial que possibilita

a difusdo do farmaco. Tal absorcdo pode ser facilmente afetada por diversos fatores como
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mudancgas no fluxo sanguineo do meio entérico, no tempo de esvaziamento do estdmago,
no pH géstrico (afeta a solubilidade), no pH intestinal (afeta a extensdo da ionizacdo), na
secrecdo de suco biliar, na secrecdo de enzimas digestivas ou na alteracdo da flora do

sistema gastrointestinal (GERK; YU; SHARGEL, 2012).
2.3.1.2 Distribuicdo

Seguida da absorc¢do, ocorre a distribuicdo do fairmaco para os fluidos intersticiais e
intracelulares. A taxa de liberacdo e a quantidade distribuida para dentro dos tecidos
dependem da hemodindmica do tecido, da difusdo passiva através das membranas lipidicas
no caso de moléculas pequenas e lipofilicas, da difusdo ativa mediada por um carreador no
caso de moléculas maiores ou mais polares e das ligacdes com proteinas presentes no
sangue, que podem limitar o acesso dos farmacos aos tecidos (CALDWELL; GARDNER;
SWALES, 1995). As moléculas de farmaco podem ser distribuidas tanto para o local alvo
(receptor) para a acdo do firmaco, quanto para outros tecidos (ndo-receptores), onde podem

ocorrer efeitos secundarios ou reagdes adversas (SUN; ZHAO, 2012).

A distribui¢do ocorre através do sistema circulatério, composto por diversos vasos
sanguineos, que permitem distribuir o firmaco pelo sangue. Ela ocorre de forma répida e
depende das caracteristicas individuais de cada paciente, tais como frequéncia cardiaca,
fluxo sanguineo na regido, permeabilidade dos capilares e do volume do tecido em que serd
distribuido (BUXTON; BENET, 2006) e das caracteristicas fisico-quimicas do farmaco.
Farmacos mais lipofilicos apresentam melhor distribuicdo em 6rgdos e tecidos, enquanto

farmacos hidrofilicos costumam se concentrar nas células (SUN; ZHAO, 2012).
2.3.1.3 Metabolismo (biotransformagdo)

Quando um farmaco entra no organismo, ele pode ter quatro destinos diferentes: ser
eliminado sem mudanca (compostos fortemente polares ou voldteis), ser retido sem
mudanca (compostos ndo polares, fortemente lipofilicos), passar por uma transformacao
quimica espontinea ou passar por um metabolismo enzimatico, sendo esse ultimo, também
chamado de biotransformacdo, o que predomina (CALDWELL; GARDNER; SWALES,
1995).

No organismo, varios O0rgdos sdo capazes de metabolizar farmacos em diversos

graus, através de diferentes reacOes enzimdticas. Rins, trato gastrointestinal, pulmoes e pele



50

contribuem com o metabolismo de firmacos; no entanto, € o figado que apresenta a maior
quantidade e variedade de enzimas capazes de metabolizar essas substancias. As enzimas
hepaticas modificam quimicamente diversos substituintes dos farmacos, tornando-os
inativos ou facilitando sua eliminacdo, através do processo chamado biotransformacao.
Essa biotransformacdo pode ocorrer devido a reagdes de oxidacdo/reducdo ou devido a
reacoes de conjugacao/hidrdlise (reacdoes de Fase I e de Fase II, respectivamente), que
permitem expor grupos funcionais nas moléculas de firmaco, que vao se ligar a ligantes
enddgenos. E comum que alguns firmacos sejam administrados em sua forma inativa e, por
meio de reacdes de oxidacdo/reducdo no figado, eles se alterem metabolicamente a forma

ativa (LAMATTINA; GOLAN, 2009).

A etapa de metabolismo pode ser diretamente afetada por fatores que influenciem
principalmente a atividade enzimdtica, abrangendo aspectos enddgenos (idade, sexo, raca,
deficiéncias genéticas), exdgenos (dose, rota de administragdo, hora da administracao,
nutri¢do) e fisico-quimicos do farmaco (polaridade, nucleofilicidade, ou reatividade do

nucleéfilo, capacidade de ligacao proteica) (CALDWELL; GARDNER; SWALES, 1995).
2.3.1.4 Excrecdo

A queda dos niveis de farmaco no plasma apds sua administracdo € decorrente de
sua eliminacdo ou remocdo pelo organismo. A eliminacdo da maioria dos firmacos estd
relacionada aos fendmenos de biotransformacdo e de excrecdo, sendo a excrecdo
equivalente a remog¢do da substincia intacta e de seus metabdlitos. Em geral, firmacos ndo
volateis e polares passam direto do rim para as bexigas e, por fim, para a urina, para ser
excretado. Outros meios de excrecdao envolvem ainda a bile, suor, saliva, leite (através da
lactagdo) ou outros fluidos corporais. Farmacos volédteis podem ser excretados também

através dos pulmoes, pelo ar respirado (DUCHARME, 2012).

2.4 Farmacos

Os farmacos empregados em sistemas de liberagdo modificada pertencem, em sua
maioria, a cinco categorias. A primeira delas sdo os farmacos anti-hipertensivos, que
envolvem a hidralazina, nefedipina e enalapril. Outra categoria envolve os fairmacos anti-
inflamatdrios ndo esteroides, que incluem a aspirina, diclofenaco, cetoprofeno, paracetamol
e naproxeno. A categoria dos diuréticos engloba acetozolamida, clortiazida e ureia. Os

farmacos para prevengdo de ulceras envolvem ranitidina, omeprazol e pantoprazol. Por fim,
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a dltima categoria sdo os agentes hipoglicEémicos orais, nos quais estdo incluidos glipizida,

clorpropamida e acetoexamida (UMMADI et al., 2013).

2.4.1 Farmacos anti-inflamatorios nao esteroidais

Os farmacos anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINEs) estdo entre os
medicamentos mais prescritos no mundo para o tratamento de dores e inflamacdes,
abrangendo cerca de 5 — 10% de todos os medicamentos prescritos a cada ano
(WONGRAKPANICH et al., 2018). O primeiro farmaco desenvolvido pertencente a essa
classe foi o acido acetilsalicilico (AAS), introduzido comercialmente em 1899 sob o nome
de aspirina. Porém, foi somente na década de 1960 que se passou a estudar profundamente
o mecanismo de acdo dos AINEs, possibilitando o desenvolvimento de novos farmacos,
como indometacina e ibuprofeno (HARIRFOROOSH; ASGHAR; JAMALLI, 2013; VANE;
BOTTING, 1998).

A acdo terapéutica dos AINEs ocorre pela inibicdo das enzimas ciclo-oxigenases
(COXs), as quais sao determinantes na sintese de prostaglandinas e outros prostanoides,
como os tromboxanos. Os prostanoides sdo importantes mediadores fisioldgicos e
patolégicos, diretamente associados a quadros de inflamacdes. Sao conhecidos dois tipos de
ciclo-oxigenases, COX-1 e COX-2. A COX-1 atua em células normais, visando controlar a
barreira mucosa gastrointestinal, a homeostase renal, a agregacio plaquetdria, dentre outras
funcdes fisioldgicas. J4& a COX-2 € induzida em células inflamatdrias, produzindo
prostaglandinas diretamente associadas a inflamacao, dor e febre. Sendo assim, pode-se
considerar que a inibicdo da COX-2 estd associada aos efeitos desejaveis dos AINEs (anti-
inflamatodrio e analgésico), enquanto a inibicdo da COX-1 representa os efeitos indesejados,

ou colaterais, decorrentes da acdo dos AINEs (WONGRAKPANICH et al., 2018).

Em geral, por se tratar de medicamentos de terapia de curta duracdo, os usudrios dos
AINEs acabam tolerando bem o seu uso. Porém, quando o tratamento € mais longo ou estdo
envolvidos outros fatores de risco, € comum o surgimento de efeitos adversos afetando os
sistemas gastrointestinal, renal ou cardiovascular. No que se refere ao trato GI, é muito
comum o relato de indigestdo, azia e ndusea, os quais sdo facilmente diagnosticados e
controlados clinicamente. Em menor frequéncia, efeitos mais sérios como ulceras ou lesdes
no trato GI inferior, também podem ser causados pela ingestdo dos AINEs. Também se

associam ao uso desses medicamentos problemas como insuficiéncia renal aguda ou



52

cronica, e complicacdes cardiovasculares, como hipertensdo e risco de infarto do miocardio

(HARIRFOROOSH; ASGHAR; JAMALLI, 2013).

2.4.2 Cetoprofeno

O cetoprofeno pertence ao grupo dos dcidos 2-fenil-propidnicos substituidos. Ele foi
sintetizado em 1967 e aprovado para uso clinico em 1973. Desde entdo, diversas formas
téem sido empregadas para sua comercializacdo, como cdpsulas, solugcdes injetdveis,
supositérios e géis de uso topico (KANTOR, 1986). Uma cdpsula de liberacdo controlada
para administracdo de dose unica didria foi introduzida inicialmente no Reino Unido e
diversos estudos tém explorado esse potencial (JAN et al., 2012; MARCOLONGO et al.,
1997; VAITHIYALINGAM et al., 2002). No Brasil, sdo comercializadas formas
farmacéuticas de liberacdo prolongada do cetoprofeno (150 mg de firmaco em 2 camadas
de 75 mg cada), sendo o medicamento referéncia o Bi-Profenid® (Sanofi-Aventis
Farmacéutica) e seus genéricos comercializados pela Momenta Farmacéutica, Eurofarma
Laboratorios e Germed Farmacéutica; e também a forma farmacéutica de liberacdo
retardada do cetoprofeno, o Profenid Retard® (200 mg de firmaco em forma de
desintegracao lenta, comercializado pela Sanofi-Aventis Farmacéutica) e seus genéricos,
comercializados pela Sanofi Medley Farmacéutica e Aché Laboratérios Farmacéuticos na

dosagem de 100 mg (BRASIL, 2019).

O cetoprofeno apresenta ag@o inibidora nio seletiva de ciclooxigenases, ou seja,
atua inibindo a produgdo tanto de COX-1 quanto de COX-2. Ao inibir essa produgao,
obtém-se efeitos anti-inflamatérios, analgésicos, antitérmicos e antitrombdticos
(CASTAGNETTI; MARIELLA, 2015). Trata-se de um fiarmaco que é rapidamente
absorvido no trato gastrointestinal com tempo de meia-vida de 2 a 4 horas, estimando-se
que 50% da dose administrada é excretada na urina apds 6 horas de sua administragdo. Por
apresentar uma queda brusca de seus niveis no plasma, € comum necessitar de frequentes
administracOes para manter seus niveis terapéuticos. Além disso, o cetoprofeno, quando
exposto ao meio gastrico em elevadas concentracdes, pode causar irritagdes na mucosa
gastrointestinal, e até mesmo ulcera gastrica ou hemorrdgica. A necessidade de diversas
administracOes didrias e a ocorréncia de efeitos adversos no trato gastrointestinal tornam o
cetoprofeno um excelente candidato para sistemas de liberacdo controlada (MOREIRA et

al.,2012).
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Morley et al. (1984) compararam a eficicia e tolerdncia ao tratamento com
cetoprofeno, submetendo 46 pacientes com osteoartrite no quadril a formulagdes
comerciais convencionais (Orudis, 100 mg, Sanofi-Aventis) ou de liberacdo controlada
(Oruvail, 100 mg, Sanofi-Aventis) desse fairmaco. A eficicia do tratamento foi similar para
ambas as formas farmacéuticas, no entanto, a forma de liberacdo controlada foi melhor
tolerada pelos pacientes, tendo sido reportados menos efeitos colaterais pelos pacientes
submetidos a essa medicacdo. Houghton et al. (1984) também compararam os dois
medicamentos supracitados, obtendo maiores tempos para atingir o pico de concentragao
maxima (4,9 h) e de meia-vida de eliminacdo (8,4 h) para a forma de liberacdo controlada
(Oruvail). Possivelmente, esse maior tempo de meia-vida ocorreu, pois, a taxa de liberacao
do farmaco foi mais lenta que sua taxa de eliminacao, tornando a liberacdo a etapa limitante

do processo.

Visando a obten¢do de sistemas de liberacdo controlada, diversos estudos avaliaram
a incorporagdo de cetoprofeno em diferentes matrizes proteicas, como € o caso do alginato,
mediante ensaios in vitro (AL-TAHAMI, 2014; CHENG et al., 2018) e in vivo, por meio de
testes utilizando ratos, nos quais se observou auséncia de alteracdes na mucosa gastrica
quando o farmaco se encontrava incorporado na matriz de alginato (TOUS et al., 2014).
Ainda podem ser encontrados trabalhos utilizando outros polimeros como
polivinilpirrolidona — PVP (FRANCO; REVERCHON; DE MARCO, 2018),
polietilenoglicol — PEG (CHOI et al, 2007) e hidroxipropilmetilcelulose — HPMC
(BORAH; BORUAH; KALYANAPPA, 2016) para incorporagao do cetoprofeno.

2.4.2.1 Propriedades fisico-quimicas do cetoprofeno

O cetoprofeno, com férmula molecular Ci6H1403, pode apresentar como nomes
quimicos acido m-benzoilhidratrépico, dcido o—(3—benzoilfenil) propidnico e dcido 2—(3—
bezoilfenil) propidnico. Sua massa molar € de 254,29 mol/g e apresenta coloracdo branca,
auséncia de odor e forma de p6 com formacdo de uma poeira irritante. O ponto de fusdo
varia entre 92 °C e 97 °C e sua decomposi¢@o ocorre em cerca de 223 °C, de acordo com
dados da literatura. E soldvel em éter, etanol, acetona, cloroférmio, dimetilformamida,
octanol, acetato de etila, benzeno e dlcalis fortes, mas praticamente insolivel em agua
(0,01 g/L a 37 °C). Apresenta coeficiente de particdo (log P) de 3,31, sendo classificado
como Classe II pela CBS, o que significa que sua baixa solubilidade em 4gua € a etapa

limitante a sua absorcdo e biodisponibilidade. O cetoprofeno € um acido fraco, com pKa em
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dgua de 4,6 a 5,02, estdvel a temperatura ambiente (HERNANDEZ, 2004; TAKAGI et al.,
2006; WANG et al., 2009). O cetoprofeno possui em sua estrutura (Figura 7) um carbono
assimétrico, o que pode dar origem a dois enantidmeros, R (-) e S (+), sendo o enantidmero

S (+) o responsdvel pelos efeitos farmacoldgicos. O enantidmero R (-) € terapeuticamente

menos ativo ou até inativo (RENCBER; KARAVANA; OZYAZICI, 2009).

Figura 7 — Férmula estrutural do cetoprofeno.
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Fonte: Pubchem (2016).

2.4.2.2 Farmacocinética e biodisponibilidade do cetoprofeno

Estudos farmacocinéticos em humanos tém demonstrado que o cetoprofeno
administrado por via oral € rapidamente absorvido, metabolizado e excretado, sendo quase
totalmente absorvido ainda no trato gastrointestinal, mais precisamente na por¢do superior
do duodeno. Assim, como a maioria dos AINEs, é metabolizado no figado em metabdlitos
nativos, como os conjugados com o 4cido glicuronico, que s@o eliminados pelos rins. Uma
quantidade muito pequena de cetoprofeno € eliminada do organismo na forma original (EL-
KAMEL et al, 2001; RENCBER; KARAVANA; OZYAZICI, 2009). Na Figura 8,

apresenta-se um esquema do metabolismo do cetoprofeno.
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Figura 8 — Metabolismo do cetoprofeno.
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2.4.3 Naproxeno

O naproxeno, anti-inflamatério derivado do dcido propidnico, foi descoberto por
Harrison et al. (1970) e comercializado a partir de 1976 pelo Laboratério Syntex, atingindo
a lideranca de vendas dentre os farmacos AINEs em 1991 (HARRINGTON; LODEWIJK,
1997). Atualmente, é comercializado sob a forma de comprimidos ou cédpsulas de liberagdao
imediata, retardada ou controlada, ou ainda sob a forma de suspensdo oral, géis ou
supositorios, ao redor de todo o mundo (LEHNE, 2013). Porém, no Brasil, apenas as
formas de comprimidos de liberagdo imediata podem ser encontradas comercialmente na
forma de medicamentos referéncia (Flanax, 275 mg e 550 mg, Bayer AG), similares ou
genéricos, comercializados pela Neo Quimica (550 mg) e Laboratério Teuto (250 mg e 500

mg) (BRASIL, 2019; HUGHES; KAHL, 2019).

O naproxeno também € um inibidor ndo seletivo das ciclooxigenases, atuando como
forte inibidor da COX-1 e inibindo a COX-2 em até 71% (BATLOUNI, 2009). Seu tempo
de meia-vida no plasma € varidvel e relativamente alto, entre 12 — 17 h, o que o torna um
analgésico mais efetivo quando comparado a outros AINEs, além de ter demonstrado
protecdo cardiovascular em alguns pacientes em funcdo dessa caracteristica (BURKE;

SMYTH; FITZGERALD, 2006). Em fun¢do dos efeitos colaterais indesejados associados
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ao seu uso, € interessante avaliar a modificacdo de sua liberagdo, especialmente no que se
refere a obter uma forma de liberacdo retardada, evitando possiveis efeitos colaterais ou
prolongar sua liberacdo, para evitar picos de concentracdo no plasma. Kelly et al. (1989)
compararam formas de liberacdo sustentada e de liberagdo convencional de naproxeno,
obtendo que a forma de liberacdo sustentada promoveu menor taxa de absorcdo do farmaco,
porém mantendo a extensdo de absor¢do similar, ou seja, a biodisponibilidade do
naproxeno foi mantida mesmo sob a forma de liberacdo sustentada. Wanwimolruk;
Lipschitz; Roberts (1991) avaliaram a biodisponibilidade e farmacocinética da forma de
liberacdo controlada do Naprosyn (500 mg, Roche) em comparacdo ao mesmo
medicamento na forma de liberagdo convencional (2 doses didrias de 250 mg), em seres
humanos. A forma controlada atingiu a maxima concentracdo no plasma em um maior
tempo do que a forma convencional, demonstrou menor variacio de concentracdes no
plasma e atingiu menor pico de concentracdo do naproxeno, porém sem alterar a extensao

de absorcdo do farmaco.

Na literatura, sdo encontrados trabalhos que avaliaram a incorpora¢do do naproxeno
em diferentes matrizes poliméricas, visando modificar sua liberacio ou obter um novo
sistema de liberacdo para esse farmaco, como é o caso do poliuretano (AKDUMAN;
OZGUNEY; KUMBASAR, 2016), fibroina (DYAKONOV et al, 2012),
hidroxipropilmetilcelulose — HPMC (HADI et al., 2014) e goma de gelano (OSMALEK et
al., 2018).

2.4.3.1 Propriedades fisico-quimicas do naproxeno

O naproxeno (Figura 9), disponivel como acido (+)-2-(6-metoxi-2-naftil) propidnico
ou (+4)-2-(6-metoxi-2-naftil) propionato de sédio, possui formula molecular Ci4H1403 ou
Ci14H13NaO3, e massa molar 230,2 ou 252,2 mol/g. Se apresenta como um pé cristalino
branco, solivel em metanol, moderadamente solivel em etanol, pouco solivel em acetona e
insoldvel em cloroférmio, tolueno e dgua (1,6.10% g/L a 25 °C). Apresenta pKa de 4,15,
sendo considerado um 4cido fraco, ponto de fusdo de 155,3 °C e coeficiente de parti¢do (log
P) de 2,97, sendo classificado como Classe II pela CBS, cuja biodisponibilidade € limitada
pela dissolucao no trato GI (LI; COOPER, 2012; TAKAGI et al., 2006; XU; MADDEN,
2011; YALKOWSKY; HE; JAIN, 2010). Por pertencer a classe dos dcidos propidnicos,
possui em sua estrutura um carbono quiral e que, portanto, apresenta duas formas

racémicas, os enantidomeros R (-) e S (+), sendo o enantidbmero S (+) o que apresenta
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significado farmacolégico. No entanto, desde sua descoberta em 1970, o naproxeno é
comercializado exclusivamente na forma oticamente pura S (+), o que é uma excecao
dentre a maioria dos AINEs, mas ajuda a evitar problemas de interferéncias enantioméricas,
que sdo capazes de afetar a farmacodindmica e farmacocinética da espécie de interesse

(HARRINGTON; LODEWIIK, 1997; MOUELHI et al., 1987).

Figura 9 — Férmula estrutural do naproxeno.
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2.4.3.2 Farmacocinética e biodisponibilidade do naproxeno

Quando administrado por via oral ou retal, o naproxeno é rapida e completamente
absorvido, gerando picos de concentracdo em cerca de 2 h. Comprimidos produzidos a
partir do naproxeno sddico demonstraram maior taxa de absor¢do com maiores
concentragdes no plasma quando comparados a comprimidos produzidos a partir do dcido
livre de naproxeno. No entanto, esse fato ndo demonstrou interferéncia no efeito terapéutico
obtido (DAVIES; ANDERSON, 1997). Sua eliminacdo se d4 predominantemente pelos
seus metabodlitos, sendo apenas 10% excretado na forma original, através da urina. As
principais rotas metabdlicas do naproxeno envolvem a conjugacdo com glicuronideo (60%)
e a desmetilacio seguida de conjugacdo com glicuronideo (28%) (VERBEECK;
BLACKBURN; LOEWEN, 1983). Na Figura 10, apresenta-se um esquema do

metabolismo do naproxeno.
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Figura 10 — Metabolismo do naproxeno.
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2.5 Sistemas carregadores de farmacos

H4 algumas décadas, os sistemas de liberagdo modificada de farmacos vém sendo
amplamente estudados com o objetivo de desenvolver formas farmacéuticas para liberacao
no local adequado do organismo e na dosagem correta, minimizando possiveis efeitos
colaterais. Nos udltimos anos, diversos sistemas de liberag@o inteligentes nas escalas micro e
nano tém sido investigados, visando maximizar o efeito terapéutico de formacos por sua
capacidade de perceber e responder diretamente as condicOes fisiopatolgicas. Sdo os
chamados carreadores ou vetores de firmacos, que podem ser formados por materiais

mnorganicos, lipidicos, poliméricos ou ainda nanotubos de carbono (SAFARI;

ZARNEGAR, 2014).

Dentre os materiais inorganicos comumente empregados como vetor experimental
de farmacos, podem se destacar as nano particulas de metais e de 6xidos de metais, como
de ouro ou de 6xido de ferro, ou ainda fosfato de célcio, que podem ser produzidas via sol-
gel, por reacOes de hidrélise e condensacdo, por secagem por pulverizacio (spray dryer) ou
por microemulsdes (RIVERA GIL et al., 2010). O uso de materiais inorganicos € atraente
devido a sua versatilidade, elevada disponibilidade, biocompatibilidade, baixa toxicidade e
facilidade de controlar a liberacdo quando atuando como carreadores de farmacos (XU et

al., 2006). No entanto, dependendo do caso, podem apresentar as desvantagens de nao
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biodegradabilidade e acimulo no organismo apds uma administracao sist€émica (LIU et al.,
2016). Além disso, poucos estudos investigaram os efeitos dessas nano particulas sobre o
organismo humano a longo prazo, em termos de toxicidade, imunogenicidade e

carcinogénese, o que pode ainda limitar seu emprego comercialmente.

Considerando os sistemas experimentais, os nanotubos de carbono se destacaram,
desde sua descoberta, como um excelente material estrutural, especialmente por suas
propriedades mecanicas, elétricas e de superficie. Além disso, possui elevado volume
interno, o que permite carregar pequenas biomoléculas e, ainda, possui superficie externa
que pode ser quimicamente modificada, possibilitando que sejam usados para carregar
proteinas e genes e, assim, melhorar a eficdcia da liberagdo do farmaco. Dentre os diversos
sistemas em escala nano, os nanotubos de carbono se destacam por sua elevada capacidade
de carregamento de fiarmaco e possibilidade de incorporar elementos adicionais
terapéuticos ou para fins de diagndstico, seja na superficie ou em suas cavidades internas.
Como desvantagens, podem-se citar sua baixa solubilidade em meios aquosos e toxicidade
causada por sua superficie hidrofébica, as quais podem ser modificadas pela
funcionalizacdo de sua superficie (RASTOGI et al., 2014; SAFARI; ZARNEGAR, 2014;
XU et al., 2006).

No mercado farmacéutico existem diversos sistemas de liberacdo modificada
disponiveis, baseados principalmente em lipideos, como os lipossomas, € em polimeros,
como os dispositivos de silicone. Os lipossomas sdo vesiculas constituidas por um niicleo
aquoso envolto por uma ou mais bicamadas fosfolipidicas, que se auto estruturam quando
as moléculas de fosfolipidios entram em contato com solugdes aquosas. No que se refere a
encapsulacdo de farmacos, os lipossomas oferecem diversas possibilidades devido a sua
habilidade em acomodar tanto farmacos hidrofébicos, intercalados dentro da bicamada
lipidica, quanto hidrofilicos, intercalados dentro do nucleo aquoso (DUTTA, 2007).
Lipossomas apresentam como vantagens a melhora da eficicia terapéutica do farmaco,
biocompatibilidade, biodegradabilidade, ndo toxicidade, reducdo da exposicdo de tecidos
sensiveis a farmacos toxicos e flexibilidade para acoplar ligantes especificos para atingir o
destino certo do farmaco. No entanto, pode apresentar elevado custo, baixo tempo de vida e
baixa solubilidade. Dentre os fosfolipidios mais usados, encontra-se a fosfatidilcolina

(ANWEKAR; PATEL; SINGHAI, 2011). A Figura 11 apresenta a estrutura do lipossoma.
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Figura 11 — Estrutura de um lipossoma.
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Desde 1964, quando se descobriu a capacidade de pequenas moléculas de firmaco
em difundir através da parede de tubos de silicone a uma taxa controlada, os polimeros tém
sido objeto de cada vez mais estudos para atuarem como vetores de firmacos. O interesse
sobre os polimeros reside na possibilidade de manipular sua producdo para atender
requisitos especificos, facilidade de producdo em escala industrial e facilidade de controle
das propriedades fisico-quimicas durante sua sintese (GRUND; BAUER; FISCHER, 2011).
Em geral, os polimeros empregados devem ser biocompativeis, a fim de que ndo ocorram
reacdes ou toxicidade em tecidos ou 6rgdos vivos. E interessante ainda que os polimeros
biocompativeis sejam também biodegraddveis, evitando assim a necessidade de
procedimentos cirirgicos para sua remocao, € que apresentem resisténcia mecanica para
atender as necessidades de aplicagdes especificas, solubilidade em diferentes solventes,
estrutura versatil e tempo de validade economicamente aceitdvel (SAFARI; ZARNEGAR,
2014).

Dentre as estruturas poliméricas comumente encontradas, estdo os dendrimeros,
micelas e micro/nano esferas/capsulas. Além dessas estruturas, os fairmacos também podem
ser carregados por conjugados poliméricos, em que o fiarmaco e o polimero sofrem
polimerizagdo direta e a liberacdo ocorre quando esse agregado sofre hidrélise ou quebra
enzimatica (VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010). Dentre as vantagens desses
conjugados, estdo a possibilidade de melhorar a solubilidade do fairmaco ao conjugd-lo com
um polimero soluvel, obter liberacdo controlada e alterar a farmacocinética e a
biodistribuicdo do farmaco. A limitagdo desses sistemas estd exatamente na estabilidade do
conjugado. Conjugados pouco estaveis podem liberar o formaco prematuramente, enquanto
os mais estaveis podem retardar a liberacio, mesmo quando se atinge o sitio desejado.

Assim, hd uma necessidade de se balancear a estabilidade e a liberagcdo do farmaco, os
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quais podem impactar diretamente a sadde e eficicia do tratamento (LARSON;

GHANDEHARI, 2012). Na Figura 12 € apresentado um esquema de conjugado polimérico.

Figura 12 — Representacdo da polimerizacédo direta entre o firmaco (®) e o polimero.

9 9@
CSNRNN

Fonte: Adaptado de Villanova; Oréfice; Cunha (2010).

As micelas compdem um sistema auto estruturado de niicleo-casca em que um
polimero anfifilico se agrega espontaneamente ao entrar em contato com solucdes aquosas,
em condi¢cdes de concentragdo e temperatura ideais. Para que as micelas se mostrem
adequadas a aplicacdo farmacéutica, é esperado que seus polimeros formadores sejam
biodegraddveis e/ou possuam baixa massa molar, o que ajuda na sua eliminagao, evitando o
actimulo no organismo e consequente efeito téxico. Dentre os compostos mais comuns para
a formacdo da casca hidrofilica se destaca o polietilenoglicol (PEG) ou poli (6xido de
etileno) (PEO), compostos pelo mesmo mondomero de repeticio (CH, — CHz — O),
diferenciados apenas pelo processo de sintese (BATRAKOVA et al., 2006). Nas micelas, o
farmaco € fisicamente encapsulado no nicleo hidrofébico e fica protegido contra a hidrélise
e a degradacdo enzimdtica. Essa protecdo dada ao fidrmaco permite aumentar a
biodisponibilidade de firmacos pouco soliveis ou ainda que firmacos em geral sejam
encapsulados em concentracdes que ultrapassem sua solubilidade aquosa (BHAGWAT;

VAIDHYA, 2013). A Figura 13 apresenta um esquema da estrutura polimérica de micela.

Figura 13 — Estrutura individual polimérica e estrutura da micela.

Cadeias poliméricas individuais Micela polimérica
Nicleo hidrofébico Casca hidrofilica
Bloco hidrofébico  Bloco hidrofilico
\\ / .
w

P
fp——

.y
A

Fonte: Adaptado de Batrakova et al. (2006).
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Os dendrimeros compdem mais um tipo de estrutura polimérica para carregamento
de farmacos e, em geral, consiste de trés componentes principais: o nicleo, blocos
estruturais com diversas camadas constituidas por unidades repetidas e multiplos grupos
funcionais periféricos. Trata-se de uma estrutura tridimensional, multirramificada,
monodispersa e de alta funcionalidade. Dentre suas vantagens destacam-se a alta densidade
e reatividade dos grupos periféricos que permitem a facil modificagdo de moléculas em sua
superficie, a reprodutibilidade da farmacocinética pela estrutura globular bem definida e
massa molar previsivel, o tamanho controldvel para aplicacdo biomédica, sua facilidade de
penetrar através das membranas celulares, as metodologias de producdo bem definidas, a
facilidade de programacao da liberacdo de bioativos e o aumento do tempo de residéncia do
farmaco e protecdo contra o ambiente gastrointestinal. As moléculas dos fairmacos podem
ser encapsuladas nas cavidades internas vazias dos dendrimeros ou podem se conjugar a
sua estrutura através de ligagdes covalentes superficiais. A Figura 14 apresenta a estrutura
de um dendrimero com a representacao de um farmaco encapsulado (CHENG et al., 2008;

SAFARI; ZARNEGAR, 2014).

Figura 14 — Representacdo de um dendrimero com representacdo de farmaco encapsulado

(*).

Fonte: Adaptado de Cheng et al. (2008).

As microparticulas envolvem particulas na faixa de tamanho de 1,0 micra até alguns
milimetros, sendo facilmente administradas por via oral, intramuscular ou subcutinea.
Essas estruturas podem ser classificadas como microcdpsulas ou microesferas, sendo as
microcdpsulas semelhantes a sistemas reservatorios, em que o firmaco esta localizado no
nicleo de uma casca polimérica continua de espessura finita, e as microesferas
caracterizadas como um sistema solido, semelhantes a um sistema matricial, com o farmaco
distribuido homogeneamente em toda sua estrutura (PARIDA er al., 2013). Com as

z

microparticulas, é possivel proteger o fiarmaco do ambiente gastrointestinal, obter
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estabilidade de fiarmacos sensiveis, eliminar incompatibilidades e mascarar sabores
desagradaveis, tudo isso utilizando métodos simples de producdo (KUMAR et al., 2011).

Na Figura 15 estao representadas as formas de microparticulas possiveis.

Figura 15 — Representag¢do de microparticulas.

Microcapsula  Microcdpsula  Microesfera com
com nucleo com nucleo mistura
solido ndo-solido molecular da
matriz e fAirmaco

Fonte: Adaptado de Singh et al. (2010).

2.5.1 Sistemas monoliticos e multiparticulados

Um medicamento pode conter um ou mais farmacos, os quais podem ser
administrados em uma forma farmacé€utica sélida, semissolida ou liquida, através da via
mais adequada, sendo a mais comum a forma farmacéutica sélida de uso oral (PEZZINI,;
SILVA; FERRAZ, 2007). No contexto das formas modificadas de liberagdo de farmaco,
essas formas farmacéuticas sélidas de uso oral podem ser administradas em sistemas

monoliticos ou multiparticulados (ZERBINI; FERRAZ, 2011).

Os sistemas monoliticos se referem a um sistema de dosagem tnica (comprimido ou
cépsula), em que cada unidade contém uma dose tnica do firmaco disperso em uma matriz
inerte, a ser administrado individualmente e com a liberagdo controlada principalmente por
difusdo. Sao vantagens desse sistema a produgdo simples e custo-beneficio, a vasta gama de
excipientes e polimeros disponiveis para liberacdo controlada do farmaco e a possibilidade
de utilizar diferentes mecanismos para controlar a liberacio (GANDHI; KAUL;
PANCHAGNULA, 1999). No entanto, os sistemas multiparticulados t€ém demonstrado
elevado potencial em comparagdo aos sistemas monoliticos por sua flexibilidade de
formulacdo, maior biodisponibilidade do fdrmaco por eliminar as flutuagdes de
concentracdo de fairmaco no plasma e maiores beneficios terap€uticos ao paciente, como
menor risco de irritagdo local, menor toxicidade e esvaziamento géstrico previsivel

(GANDHI; BAHETI, 2013; ZERBINI; FERRAZ, 2011).
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O uso do conceito de sistemas multiparticulados teve inicio na década de 1950 e se
refere as formas de dosagem oral constituidas por diversas pequenas unidades, na forma de
pellets, granulos ou pequenas esferas veiculadas em cdpsulas gelatinosas duras, cada uma
apresentando as caracteristicas desejadas. Juntas, essas pequenas unidades sdo capazes de
fornecer a dose necessdria total do fairmaco a ser liberado de forma controlada. Esse sistema
apresenta algumas vantagens como a dispersdo dos pellets no trato gastrointestinal,
maximizando a absor¢cdo do fiarmaco; a reducdo do tempo de passagem pelo organismo,
minimizando possiveis variagcdes no plasma; evita picos de concentracdes, que poderiam
ser irritativos; quando em formulacdes de liberacdo modificada, sdo menos suscetiveis a
dosagem extra; melhores propriedades de fluxo e estreita distribuicdo de tamanhos de
particulas; apresentam forma ideal para aplica¢do de revestimento de filme e podem ter sua
aparéncia e propriedades organolépticas melhoradas; e apresentam flexibilidade para outras
modificacdes, como por exemplo, sofrer compressdo para formar comprimidos ou serem
revestidos para obter a forma de dosagem requerida (GANDHI; KAUL;
PANCHAGNULA, 1999).

Sendo assim, diversas tecnologias t€ém sido estudadas no sentido de produzir as
pequenas unidades que compdem os sistemas multiparticulados. Hoje, muitos dos produtos
comercializados seguindo a estrutura multiparticulada sao voltados a protecao do farmaco
ou mascaramento de sabores, através de um revestimento préprio, ou ainda ao controle da
liberacdo do farmaco. Para a escolha da melhor técnica de producdo desses sistemas,
costumam-se considerar varidveis como custo, perfil de liberacdo desejado (desde liberagado
imediata até os varios tipos de liberagcdo modificada) e propriedades do farmaco (PEZZINI,

SILVA; FERRAZ, 2007).

2.5.2 Métodos para obtencao de particulas carregadas com farmacos

Para producdo de particulas carregadas com farmacos, costuma-se fazer uso da
técnica de encapsulagdo, definida como o empacotamento de moléculas sélidas, liquidas ou
gasosas no interior de uma camada de revestimento fina e continua, a qual é composta em
geral por um ou mais polimeros (BARBOSA-CANOVAS et al., 2005). Na drea
farmacéutica, a encapsulagdo € bastante aplicada visando obter formas de liberacao
prolongada ou com revestimento entérico, para mascarar o sabor de medicamentos
amargos, para administrar medicamentos oleosos na forma de comprimidos, para proteger o

farmaco da umidade, luz, oxigénio e calor do ambiente, para separar substincias
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incompativeis, para reduzir a volatilidade de farmacos, para reduzir a necessidade de

manuseio de substancias toxicas e para reduzir irritacdes gastricas (SINGH et al., 2010).

Diversas técnicas estdo disponiveis para incorporar sélidos e liquidos no interior de
revestimentos poliméricos ou em matrizes. A escolha do método mais adequado depende
da matéria-prima a ser utilizada e das caracteristicas de solubilidade do firmaco que serd
incorporado (KUMAR et al., 2011). Além disso, alguns requisitos devem ser atendidos
para a preparacdo das particulas, como capacidade de incorporar concentragdes
relativamente elevadas de fairmaco, bom controle da liberacdo do firmaco em uma larga

escala de tempo e estabilidade da preparacdo, com uma vida util clinicamente aceitdvel
(PARIDA et al., 2013).

As técnicas empregadas na preparagdo das particulas podem ser de natureza
quimica, quando envolve a ocorréncia de reagdes quimicas e utiliza mondmeros ou pré-
polimeros como matéria-prima, ou de natureza fisica e mecanica, quando nao ocorrem
reacOes quimicas, mas sim a produgdo direta da particula utilizando os préprios polimeros
como matéria-prima. Dentre os métodos quimicos, podem-se citar a polimerizacdo por
suspensao ou por emulsdo e métodos de dispersao e interfaciais, sendo a polimerizagao por
emulsdo amplamente empregada para incorporag¢do de farmacos. J4 os métodos fisicos e
mecdnicos sdo mais amplos e podem englobar reticulagio por suspensdo,
evaporacdo/extracdo com solvente, coacervacido/separacdo de fases, spray drying,
revestimento em leito fluidizado, solidificagdo por fusdo, precipitacdo, co-extrusdo e
deposi¢ao em camadas, sendo a evaporacao/extragao com solvente o método mais comum
para preparacdo de particulas (KUMAR et al., 2011). No que se refere a formagdo de
particulas a partir do biopolimero alginato, tem-se feito extenso uso da técnica de
gelificacdo i16nica (KHAZAELI; PARDAKHTY; HASSANZADEH, 2008; MANDAL et
al., 2010; PATIL; CHAVANKE; WAGH, 2012), assim como o tem sido para a producdo
de particulas de sericina e alginato, visando incorporagdo de farmacos (KHANDALI et al.,

2010; SILVA et al., 2015).

A gelificacdo 10nica € um processo de formacdo de particulas baseado na
capacidade que determinados polieletrélitos possuem de se reticularem na presenca de ions
de carga oposta, formando granulos de hidrogel. A formac¢do desses granulos ocorre ao
gotejar a solucdo polimérica em uma solugdo aquosa de cdtions polivalentes, que se

difundem no interior das gotas poliméricas e formam uma rede tridimensional reticulada
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ionicamente. Trata-se de uma técnica facilmente afetada por fatores como concentragdao do
polimero e do eletrélito reticulante, pela temperatura e pH da solugdo reticulante. Dentre os
polieletrélitos mais utilizados para producdo de particulas a partir dessa técnica se
encontram os polimeros naturais alginato, quitosana, coldgeno e 4cido hialurdnico, e os
mondmeros/polimeros sintéticos acetato de vinil, hidroxietil metacrilato e PEG-metacrilato

(PATIL; CHAVANKE; WAGH, 2012).

A gelificacdo idnica pode ocorrer por diferentes métodos, como por exemplo,
gelificacdo por emulsdo interna ou externa, gelificacdo por gotejamento e gelificacdo por
spray drying. E uma técnica simples e de baixo custo, porém é de dificil aplicagio
industrial pelo elevado tempo necessério para formacgdo das particulas (MENEZES et al.,

2015). A Figura 16 apresenta os esquemas da gelificacdo por emulsado interna e externa.

Figura 16 — Aparato para obtencao de particulas por meio de gelificagdo (a) interna e (b)

externa.
(a) ®) Solj;-.lnl;io pzll.i.ménca +
Solugdo polimérica + Encapsulante + capsulante
Sal de Calcio insohivel
=
Oleo + Acido
| +*

\1/1:H

Nicleo

e Polimera

Encapsulante

Oleo + Surfactante

Granulos protéicos
(com encapsulante)

Fonte: Adaptado de Martinez et al. (2012) e Menezes et al. (2015).
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Na gelificagdo interna, uma solucdo de sal de cdlcio pouco solivel em édgua

([©N

dispersa na solugcdo polimérica (por exemplo, solu¢do de alginato). Essa suspensio
emulsificada em O6leo na presenca de um surfactante, e posteriormente a emulsdo é
acidificada para solubilizar os ions de calcio para gelificacdo dos granulos protéicos. Ja na
gelificacdo externa, a solucdo protéica contendo o firmaco € gotejada em uma solucio
oleosa e depois o agente reticulante (por exemplo, CaClz) € adicionado para inicio da

gelificacdo. O tamanho das particulas depende do sistema de extrusdo empregado para o

gotejamento (SCHOUBBEN et al., 2010).
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A Figura 17 apresenta o aparato necessdrio para realizacdo da técnica de gelificagio
por gotejamento. Nessa técnica, a solucdo polimérica contendo a substincia a ser
incorporada é gotejada diretamente na solucdo reticulante e mantida sob agitacdo constante.
Observa-se inicialmente uma gelificacdo superficial e, ao longo do tempo, a difusdo do

agente reticulante em direcao ao centro da particula gelificada.

Figura 17 — Aparato para obtencdo de particulas pelo método de gelificacao por

gotejamento.

Solucdo poliménica +
/ Encapsulante

Solugdo
Reticulante

Fonte: Adaptado de Sacchetin (2009).

O ultimo método de gelificacdo empregado envolve a utilizacdo de spray-dryers,
cujo aparato experimental estd representado na Figura 18. Nesse método, uma solucdo
polimérica contendo o farmaco € atomizada e pulverizada para dentro de uma camara de
secagem, onde as goticulas sdo secas por ar quente (MILADI et al., 2014). A rapidez,
relativo baixo custo, alta reprodutibilidade e aplicabilidade em escala industrial tornam essa
técnica extremamente atrativa. No entanto, apresenta um baixo campo de aplicagdo,
especialmente pela necessidade de uso de alta temperatura, que pode ndo ser compativel

com o agente encapsulado (BURGAIN ez al., 2011).
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Figura 18 — Aparato empregado para producdo de particula em spray-dryer.
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Fonte: Adaptado de Burgain et al. (2011).

2.5.3 Aplicacdo de matrizes poliméricas para encapsulacio de farmacos
para liberacdo controlada

As particulas farmacéuticas costumam ter como base polimeros, que podem ser
tanto sintéticos quanto naturais. Dentre os polimeros sintéticos se destacam o poli (alquil-
cianoacrilato), o poli (metacrilato de metila) e o dlcool polivinilico, enquanto os polimeros
naturais podem englobar proteinas (albumina e coldgeno), carboidratos (quitosana e amido)
e carboidratos quimicamente modificados (amido poliacrilico) (PARIDA et al., 2013). Sao
necessdrias algumas condi¢des para a aplicacdo de um polimero natural como carregador de
farmacos, dentre elas a ndo-toxicidade, ndo-imunogenicidade, biocompatibilidade,
biodegradabilidade (ou, pelo menos, que permita a formacdo de subprodutos de degradacao
aceitavel) e facilidade de esterilizacio (BATYRBEKOV; ISKAKOV; ZHUBANOV,
1998).

A Tabela 2 apresenta diversos trabalhos que utilizaram técnicas de encapsulagdo
para obtencao de particulas com diferentes farmacos, em sistemas poliméricos matriciais,
naturais ou sintéticos, com destaque para trabalhos que avaliaram a incorporacdo dos

farmacos cetoprofeno e naproxeno, objetos de estudo da presente tese.
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Tabela 2 — Trabalhos de aplicacdo de matrizes poliméricas para incorporacao de farmacos.

Farmaco Classe Matriz Polimérica Referéncia
Farmacéutica
Anti- ., . Wang; Liu; Long
Ibuprofeno inflamatério Proteina da Soja (2018)
Amicacina Abdelghany et al
Antituberculose Alginato / PLGA '
) ) (2019)
Moxifloxacina
Cloridrato de o NaCMC/HPMC Dharmalingam;
tetraciclina Antibidtico reticulada com Acido .
Citrico Anandalakshmi (2019)
Ofloxacino Antibidtico Goma gelana / PVA Vashisth et al. (2017)
er . oo . Curi¢; Moschwitzer;
Itraconazol Antifiingico Poli (butil cianoacrilato) Fricker (2017)
Resveratrol Antioxidante Sericina Suktham et al. (2018)
Quercetina Antioxidante Alginato / Quitosana Nalini ef al. (2019)
Metronidazol Antibidtico Celulose Dong et al. (2018)
Cloridrato de Anti- HPMC Phaechamud;
Propranolol hipertensivo Darunkaisorn (2016)
Bettinetti; Mura
PVP (1994)
Anti- Katzhendler; Mider;
Naproxeno inflamatério HPMC Friedman (2000)
. Igbal; Babar; Ashraf
Etil Celulose (2002)
HPMC/ Eu;‘;ag“ L30D- " Hales et al. (2017)
Cetoprofeno Anti-
p inflamatorio Quitosana / PEG Chimsook (2013)
PLGA Gasmi et al. (2015)

*PLGA: poli (acido lactico-co-glic6lico); NaCMC: Carboximetilcelulose sddica;
HPMC: Hidroxipropilmetilcelulose; PVA: dlcool polivinilico; PVP: polivinilpirrolidona;
Eudragit® L30D-55: dispersdo aquosa de polimeros anidnicos com 4cido metacrilico como
grupo funcional; PEG: polietilenoglicol; PLGA: poli (4cido latico-co-acido glicélico).
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Da Tabela 2, observa-se que dentre os inimeros trabalhos utilizando matrizes
poliméricas para incorporacdo de farmacos, destacam-se os estudos envolvendo a
incorporacdo de cetoprofeno e naproxeno, objetos de estudo dessa tese. Alguns desses
estudos, no entanto, envolvem a utilizagdo de polimeros sintéticos, como o Eudragit®
L30D-55 para incorporagdo do cetoprofeno e o PVP para incorporacdo do naproxeno. As
vantagens de se utilizar polimeros naturais, como a sericina e alginato, estdo em sua
abundancia, relativa facilidade de isolamento, possibilidade de modificacdo quimica para
atender alguma necessidade e possibilidade de degradacdo enzimdtica em organismos
humanos, com produtos de degradacdo biocompativeis (BHATIA, 2016). No que se refere
especificamente aos polimeros utilizados para desenvolvimento dessa tese, € possivel
encontrar na literatura trabalhos que avaliaram a incorporagdo de cetoprofeno e naproxeno
em matrizes de alginato puro ou em blenda com outros polimeros. Cheng et al. (2018)
verificaram que o cetoprofeno incorporado em particulas de alginato de cdlcio
apresentaram caracteristica de liberacdo imediata. Sanli; Solak (2009) verificaram que o
uso da blenda de alginato/PVA prejudicou a liberacio do naproxeno, estabilizando a
liberagio sempre abaixo de 80%, independente da proporcio de polimeros utilizada. Calija
et al. (2013) determinaram que formulagdes de naproxeno incorporado em matriz de
alginato nao apresentaram caracteristica gastrorresistente. Sendo assim, se propde a
obtencdo de formulacdes gastrorresistentes e de liberacdo prolongada a partir da

incorporacdo de cetoprofeno ou naproxeno a blenda de sericina e alginato.

E possivel que particulas farmacéuticas produzidas a partir de polimeros individuais
ou a partir de blendas poliméricas ndo sejam capazes de atingir determinado objetivo
terapéutico, como liberagdo retardada ou sustentada. Assim, pode-se fazer necessirio o uso
de algumas técnicas adicionais. A primeira delas é a adicdo de um agente reticulante
covalente, que permite a formacdo de um hidrogel permanente, pela natureza quimica
irreversivel da ligacdo covalente, além de aprimorar as propriedades mecanicas desse gel
(BERGER et al., 2004). Na Tabela 3 sdao apresentados estudos que fizeram uso da
reticulacdo covalente para aprimorar as propriedades de particulas com diferentes farmacos

incorporados.
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Tabela 3 — Trabalhos de aplicacdo de reticulacdo covalente para aprimorar propriedades de

particulas farmacéuticas.

Classe

Agente

Farmaco Farmacautica Matriz Polimérica Reticulante Referéncia
Cloridrato de Antibidtico NaCMC /HPMC  Acido Citrico Dharmalingam;
tetraciclina Anandalakshmi
(2019)
Cloridrato de Anti- Quitosana / Tripolifosfato ~ Khlibsuwan et
propranolol hipertensivo Silicato de de sédio al. (2017)
Aluminio e
Magnésio
Fosfato Antialérgico e Gelatina Lactose Etxabide et al.
dissédico de Anti- (2019)
dexametasona  inflamatério
Acido Anti- Colageno /PVA  Glutaraldeido =~ Zhang; Tang;
Salicilico inflamatério Zheng (2016)
Curcumina Anti- Quitosana Tartarato de Nguyen; Tran;
inflamatério disuccinimidila Hadinoto
(2016)

Dentre os diversos reagentes empregados como agentes reticulantes covalentes de
polimeros naturais, pode-se citar o dlcool polivinilico (PVA), um polimero sintético nao
téxico, quimicamente estavel e biocompativel (HE et al., 2017), reportado como reticulante
do alginato (ANWAR et al., 2017) e da sericina (CHAO et al., 2018). O polietilenoglicol
diglicidico (PEG) também foi reportado como reticulante tanto da sericina (MOTTA et al.,
2011) quanto do alginato (WANG et al., 2007). Trata-se de um polimero biocompativel,
facilmente sintetizado nas condi¢des de massa molar especificada e em larga escala. O
problema é que o PEG ndo € biodegradédvel, podendo se acumular no organismo pelo uso
continuo (LARSON; GHANDEHARI, 2012). A hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) é um
éter derivado da celulose, soliivel em &4gua, ndo toxico, insipido, inodoro e estdvel as
variagOes fisiologicas (DHARMALINGAM; ANANDALAKSHMI, 2019). Song et al
(2018) o utilizaram como reticulante do alginato. Outro reagente reportado como agente
reticulante da celulose (WIT, 2015) e da quitosana (FREGNAN et al., 2016) € o fosfato de
sodio dibasico (DSP), reagente de baixo custo e que possibilita obter formas farmacéuticas
biodegraddveis e biocompativeis (LI et al., 2011). A proantocianidina (PA), um metabdlito

natural extraido da semente de uvas, é composta por estruturas fendlicas e apresenta baixa
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toxicidade e biocompatibilidade, tendo sido reportada como agente reticulante do coldgeno

(HAN et al., 2003) e da gelatina (HUANG et al., 2012).

A segunda técnica que pode ser empregada € a reticulacdo térmica, que € a secagem
em temperatura controlada, visando eliminar a umidade presente. Com o rearranjo térmico
e a reticulacdo dos segmentos da cadeia polimérica, € possivel melhorar propriedades da
matriz polimérica, como por exemplo, sua estabilidade (JIN et al., 2018). Gimenes; Liu;
Feng (2007) verificaram que a exposicdo de uma membrana de sericina/PVA a elevada
temperatura foi capaz de melhorar o grau de reticulagdo, apesar de tornar as membranas
mais quebradigcas. Mohammed; Hill; Mitchell (2000) verificaram que o aumento da
temperatura de secagem aumentou a solubilidade de diferentes proteinas alimenticias. Isso
¢ interessante na drea farmacéutica, pois permite a liberacdo de firmacos de forma

controlada.

2.6 Sericina
2.6.1 Seda e sericultura

A seda € uma proteina fibrosa secretada em forma de fio por animais pertencentes
ao filo Arthropoda e que, geralmente, resulta em estruturas de casulos ou teias. O avango
das tecnologias analiticas tem aprimorado o conhecimento acerca de sua composi¢do e
propriedades, sendo os dois tipos mais estudados, a seda do Bombyx mori, popularmente
conhecido como bicho-da-seda, e a seda produzida por determinadas espécies de aranhas,
como por exemplo, Nephila clavipes e Argiope trifasciata. Diferente do bicho-da-seda,
essas aranhas nao tiveram sua produc¢do domesticada devido a baixa quantidade de seda que
esses animais sdo capazes de produzir. Além disso, sdo animais de natureza solitdria e
predatoria, o que dificulta o cultivo em larga escala (GUINEA et al., 2015; MATSUMOTO
et al., 2007).

O Bombyx mori € nativo da China, mas teve sua domesticacdo espalhada pelo
mundo ao longo dos ultimos anos, especialmente em regides de clima temperado e
subtropical, onde € possivel produzir filamentos de casulos mais refinados. O cultivo do
bicho-da-seda € conhecido como sericultura, a qual é composta por diferentes estdgios e de
onde se obtém, além da seda, subprodutos como ovos, larva, pupa e fezes, de interesse para
as industrias farmacéuticas, de cosméticos, de papel e de couro (SINGH; JAYASOMU,
2002).
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A seda do Bombyx mori domesticado trata-se da mais explorada e caracterizada
dentre todas as sedas, especialmente devido a otimizacdo da atividade de sericultura ao
longo de milhares de anos na China. Ela consiste em uma fibra téxtil de alto valor
comercial, conhecida por seu brilho, conforto e elegancia, tendo chegado, no passado, a ser
considerada tdo valiosa quanto o ouro. Seu uso inicial remete aos tempos de ascensdo da
China como uma grande civilizacdo e, hoje, apesar de responder por menos de 0,2% do
mercado téxtil global, tem sua producdo espalhada por cerca de 60 paises, com destaque
ainda para a China e também para a India, de acordo com o Global Silk Production
Statistics (2016). No Brasil, a sericultura teve inicio nos anos 1920, com a vinda de
imigrantes italianos, e se organizou comercialmente durante a II Guerra Mundial, com a
vinda de imigrantes japoneses. Nos anos 1970, a sericultura se estabeleceu nos estados de
Sao Paulo e Parand, os quais, até hoje, dominam a producdo nacional, sob o controle de
interesses japoneses (DATTA; NANAVATY, 2007). Segundo dados do Global Silk
Production Statistics de 2018, o Brasil ocupa hoje o 5° lugar dentre os maiores produtores

de seda do mundo.

2.6.2 Composicao da seda

A fibra da seda produzida pelo bicho-da-seda Bombyx mori é composta
majoritariamente por duas proteinas, a fibroina em dois filamentos na camada interior,
revestida por uma camada exterior de sericina, além de outras impurezas naturais como
gorduras, ceras, sais inorganicos e pigmentos (MONDAL; TRIVEDY; KUMAR, 2007;
UDE et al., 2014). A sericina constitui 25 — 30% da fibra da seda e age como um envelope
para manter os filamentos de fibroina unidos e ajudar na formacgdo dos casulos, dando
forma e estabilidade estrutural a eles (ZHANG, 2002). A Figura 19 apresenta um esquema

da composi¢do do fio de seda.



74

Figura 19 — Composicao do fio de seda.

Filamento de fibroina

Sericina

Fio de seda

Fonte: Adaptado de Ude et al. (2014).
2.6.2.1 Fibroina

Dentre as duas proteinas que compdem o fio de seda do Bombyx mori, a principal
componente € a fibroina, formada por duas cadeias proteicas: uma cadeia pesada (fibroina-
H) de massa molar aproximadamente igual a 350 kDa, e uma cadeia leve (fibroina-L) de
massa molar de cerca de 26 kDa (LIU; ZHANG, 2014). A composicdo bdsica da fibroina
de cadeia pesada inclui repeti¢des dos aminodcidos alanina e glicina, com serina e tirosina
(ALTMAN et al., 2003). A fibroina de cadeia leve apresenta uma composicao padrao de
aminodcidos, com uma sequéncia ndo repetitiva de leucina, isoleucina, valina e
aminodcidos acidicos. E altamente aceitivel dizer que a composicdo geral da fibroina
apresenta uma sequéncia repetitiva (Gly-Ala),, em uma conformacdo de folhas-f3
antiparalelas, predominantemente formada por regides cristalinas, conectadas por regides
amorfas ou ndo-cristalinas. A cristalinidade da fibroina provém da repeticdo da sequéncia
Gly-Ala-Gly-Ala-Gly-Ser em sua composicido geral (LIU; ZHANG, 2014; TAKEI et al.,
1987).

A fibroina € uma proteina natural fibrosa e insolivel em dgua, devido as suas altas
concentragdes de aminodcidos hidrofébicos (MORAES et al., 2010). Costuma ser
empregada em aplicacdes biomédicas, principalmente em suturas, por suas propriedades de
biocompatibilidade, podendo ser comparada a biomateriais mais comumente usados, como
coldgeno e acido polilatico (ALTMAN et al., 2003). Também pode ser empregada para
producdo de membranas, aplicadas a processos de separacdo, para producdo de pele

artificial e, mais recentemente, para sistemas de liberacdo de farmacos modificada

(MONDAL; TRIVEDY; KUMAR, 2007).
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2.6.2.2 Sericina

A sericina, conhecida como cola de seda, é a segunda proteina que compode o fio da
seda, conferindo a ele dureza e resisténcia. Ao remover a sericina, o fio se torna macio,
brilhante, suave e mais apto ao tingimento de suas fibras, o que é fundamental para
aplicagdo na industria téxtil. A sericina costuma ser descartada como residuo desse
processo, sem utilizacdo imediata, sendo que de cada 400.000 t de casulos secos, estima-se
que cerca de 50.000 t de sericina sdo geradas para descarte (LAMBONI et al., 2015;
PADAMWAR; PAWAR, 2004). Os efluentes contendo sericina s3o ricos em matéria
organica e, para que seja degradada, os micro-organismos demandam uma elevada
quantidade de oxigénio. Assim, em funcdo da alta DQO (demanda quimica de oxigénio) ha
uma tendéncia em esgotar o oxigénio dissolvido nos corpos d’agua, ameacando as vidas

aquaéticas ali presentes (CAPAR; AYGUN; GECIT, 2008).

A sericina é uma proteina globular macromolecular com massa molar desde 10 até
mais de 300 kDa e apresenta, em sua composi¢do, cerca de 18 aminoacidos, dos quais se
destacam em maior quantidade serina, adcido aspdrtico, dcido glutamico, glicina, treonina e
lisina (DATTA; NANAVATY, 2007). A maioria desses aminodcidos € composta por fortes
grupos polares laterais, tais como hidroxila, carboxila e amino e, em funcdo disso,
apresentam uma forte caracteristica hidrofilica, tornando a sericina solivel em &4gua
(ZHANG, 2002). Algumas caracteristicas indesejaveis da sericina, como sua estrutura
amorfa, ampla faixa de massa molar e alta solubilidade em 4gua, a tornam um material
bastante fragil e instdvel. Assim, algumas estratégias t€m sido aplicadas para melhorar as
propriedades fisicas de materiais a base dessa proteina, como a reticulacdo, polimerizacao e
formacdo de blendas com outros polimeros, que sdo possiveis devido a presencga dos fortes
grupos polares laterais. A serina € o aminodcido que estd presente em maior quantidade na
estrutura da sericina, chegando a 33% da composi¢cdo total de aminodcidos. Dentre os
demais aminodcidos, podem-se citar a glicina, histidina, dcido glutamico, 4cido aspartico,
treonina e tirosina, todos caracterizados pela presenca dos grupos laterais supracitados

(LAMBONI et al., 2015).

A estrutura da sericina é formada predominantemente por uma forma espiral
aleatdria e amorfa solivel e, em menor propor¢do, por uma estrutura organizada e cristalina
de folhas-B insolivel, essa ultima representada pelo eixo das cadeias poliméricas

perpendicular ao eixo das fibras. No entanto, a forma espiral € facilmente convertida em
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folhas-fp como consequéncia da absorcio de umidade e estiramento mecanico
(PADAMWAR; PAWAR, 2004). A sericina exibe uma estrutura em camadas e costuma ser
classificada em funcdo dessas camadas e de sua solubilidade. Padamwar; Pawar (2004)
estabeleceram uma divisdo da sericina nos tipos A, B e C, sendo a sericina A, a camada
mais externa e insoldvel em dgua quente, a B, a camada intermedidria, e a C, a camada
mais interna, adjacente a fibroina, insoldvel em 4gua quente, e facilmente removida por
tratamento 4cido ou alcalino diluido quente. Outros autores propdem outros tipos de divisao
das camadas de sericina, baseadas também em sua solubilidade, como por exemplo,

sericina I, IL, Ill e IV, ou S1, S2, S3, S4 ¢ S5 (CAO; ZHANG, 2016).

Nas tdltimas décadas, o interesse sobre a sericina tem aumentado em fungdo de suas
importantes atividades biolégicas e de suas propriedades, como a resisténcia a oxidagao,
acdo antibacteriana, resisténcia a radiacdo ultravioleta, facil absor¢do e liberacdo de
umidade, atividade inibidora da tirosina e quinase, biocompatibilidade, biodegradabilidade
e efeitos anticarcinogénicos (ARAMWIT; SIRITIENTONG; SRICHANA, 2012;
MONDAL; TRIVEDY; KUMAR, 2007). A sericina de baixa massa molar (< 20 kDa) vem
sendo amplamente utilizada em cosméticos, especialmente em produtos para cuidados da
pele e cabelos. J4 a sericina de alta massa molar (> 20 kDa) tem sido investigada para

aplicacdo como biomateriais médicos, biomateriais degraddveis, biomembranas funcionais,

hidrogéis e fibras e tecidos funcionais (ZHANG, 2002).

Outros aspectos interessantes da sericina envolvem sua capacidade de gelificagdo,
resultado da conversdo da forma espiral em estruturas de folhas-B pela reducdo de
temperatura, que resulta na formagcdo de um gel; a propriedade sol-gel, uma vez que se
dissolve facilmente em dgua a 50 — 60 °C e retorna a forma de gel quando resfriada; sua
solubilidade, que reduz quando da transformacdo da forma espiral em folhas- e pode
sofrer variagdes pela adi¢do de diferentes agentes quimicos, como o poliacrilato de sodio,
que causa um aumento na solubilidade, ou a poliacrilamida e o formaldeido, que causam a
reducdo da solubilidade (PADAMWAR; PAWAR, 2004). Tais caracteristicas sao

fundamentais para aplicacdo da sericina na formagdo de estruturas tridimensionais.

2.6.3 Extracao de sericina

Na industria da seda, o principal objetivo € a remog¢do da sericina dos fios da seda,
tornando-os mais lustrosos e macios. Para isso, realiza-se o processo conhecido como

degomagem, no qual a sericina € solubilizada e removida, deixando o fio de seda para ser
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enovelado para fins comerciais. Historicamente, a sericina era descartada nos efluentes
desse processo, cendrio esse que vem mudando pelo crescente interesse sobre essa proteina

(LAMBONI et al., 2015).

O processo de degomagem pode ocorrer por vias quimicas, fisicas ou enzimadticas,
sempre buscando boa eficiéncia energética e eliminacdo do descarte de produtos quimicos,
além do minimo dano possivel a sericina, em fun¢do do aumento do interesse econdmico
sobre ela. As propriedades da sericina obtida dependem do método empregado para sua
extracdo e recuperacdo (GUPTA; AGRAWAL; RANGI, 2014). Em geral, o processo de
degomagem leva em consideracdo a solubilizacdo da sericina em dgua quente, pela
utilizacdo de tratamento alcalino, tratamento 4cido, ou sabdes e detergentes, que podem
aumentar essa solubilidade, ou ainda por digestdo enzimdtica (GULRAJANI, 1992). No
entanto, apenas a extracdo com agua pode ser considerada segura, por causar 0 minimo de

degradacdo a fibra da seda (MISHRA, 2000).

Tradicionalmente, a degomagem da seda em processos industriais costumava ser
realizada utilizando sabdo em meio alcalino, sendo esse considerado o melhor método para
remo¢ao da sericina, ja que ndo havia interesse sobre essa proteina, que era degradada pela
acdo alcalina, e também por tratar-se de um método barato (GUPTA; AGRAWAL,;
RANGI, 2014). Gradualmente, porém, o sabdo foi sendo substituido por detergentes
sintéticos, principalmente pelo custo beneficio e qualidade da fibroina obtida (KHAN et al.,
2010). Quando o interesse do processo € a sericina, a extragdo com sabdo ou detergente nao
¢ indicada, uma vez que a separacdo desses reagentes € extremamente complexa e, se
restarem tracos de sabdo, o uso da sericina se torna bastante restrito (RANGI; JAJPURA,

2015).

Considerando a extracdo da sericina em meio &acido, pode-se utilizar os 4cidos
citrico, tartarico ou succinico, enquanto na extra¢do em meio bésico costuma-se empregar
carbonato de sdédio, soda cdaustica, bicarbonato de sédio ou fosfato trissdédico. Porém,
considerando-se a sericina como produto de interesse, dcidos e bases apresentam efeito
degradativo sobre ela, que acaba sendo danificada durante sua extracdo nessas condigdes.
Uma opcao que causa menor degradacdo da sericina envolve solugdo de ureia, porém os

custos e o tempo de processo aumentam devido a necessidade de purificacio da sericina via

didlise (MISHRA, 2000; RANGTI; JAJPURA, 2015).



78

Devido as restricdes apresentadas, para maximizar a obtencdo da sericina e
minimizar sua degradacdo, a extracdo em dgua quente se torna a mais adequada,
especialmente pela facilidade de operacdao. Nesse método, a seda é submetida a
aquecimento, sem adicdo de qualquer outro composto quimico, e a quantidade de sericina
obtida acaba sendo afetada diretamente pelo tempo e temperatura do processo de extracao.
Apesar de ainda causar a degradacdo da sericina, nesse método ela ocorre em quantidade
minima, fazendo com que as propriedades mais importantes da proteina sejam mantidas.
Além disso, o aquecimento pode ser associado a diferentes condicdes de processo: pressao
ambiente, alta pressdo, radiacdo infravermelha, ou ainda micro-ondas, visando sempre a

otimizagdo da extracdo (RANGI; JAJPURA, 2015).

Yun et al. (2013) compararam diferentes métodos de extragao de sericina do casulo
do Antheraea mylitta, uma espécie de bicho-da-seda que ndo foi domesticado, mas que
apresenta elevada importancia econdmica. Comparado ao Bombyx mori, a quantidade de
sericina presente em seus casulos € menor. Como métodos de extragdo, foram avaliados
sabdo em meio alcalino, dgua quente a 120 °C, solucdo de ureia pura, solu¢do de ureia e
mercaptoetanol, solu¢do de cloreto de sédio e solu¢do de carbonato de sédio. Como
esperado, a maior efici€éncia de extracdo foi obtida para o processo com sabdo em meio

alcalino, a qual ndo € indicada pela dificuldade em separar a sericina do sabao.

Gimenes et al. (2014) avaliaram os métodos de extracdo de sericina do Bombyx
mori em dgua e em solucdo aquosa de carbonato de sédio nas temperaturas de 80 e 120 °C,
com o melhor rendimento de extracdo obtido para extracdo em solu¢do de carbonato de
sodio a 120 °C. Isso ocorreu porque temperaturas elevadas diminuem a estabilidade das
ligacdes de hidrogénio existentes entre os grupos hidroxila, permitindo que a dgua interaja
com as hidroxilas dos aminoécidos polares. Assim, como a fibroina é formada
predominantemente por aminoécidos hidrofobicos, € possivel remover apenas a sericina em
altas temperaturas. Além disso, a presenca do carbonato de sodio provoca a quebra das
interacOes da proteina, facilitando a entrada de dgua e consequentemente a remog¢do da
sericina. A desvantagem € que a sericina extraida na solucdo de carbonato de sddio teve
massa molar menor que 100 kDa, enquanto aquela extraida em 4gua apresentou massa
molar na faixa de 20 a 400 kDa, indicando que a sericina submetida ao processo com
reagente quimico sofreu hidrélise, enquanto a extracdo em Adgua preservou sua estrutura

primdria e composi¢ao.
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Diversos outros estudos empregaram diferentes métodos para extracdo da sericina
do fio de seda do Bombyx mori, como a degomagem com 4cido citrico (KHAN et al., 2010;
WANG et al., 2019), degomagem alcalina (JENA et al., 2018; RAJIKHOWA et al., 2011),
extracdo em alta temperatura e alta pressaio (HTHP) (CHOUDHURY; DEVI, 2016;
ZHANG et al., 2004), extracdo em alta temperatura e radiacdo infravermelha (GUPTA et
al., 2013) e aquecimento em pressao atmosférica (CHIRILA; SUZUKI; MCKIRDY, 2016;
KATO et al., 1998). Todos se mostraram métodos eficientes para obtencdo da sericina, com
caracteristicas que devem ser observadas para escolha do método mais adequado, como a
possibilidade de gerar efluentes contaminados nas extragdes dcidas, alcalinas, com sabdao ou
detergente; o aumento dos custos e a degradacdo da sericina na extracdo enzimdtica; a

degradacdo da fibroina no processo a alta pressao, dentre outros.
2.6.3.1 Fracionamento e separacdo da sericina

Apbs o processo de extracdo, a sericina presente na solucdo de degomagem pode se
apresentar ainda em baixa concentragdo, o que limita sua aplica¢do. Sendo assim, se faz
necessario, além de separar a sericina obtida, também aumentar sua concentragdo, visando
ampliar sua aplicagado, especialmente na producio de biomateriais (GIMENES et al., 2014).
Com esse objetivo, diversos métodos podem ser empregados, como a filtracdo por
membranas, a precipitagcdo em etanol (ou outros solventes no qual a sericina € insolivel),

fracionamento por congelamento e descongelamento, secagem por spray-dryers, dentre

outros (RANGTI; JAJPURA, 2015).

A separacdo de proteinas € um dos maiores desafios na drea de membranas, uma vez
que a massa molar dessas proteinas afeta diretamente a efici€éncia da separacdo. A sericina,
por exemplo, apresenta massa molar na faixa de 10 a 300 kDa e sua distribuicdo de massa
varia em funcdo da temperatura, pH e tempo de extracio (CAPAR; AYGUN; GECIT,
2008). Gimenes et al. (2014) avaliaram o método de ultrafiltracio para separacdo da
sericina, obtendo bons resultados para massas molares acima de 100 kDa. Sonjui;
Noomhorm; Promboon (2009) realizaram a preparagdo de membranas a partir de diferentes
tipos de aditivos, obtendo assim membranas com varios tamanhos de poros. Como
resultado, foi possivel realizar a separagdo de sericina com uma ampla faixa de massas
molares. As vantagens do processo com membranas envolvem o fato de ser um processo
primédrio de separagdo fisica, além da minimizacdo dos danos fisicos as biomoléculas

(GULRAIJANI et al., 2009).
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Outro método de separacdo da sericina envolve a utilizacdo de etanol, solvente no
qual a sericina € insoldvel e, portanto, permite sua precipitacdo. Oh et al. (2011) realizaram
essa técnica para obtencdo de sericina e observaram que a adi¢do de etanol a solucdo
extraida em dgua quente provocou o fracionamento da sericina hidrofébica e a remocao
simultanea da sericina de baixa massa molar. Os granulos obtidos se mostraram aplicdveis
para transporte de farmacos e imobilizacdo de enzimas, devido a melhor estabilidade
mecanica. Takasu; Yamada; Tsubouchi (2002) conseguiram isolar os componentes
principais da sericina por adi¢do de etanol. Foi observado que as moléculas com diferentes

massas molares poderiam ser separadas em func¢do da quantidade de etanol adicionada.

O fracionamento por congelamento e descongelamento a temperatura ambiente foi
realizado por Da Silva ef al. (2014b), que conseguiram separar a sericina da solucdo de
extracdo sem causar grandes modificacdes no perfil de distribui¢do de massa molar, o qual
foi obtido na faixa de 20 a 400 kDa. O mesmo método foi avaliado por Tomadon Jr. (2011),
que conseguiu obter 90% da sericina que se encontrava na solu¢do de extragdo. A vantagem
desse método é que ndo emprega agentes quimicos e, portanto, dispensa etapas posteriores
de remoc¢do desses agentes. Inclusive, Yoo; Um (2013) demonstraram que o método de
congelamento e descongelamento foi eficaz na melhoria das propriedades mecanicas da

sericina.

Visando obter a separacdo e/ou o fracionamento da sericina, outros autores
empregaram ainda spray-dryers (GUPTA; AGRAWAL; RANGI, 2014; PANTHONG;
EAMCHOTCHAWALIT; SONGSERMPONG, 2015), técnica de congelamento e secagem
em bandeja (VAITHANOMSAT; KITPREECHAVANICH, 2008), concentracdo por
aquecimento (GILOTRA et al., 2018) e secagem utilizando rota-evaporador (JANG; UM,
2017).

2.7 Alginato

Como mencionado anteriormente, a sericina apresenta em sua estrutura fortes
grupos polares laterais, como hidroxilas, carboxilas e aminas, que possibilitam a
reticulacdo, polimerizacdo e formacdo de blendas com outros polimeros, com o objetivo de
melhorar suas propriedades fisicas e quimicas e, assim, ampliar seu campo de aplicacao.
Diversos polimeros podem ser empregados com esse objetivo, especialmente na formacao

de blendas com a sericina, como € o caso do coligeno (DUAN et al., 2016), dlcool
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polivinilico — PVA (HE et al., 2017), lignina (KWAK et al., 2016), quitosana (DU; SU;
FENG, 2017), e alginato de sédio (DA SILVA et al., 2014b).

Os alginatos s@do um grupo de polissacarideos naturais, geralmente derivados das
paredes celulares de algas marrons, principalmente das espécies Laminaria hyperborea,
Macrocystis pyrifera e Ascophyllum nodosum, mas que podem ser produzidos também por
algumas linhagens de bactérias (SMIDSR@D; SKJAK-BR}EK, 1990). No caso das algas, o
alginato pode atingir até 40% de sua composicdo, em base seca, sendo o principal
polissacarideo presente. Ele atua como um componente formador da estrutura dessas algas,
fornecendo a elas resisténcia mecanica e flexibilidade (REMMINGHORST; REHM, 2006).
Na matriz intracelular das algas, o alginato costuma ser encontrado na forma de uma

mistura de sais de vdrios cétions, que estdo presentes também nas dguas do mar, como

Mg?*, Ca**, Sr**, Ba?* e Nat (GOMBOTZ; WEE, 2012).

O alginato é um biopolimero linear composto por blocos de B-D-dcido manuré6mico
(M) e a-L-4dcido gulurdnico (G), conectados por ligacdes (1,4)-glicosidicas, e que podem se
arranjar em cadeias de subunidades G consecutivas (G),, M consecutivas (M),, ou M e G
alternadas (GM),. Quando extraidos de diferentes fontes, os alginatos podem apresentar
diferentes composicdes, massas molares e sequéncias das cadeias M e G, estimando-se
mais de 200 tipos de alginatos manufaturados comercialmente (LEE; MOONEY, 2012). A
flexibilidade de suas cadeias varia justamente em funcdo das sequéncias de blocos M e G
formadas, aumentando na seguinte ordem: (G), < (M), < (MG), (GOMBOTZ; WEE,
2012). Isso ocorre porque os blocos M se ligam por ligacdo equatorial — equatorial, se
assemelhando a uma conformacgdo de fita, enquanto os blocos G se ligam por ligacdo axial
— axial, apresentando uma conformag¢do mais corrugada e, portanto, mais rigida
(MAHERIYA; PRAJAPATI, 2019). A Figura 20 apresenta um esquema estrutural dos

blocos formados no alginato.
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Figura 20 — Representac@o dos blocos (a) (G)u, (b) (M), (c) (GM),.

(a)

Fonte: Tgnnesen; Karlsen (2002).

A proporcdo e conformacdo dos blocos M e G afetam diretamente algumas das
propriedades do alginato, como a viscosidade, e as capacidades de gelificacdo e de
absor¢do de dgua. Essa capacidade de formar géis € algo que desperta grande interesse, uma
vez que possibilita a formacdo de estruturas sélidas ou semissolidas, numa ampla faixa de
temperatura (0 — 100 °C). A gelificacdo é facilmente obtida na presenca de diversos cations
divalentes, como Ca**, Sr**, Ba’* e Fe?*, que interagem com dois grupos carboxila vizinhos,
resultando em ligagdes idnicas entre as cadeias (KHAMPIENG; ARAMWIT; SUPAPHOL,
2015; MAHERIY A; PRAJAPATI, 2019).

No método mais comum de gelificacdo do alginato, cations divalentes se ligam aos
blocos guluronatos (G), os quais apresentam uma estrutura que permite um maior grau de
coordenacdo desses ions. Entdo, os blocos G de cadeias adjacentes se ligam, formando um
modelo de reticulacdo conhecido como “caixa de ovos”, que resulta na estrutura do
hidrogel. Alginatos que possuam maior propor¢ao de blocos G sdo capazes de gerar géis
mais fortes e rigidos, enquanto alginatos com maior propor¢cdo de blocos M formam géis
mais fracos, porém mais flexiveis (GRANT et al., 1973). Um dos agentes gelificantes mais
utilizados para reticular o alginato € o cloreto de célcio (CaClz), que provoca a gelificaciao
de forma rapida e descontrolada em fungcdo de sua elevada solubilidade em solugdes
aquosas (LEE; MOONEY, 2012). A Figura 21 apresenta a estrutura da formacao do gel de

alginato na presenca de cations Ca**.
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Figura 21 — Modelo de “caixa de ovo” representando a coordenagao de calcio entre um par

de cadeias de guluronato.
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Fonte: Braccini; Perez (2001).

Outras caracteristicas do alginato envolvem sua imunogenicidade, ou seja, a
capacidade de induzir a imunidade no hospedeiro que foi infectado; e sua bioadesdo, ou
capacidade de aderir a um substrato bioldgico. Além disso, o acido alginico e seus sais de
sodio e célcio podem ser considerados nao-téxicos, biocompativeis e relativamente de
baixo custo (GOMBOTZ; WEE, 2012; TONNESEN; KARLSEN, 2002). Em fungdo dessas
propriedades, esse polimero encontra vasta aplicacdo nas indudstrias farmacéuticas, de
cosméticos e de alimentos, além de apresentar diversas aplicacdes biomédicas
(TONNESEN; KARLSEN, 2002). Dentre essas aplicacdes biomédicas, podem-se citar a
administracdo de medicamentos e proteinas no organismo, o uso em curativos para feridas
cronicas, o uso como simulador de meio de cultura de mamiferos e a administracdo de
proteinas ou populagdes de células visando regeneragdo de tecidos e 6rgaos humanos (LEE;
MOONEY, 2012). Além disso, outra aplicacdo do alginato envolve a producdo de
particulas para tratamento de efluentes, para remog¢do de metais toxicos (NITA et al.,

2007).

Na area farmaceéutica, particulas de alginato tém sido amplamente estudadas para
encapsulacdo de proteinas (ZHANG; TANG; ZHENG, 2016), enzimas (RAHIM et al.,
2013), anticorpos (VERNON et al., 2018) e DNA (GOLDSHTEIN et al., 2019). Isso
acontece devido a necessidade de proteger tais compostos da a¢do 4cida e enzimdtica do
ambiente gastrointestinal e de encaminha-los para a regido de melhor absor¢ao (COPPI et
al., 2002). Comercialmente podem ser encontrados diversos medicamentos que utilizam o

alginato em sua composi¢do, como o antidcido Gaviscon®, a pomada cicatrizante Purilon®



84

Gel e o supositério Natalsid®. Mais recentemente, o alginato também passou a ser avaliado
na formacao de blenda com a sericina para atuar na administragdo de firmacos que exigem
liberacdo retardada e controlada (KHAMPIENG; ARAMWIT; SUPAPHOL, 2015;
KHANDAI et al., 2010).

2.8 Consideracoes sobre a revisao bibliografica

Neste capitulo foram apresentados topicos relevantes para o desenvolvimento desse
projeto. Foi apresentada uma revisdo a cerca dos sistemas de liberacdo modificada, bem
como propriedades de farmacos candidatos a esses sistemas e a farmacocinética como
forma de prever matematicamente a cinética de liberacdo do farmaco. Os farmacos
cetoprofeno e naproxeno foram apresentados, indicando os motivos pelos quais foram
empregados no presente trabalho. Foram apresentados os sistemas carregadores de
farmacos e o uso de matrizes poliméricas na drea farmacéutica. A industria da seda e seus
componentes foram descritos, trazendo a problematica do descarte da sericina, sem prévia
aplicacdo, bem como suas excelentes propriedades para aplicacdes biomédicas, cosméticas
e farmacéuticas. Foi também apresentado o alginato e a possibilidade de sua formacao de
blenda com a sericina para incorporagdo de farmacos. Por fim, foram descritas a reticulacao
covalente e a reticulagdo térmica como formas de aprimorar as propriedades de particulas

poliméricas.
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3 MATERIAL E METODOS

No presente capitulo sdo apresentados o material e a metodologia empregados para

o desenvolvimento desse trabalho.

3.1 Material e equipamentos
3.1.1 Material

Os materiais e reagentes empregados foram:

e Casulos do bicho-da-seda Bombyx mori, gentilmente cedidos pela empresa de fiacao
de seda BRATAC, com sede na cidade de Londrina-PR (Brasil);

e Alginato de sodio, polietilenoglicol diglicidico (PEG) e dlcool polivinilico (PVA),
em padrao analitico, Sigma-Aldrich (Estados Unidos);

e Cetoprofeno (teor: 100,13%) e Naproxeno (teor: 99,47%), Purifarma (Brasil);

e Proantocianidina (PA) (teor: 97,20%), Galena (Brasil);

e Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), MagisPharma (Brasil);

e Cloreto de cdlcio anidro (CaCly) (teor: 99,23%) e Acido cloridrico (HCI) (teor:
37%), Anidrol (Brasil);

e Fosfato de potdassio monobasico (KH2POs) (teor: 99,5%), Hidréxido de sédio
(NaOH) (teor: 99,5%) e Fosfato de soédio dibasico (Na;HPO4) (teor: 99,3%),
Dinamica (Brasil);

° Agua ultrapura — Osmose Reversa, Gehaka (Brasil);

e Profenid® Entérico 100 mg, L: 720227, Sanofi-Aventis (Brasil);

e Flanax 275 mg, L: X23EUS, Grupo Bayer (Alemanha);

e C(loridrato de doxorrubicina, 10 mg, Pfizer, Inc. (EUA);

e Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT), Sigma-Aldrich (EUA);

3.1.2 Equipamentos

Os equipamentos utilizados nas etapas experimentais foram:

e Estufa, Famen (Brasil);

e Balancga Analitica, Ohaus (EUA);

e Autoclave vertical AV-18, Phoenix (Brasil);
e Dispersor Ultra Turrax® T18, IKA (China)
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e Agitador Magnético TEO851, Tecnal (Brasil);

e Bomba peristaltica 77201-60, Masterflex L/S (EUA);

e pHmetro HI2221-01, Hanna (Brasil);

e Jar test JT-203, Milan (Brasil);

e Pipeta volumétrica Nichipet EX, Nichiryo (EUA);

e Sonicador LS-9.5DA, LimpSonic (Brasil);

e Dissolutor de comprimidos e cadpsulas UDT-814, Logan (EUA);

e Espectrofotometro UVmini 1240, Shimadzu (Japao);

e (Camara Climatica 420-CLDTS 150, Ethik (Brasil);

e [eitora de placas SpectraMax 340PC 384, Molecular Devices (EUA);
e Microscopio invertido EVOS XL Core, ThermoFisher Scientific (EUA).

3.2 Metodologia

A Figura 22 apresenta um fluxograma geral da metodologia empregada nessa tese

de doutorado. Cada etapa € mais detalhada nos tépicos posteriores.

Figura 22 — Fluxograma geral da metodologia empregada.
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3.2.1 Preparacao dos casulos para extracao

Para realizar a extracdo da sericina, os casulos precisavam estar limpos e em
tamanhos pequenos, a fim de aumentar a drea de contato com a dgua. Assim, com o auxilio
de pincas e tesouras, qualquer sujidade presente foi eliminada e descartada, e os casulos
limpos foram cortados em tamanhos de cerca de 1 cm?, de forma que ficassem o mais plano
possivel. Em seguida, foram lavados em dgua corrente, enxaguados e lavados com 4gua
ultrapura por trés vezes. Apds a lavagem, os casulos foram secos em estufa a 50 °C até que

toda a umidade fosse eliminada.

3.2.2 Extracao de sericina

A extragdo de sericina foi realizada sob pressdo e temperatura elevadas, seguindo a
metodologia apresentada por Silva et al. (2015), adaptada de Tomadon Jr. (2011). Assim,
os pedacos de casulos secos foram submersos em dgua em erlenmeyer na proporcao de 40
gramas de casulo para cada litro de dgua. A suspensdo foi levada a autoclave a pressao
manométrica de 1 kgf/cm? e temperatura de 120 °C, durante 40 min. Ao final, a solucdo de

sericina foi separada da fibroina por filtragao simples.

3.2.3 Separaciao e fracionamento de sericina

Tomadon Jr. (2011) avaliou diferentes técnicas para obter a separacdo e
fracionamento da sericina, sendo que o método de congelamento e descongelamento se
mostrou bastante eficiente, o que foi validado posteriormente por Da Silva et al. (2014a)
que obtiveram solucdo de sericina com massa molar na faixa de 20 — 400 kDa por esse
método. Assim, apds a extracdo, a solu¢do de sericina foi mantida em recipiente fechado
durante 12 horas. Nessa etapa, ela se tornou mais viscosa, formando um hidrogel e
permitindo a estabilizacdo dos granulos proteicos. Apds esse periodo, o recipiente foi

acondicionado em congelador convencional por, pelo menos, 24 horas.

Para proceder com a etapa de fracionamento, a solu¢do foi descongelada em
temperatura ambiente, ocorrendo a formacgdo de duas fases, com o sobrenadante contendo
proteinas ainda insolubilizadas (maior massa molar) e uma fase aquosa com proteinas
solubilizadas. Para obtencdo da sericina de maior massa molar, realizou-se filtracdo simples
com papel de filtro qualitativo, que foi suficiente para reter os peptideos aglomerados de
proteina de maneira facil e rdpida. Em seguida, a solucdo de proteina precipitada foi

reaquecida em autoclave (1 kgf/cm?, 10 min) a fim de solubilizar novamente a proteina.
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3.2.4 Determinacao da concentracio de sericina

A concentracdo da solucdo de sericina foi determinada pelo método das massas,
assim como reportado por Tao; Li; Xie (2005). Assim, um volume conhecido da solugdo de
sericina foi colocado em uma placa de Petri de massa conhecida e, apds 24 horas em estufa
a 100 °C, a massa do conjunto placa + sericina foi determinada, em triplicata. A partir da
Eq. 10, calculou-se a concentragdo da soluc@o para posteriormente ajust-la para o valor

desejado, através de diluicao.

me—m;
Cs = —L5—*.1000 (10)

Em que Cs € a concentragdo de sericina em solucao (g/L), my é a massa final do
conjunto placa + sericina apds 24 horas em estufa (g), m; € a massa da placa inicial (g) e V é
o volume de solug¢do de sericina adicionado inicialmente (mL). A solu¢do de sericina teve
sua concentragcdo ajustada para 2,5% (m/V) através de diluicio com dgua ultrapura (DA

SILVA et al., 2014b).

3.2.5 Incorporacao de firmaco a blenda de sericina e alginato

A incorporagdo de firmaco seguiu a metodologia proposta por Vidart et al. (2016),
adaptada de Khandai er al. (2010). A solug¢do de sericina 2,5% (m/V) foi reaquecida em
autoclave nas mesmas condi¢des da extragdo, a 1 kgf/cm? e 120 °C, durante 10 min para
ressolubilizacdo dos granulos proteicos, e depois colocada para agitacdo em Ultraturrax® a
4000 rpm até atingir a temperatura de 55 °C. Nesse momento, o alginato de sodio foi
adicionado a sericina e mantido sob agitacdo constante no Ultraturrax® até atingir a
completa homogeneizacdo da solucdo. O farmaco foi entdo adicionado a blenda de sericina
e alginato, inicialmente em agitacdo de 4000 rpm e, ao final, sob agitacdo de 8000 rpm, até
a homogeneizagdo. Quando se fez necessdrio, o agente reticulante covalente foi adicionado

apods o farmaco, nas mesmas condicdes de agitacdo do farmaco.

3.2.6 Preparacao das particulas

As particulas foram preparadas pelo método de gelificacdo por gotejamento,
semelhante ao realizado por Khandai ef al. (2010). A solucdo polimérica ja contendo o
farmaco incorporado foi gotejada em solucdo aquosa de cloreto de célcio (CaClz)

3% (m/V), sob agitacdo magnética constante, com o auxilio de bomba peristéltica € uma
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N

ponteira presa a mangueira. Ao gotejar, ocorria uma rdpida gelificacio da solugdo,
formando uma particula. Ao final do gotejamento, as particulas foram mantidas em
agitacdo, a 100 rpm, em jar test, durante 30 min, a fim de completar a reticulacio com
todos os fons de cdlcio difundindo completamente. Apds esse periodo, as particulas foram
lavadas com dgua corrente e dgua deionizada para remocdo do cdlcio e cloro residuais. A
secagem das particulas foi realizada em temperatura ambiente, por pelo menos 24 horas, e

depois armazenadas em frasco fechado e identificado, para posterior caracterizacao.

Nos casos em que foi realizada a reticulacdo térmica, seguiu-se metodologia
reportada por Da Silva et al. (2016). As particulas lavadas foram secas em estufa a 40 °C
durante 24 h e, em seguida, em estufa a 100 °C, durante mais 24 h. A etapa de secagem
branda inicial foi realizada para evitar uma mudanga brusca de temperatura que poderia

causar a formacgdo de rachaduras na superficie das particulas.

3.2.7 Desenvolvimento de formula¢oes com cetoprofeno

3.2.7.1 Planejamento experimental

Para o cetoprofeno, inicialmente foi realizado um planejamento experimental
fatorial 22, com triplicata do ponto central, realizando-se uma Andlise de Variancia por
meio do programa Statistica®. As quantidades adicionadas inicialmente de alginato e de
farmaco foram determinadas como varidveis independentes, e divididas nos valores
minimo, médio e maximo expostos na Tabela 4. Os valores escolhidos para cada varidvel se
basearam em estudos anteriores. Vidart et al. (2018), avaliando a incorporacdo de
diclofenaco de sodio a blenda de sericina e alginato, fizeram uma andlise separada do
farmaco e do alginato. Ao fixar o alginato em 2,0% (m/V) e variar o firmaco na faixa de
2,0 a 6,0% (m/V), verificaram que o aumento da fracdo de farmaco prejudicava a eficiéncia
de incorporagdo, levando a fixar esse parametro em 2,0% (m/V) para avaliar a variacao do
alginato, na faixa de 0,5 a 3,6% (m/V). Valores de alginato abaixo de 2,0% (m/V)
demonstraram a impossibilidade de formacgdo de particulas, pois estas ndo ficaram bem
definidas e, ainda, se apresentaram bastante frigeis. Valores elevados de alginato
dificultaram o processo de gotejamento, ao formar solu¢des com elevada viscosidade.
Assim, em fung¢do dessas limitagdes, restringiu-se a faixa de valores estudada nesse
trabalho a faixa de 2,0 a 4,0% (m/V) para a quantidade de farmaco e 2,0 a 2,8% (m/V) para
o alginato. A concentragdo inicial de sericina foi mantida constante em 2,5% (m/V). As

varidveis-resposta, ou dependentes, foram estabelecidas como a efici€éncia de incorporagao,
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a capacidade de carregamento do firmaco e o tempo para liberacdo de 85% do farmaco
incorporado, com o objetivo de obter os maiores valores para todas elas. Para efeitos de
comparacdo, também foram produzidas particulas compostas somente por alginato e

farmaco, e foi feito ensaio de dissolu¢do do farmaco referéncia Profenid® Entérico.

Tabela 4 — Fatores e seus niveis utilizados no planejamento experimental completo.

Nivel
Fator
-1 0 +1
Alginato de Sédio (%, m/V) 2,0 2.4 2,8
Cetoprofeno (%, m/V) 2,0 3,0 4,0

3.2.7.2 Avaliacdo de diferentes matrizes poliméricas

O resultado obtido com o planejamento experimental atingiu valores inferiores a
outros reportados na literatura, especialmente em termos de tempo de liberacdo (Bezerra
(2018); Freitas et al. (2018); Vidart et al. (2018)) e, portanto, foram avaliados diferentes
agentes reticulantes covalentes adicionados a melhor formulacdo obtida no planejamento,
visando prolongar a libera¢do do cetoprofeno. Foram avaliados o dlcool polivinilico (PVA),
fosfato de sddio dibdsico (DSP), proantocianidina (PA) e hidroxipropilmetilcelulose
(HPMC) na concentragao de 2,0% (m/V). Essas formula¢des foram avaliadas quanto a
eficiéncia de incorporacdo, capacidade de carregamento do firmaco e liberagdo em meio
gastrointestinal simulado. Com o melhor agente reticulante obtido, foram produzidas
particulas em outras concentracdes desse reagente, (0,5 e 1,0% (m/V)), utilizando os

mesmos parametros de avaliacdo empregados anteriormente.

As duas melhores formulagdes (a primeira obtida do planejamento experimental e a
segunda obtida pela adicdo de agente reticulante covalente) foram submetidas a etapa de
reticulag@o térmica, conforme detalhado na seg¢do 3.2.6, e avaliadas quanto a liberacdo em
meio gastrointestinal simulado. Isso ocorreu porque a etapa de reticulacdo térmica, sendo
apenas uma secagem controlada, ndo € capaz de alterar a quantidade de farmaco
efetivamente incorporada. Na verdade, ela apenas elimina a 4gua presente nas particulas.
No entanto, no que se refere a dissolucdo, é possivel que a elevada temperatura altere as

estruturas poliméricas e provoque alteracdes na liberagdo in vitro.
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3.2.8 Desenvolvimento de formulacées com naproxeno

No caso do naproxeno, o desenvolvimento das formulagdes seguiu a metodologia
inversa. Inicialmente foram avaliados diferentes agentes reticulantes covalentes,
comparados a formula¢des compostas somente pela blenda de sericina e alginato e somente
por alginato. Nesse caso, foram avaliados PVA, DSP e PEG na concentracdo de
2,0% (m/V). Os resultados dessa etapa, avaliando eficiéncia de incorporagado, capacidade de
carregamento do firmaco e liberacdo em meio gastrointestinal simulado, possibilitaram
determinar as varidveis para o planejamento experimental fatorial completo, realizado nas
mesmas condi¢des da Tabela 4, sendo que os resultados de liberacdo das formulacdes do
planejamento foram comparados ao ensaio de dissolucio do medicamento referéncia

Flanax®. Mais uma vez, as duas melhores formula¢des foram submetidas & etapa de

reticulacao térmica para avaliar seu efeito sobre a liberagao in vitro.

3.2.9 Caracterizacao das particulas carregadas com farmacos

3.2.9.1 Curvas analiticas do cetoprofeno e do naproxeno

As curvas analiticas do cetoprofeno e do naproxeno foram obtidas para possibilitar a
determinacdo das concentracdes experimentais de firmaco por espectroscopia UV-vis em
todos os ensaios realizados e apresentados nas secdes seguintes. Para isso, foram
produzidas solu¢des-mie de cetoprofeno e de naproxeno em concentracdo de 0,2 g/L,
utilizando os diferentes solventes empregados nas etapas experimentais (meio dcido pH 1,2,
meio tampdo pH 6,8 e pH 7,4). A partir delas, solu¢cdes de cetoprofeno foram preparadas
com concentracdo na faixa de 0,00125 — 0,0145 g/L e solugdes de naproxeno com
concentragdo na faixa de 0,005 — 0,16 g/L. As absorbancias das solucdes com
concentragdes conhecidas foram determinadas por espectroscopia UV-vis nos
comprimentos de onda de 258 nm e 332 nm para o cetoprofeno e naproxeno,
respectivamente. Esses valores de comprimento de onda foram obtidos da Farmacopeia
Americana (XLI USP - UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2018) e confirmados por

varredura no equipamento utilizado.

Também foram determinados os limites de deteccao (LD) de cada farmaco (Eq. 11),
os quais indicam a menor concentracdo de fiarmaco que pode ser detectada, mas ndo

necessariamente quantificada, pelo método de andlise em questdo (Resolugdo da ANVISA
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— RDC n° 166, 24/07/2017). Para o cetoprofeno o LD foi igual a 0,000031 g/L e para o
naproxeno foi de 0,0020 g/L.

33.0 (11)

LD =
IC

Em que ¢ o desvio padrdo do intercepto com o eixo y de trés curvas analiticas e IC

¢ a inclinacdo da curva analitica.
3.2.9.2 Eficiéncia de incorporacdo de farmaco

De acordo com Vidart et al. (2016), a blenda de sericina e alginato demonstrou total
dissolucdo em tampao fosfato (pH 6,8) apds um periodo de 24 h. Assim, para avaliar a
eficiéncia de incorporacdo do firmaco a blenda, seguiu-se metodologia adaptada de Sinha
et al. (2015), na qual 0,1 g de particula seca foi adicionada a 500 mL de tampao fosfato
(pH = 6,8) durante 24 horas. Apds o periodo de 24 horas, a suspensdo foi submetida a
sonica¢dao durante 15 min e, depois, a filtracdo simples em filtro qualitativo 0,45 pum. A
concentragao experimental de firmaco no filtrado foi obtida por espectroscopia UV -vis no
comprimento de onda especifico para cada farmaco (para o cetoprofeno, A = 258 nm, e para
o naproxeno, A = 332 nm) e, através da Eq. 12, determinou-se a eficiéncia de incorporagao
(PAPADIMITRIOU; BIKIARIS, 2009). Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
Ressalta-se que todos os ensaios (eficiéncia de incorporacdo e os subsequentes
carregamento e dissolucdo in vitro) foram realizados utilizando particulas com farmaco e
particulas sem farmaco, para que fosse possivel eliminar a interferéncia da matriz sobre as

medidas experimentais.

. . Concentracao experimental (12)
Eficiéncia Incorporacgao (%) = Concentracao tedrica .100

Nesse caso, a Concentracao tedrica foi calculada considerando-se a fracdo
massica de farmaco adicionada a blenda inicialmente e a Concentracao experimental é

aquela obtida por espectroscopia.
3.2.9.3 Capacidade de carregamento de farmaco

Seguindo o mesmo procedimento empregado na etapa anterior, a capacidade de
carregamento de farmaco pode ser determinada conforme a Eq. 13 (PAPADIMITRIOU;
BIKIARIS, 2009).
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massa de farmaco na particula (13)
Carregamento = - .100
massa de particulas

Em que massa de farmaco na particula foi obtida experimentalmente por
espectroscopia UV-vis e massa de particulas se refere a quantidade de particulas

adicionada experimentalmente (0,1 g).
3.2.9.4 Cristalinidade

Para avaliar a cristalinidade das formulacdes utilizou-se o método de Difracdo de
Raios X (DRX), uma técnica nio destrutiva, rapida e bastante versatil (ZWELL, 1974). Os
difratogramas foram obtidos no Laboratério de Caracterizacdo de Biomassa, Recursos
Analiticos e de Calibracio (LRAC), da Faculdade de Engenharia Quimica (FEQ) —
UNICAMP utilizando Difrator de Raios X (X’Pert-MPD, Philips), com as seguintes
condicdes de andlise: radiacdo Ka do Cobre, voltagem de 40 kV, corrente de 40 mA, 26 na

faixa de 5 a 50°, com passo de 0,02° e velocidade de 0,02°/s.
3.2.9.5 Determinagdo de grupos funcionais

A andlise de espectroscopia na regido do infravermelho pode ser empregada para
determinar os grupos funcionais existentes em determinada amostra, com base na interacao
entre a radiacdo eletromagnética e o material analisado, e respostas a partir da absor¢do
dessa radiacdo (WILSON, 1994). A introducdo de instrumentos de medicdo que empregam
a transformada de Fourier para obter o espectro (FT-IR) aumenta o desempenho da andlise,

com maior precisdo e maior velocidade na obtencdo dos dados (MADEJOVA, 2003).

No presente trabalho, a analise de FT-IR foi realizada no LRAC/FEQ/UNICAMP
(Espectrometro de Infravermelho, Nicolet 6700, Thermo Scientific) no modo de

transmitancia usando método KBr, na faixa de 4000-400 cm™! e resolugdo de 4em’,
3.2.9.6 Andlise morfologica

A técnica de Microscopia Eletronica de Varredura foi empregada para analisar a
morfologia e as caracteristicas superficiais das particulas. Essa andlise também foi realizada
no LRAC/FEQ/UNICAMP (Microscépio Eletronico de Varredura, Leo 4401, Oxford), com
as amostras sendo recobertas por uma camada de ouro de 200 A e obtendo-se micrografias
em diferentes ampliacdes. As particulas analisadas foram secas nas mesmas condicdes de

preparo de particulas, em temperatura ambiente.
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3.2.9.7 Diametro de particulas e distribuicdo de tamanho

O didmetro das particulas foi obtido através da técnica de Microscopia Optica,
realizada no LRAC/FEQ/UNICAMP (Microscépio Estéreo, DC4-456H, National). Para
cada formulagdo, foram obtidas imagens das particulas e o didmetro de 500 particulas foi
medido, utilizando o programa Image]. Assim, foi obtido o diametro médio de cada

formulagao, a distribui¢do de tamanhos e o ajuste do modelo Gaussiano a distribuicao.
3.2.9.8 Andlises térmicas

Para avaliar a estabilidade térmica de uma formulacdo em func¢do da variagdo da
temperatura do meio, utilizam-se a andlise termogravimétrica (TG) e a andlise térmica
diferencial (DTA). Na TG, o material € aquecido e o equipamento determina sua massa,
quantificando perdas e ganhos de massa e decomposi¢cdo ocorrida. J4 na DTA, a
temperatura do material é comparada a temperatura de um padrdo, durante seu
aquecimento, e verifica-se a ocorréncia de transformacdes endotérmicas ou exotérmicas,

identificadas por deflexdes no termograma obtido (SANTOS, 1975).

Ja a anélise de DSC permite monitorar o fluxo de calor entre uma amostra € uma
referéncia, submetidas a um aumento de temperatura controlado, ou seja, diferente da
andlise de DTA, que é puramente qualitativa, na andlise de DSC é possivel quantificar as
entalpias das transi¢des observadas (GROENEWOUD, 2001). Trata-se de uma andlise
amplamente empregada em estudos de pré-formulacdes para obter informacdes sobre
possiveis incompatibilidades fisicas ou quimicas entre o fiarmaco e seus excipientes
(VENKATARAM; KHOHLOKWANE; WALLIS, 1995). Esses estudos de pré-
formulacdes envolvem a determinacdo de propriedades fisicas e quimicas do farmaco, de
seus excipientes isoladamente e da combinagcdo de ambos (WADKE; SERAJUDDIN;
JACOBSON, 1989).

Para o presente estudo, as formulacdes foram analisadas em equipamento DTG-60
(Shimadzu) pertencente ao Laboratério de Engenharia Ambiental/Laboratério de
Engenharia e Processos Ambientais (LEA/LEPA) — FEQ/UNICAMP. As condi¢des de
analise foram atmosfera inerte de nitrogénio com fluxo de 50 mL/min, taxa de aquecimento

20 °C/min, na faixa de 30 — 1000 °C.
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Para a andlise de DSC, analisaram-se as melhores formula¢des obtidas no
desenvolvimento de formula¢des para cada fdrmaco e os farmacos puros. Utilizou-se
equipamento DSC1 (Mettler Toledo), pertencente ao LRAC/FEQ/UNICAMP. As
condi¢cOes de andlise foram atmosfera inerte de nitrogénio com fluxo de 50 mL/min, taxa de

aquecimento 10 °C/min, na faixa de 25 — 225 °C.

A fim de visualizar os fendmenos térmicos detectados nas andlises de DTA e DSC,
foi realizada Microscopia Hot-Stage, utilizando para isso microscépio 6tico DM2700 M
(Leica) acoplado a um controlador de temperatura LTS 420 (Linkam), ambos pertencentes
ao Laboratério de Equilibrio de Fases (LEF) da FEQ/UNICAMP. As amostras foram
submetidas a taxa de aquecimento de 10 °C/min e as imagens foram obtidas a cada 10 s, em
ampliacdo de 5x para as formulagdes e 20x para os farmacos puros, na faixa de 30 —

300 °C.

3.2.10 Ensaios de dissolucao in vitro

Através dos ensaios de dissolu¢ao in vitro € possivel simular o meio gastrointestinal
para avaliar o perfil de liberacio de farmaco em fung¢do do tempo (GIANOTTO et al.,
2007). Cada farmaco apresenta uma particularidade no ensaio de dissolu¢do, de acordo com
o proposto pela Farmacopeia Americana (XLI USP - UNITED STATES
PHARMACOPEIA, 2018). Em comum para o cetoprofeno e para o naproxeno, os ensaios
foram realizados em dissolutor, com aparato I (cesto), sob agitacdo de 50 rpm e temperatura
de 37,0 £ 0,5 °C. Em tempos pré-determinados, foram retiradas aliquotas de 5 mL, com
posterior reposi¢ao de 5 mL do meio fresco. A concentragdo de farmaco em cada aliquota

foi determinada por espectroscopia UV-visivel.

Para o cetoprofeno, utilizou-se uma quantia de particulas equivalente a 100 mg de
farmaco. No caso das formulacdes do planejamento experimental, fez-se uso direto de
900 mL de solugdo tampao fosfato (pH = 6,8) como meio de dissolucio (recomendado para
liberacdo prolongada desse firmaco); para as formulagdes de cetoprofeno com agentes
reticulantes, foi realizado ensaio considerando liberagdo retardada com o objetivo de avaliar
a gastrorresisténcia das particulas ao se adicionar os agentes reticulantes e também porque
o meio entérico usado € similar ao usado para liberacdo prolongada desse farmaco. Assim,
utilizou-se 1000 mL de meio de dissolucdo 4cido (pH 1,2) durante as primeiras 2 h e em

seguida 1000 mL do mesmo meio tampao (pH = 6,8) foi empregado até atingir o equilibrio.
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Isso foi realizado porque a gastrorresisténcia da blenda de sericina e alginato ja havia sido

comprovada por Vidart et al. (2018).

Para o naproxeno, foi utilizada uma quantia de particulas equivalente a 110 mg de
farmaco (considerando a dosagem ideal de 220 mg). Todas as formulagdes foram
submetidas a dissolu¢do direta em 900 mL de meio tampao (pH = 7,4). Para confirmar a
gastrorresisténcia das formulagdes com agentes reticulantes, cada uma também foi

submetida a dissolucdo em 1000 mL de meio acido (pH = 1,2).

3.2.11 Estudo cinético da liberacao

Os modelos matematicos apresentados na Secdo 2.3 — Farmacocinética, foram
aplicados aos dados experimentais obtidos nos ensaios de dissolu¢do in vitro, para posterior
avaliagio da cinética de liberagdo, por meio do programa Maple 17®. Os valores de
coeficiente de determinag@o ajustado (RZ;) e Critério de Informacdo de Akaike (AIC)

foram calculados para determinacao dos melhores ajustes.

O uso do R?; se justifica pela vantagem em eliminar uma limitagdo do convencional
coeficiente de determinacdo (R?). O valor do R2? sempre € reduzido ou se mantém constante
no caso de um parametro explanatério ser retirado, independente de sua importancia, o que
ndo acontece para o R2; (BAR-GERA, 2017). J4 o AIC é uma ferramenta util para
comparacdo de modelos com diferentes nimeros de parametros, incluindo modelos
incompativeis (MAIER, 2013). Esse parametro leva em consideragdo a acurécia do ajuste e

o nimero de parametros caracteristicos do modelo (MIRCIA et al., 2015).

3.2.12 Estudo de estabilidade

Além das proprias caracteristicas fisico-quimicas dos componentes de um produto
farmaceéutico, as caracteristicas ambientais, como temperatura, umidade e luz, também
influenciam em sua estabilidade. Seguindo a Resolugdo da ANVISA (RDC n° 45,
09/08/2012), foram realizados testes de estabilidade acelerado e de longa duragdo, para as
melhores formulacdes de cetoprofeno. No teste de estabilidade acelerado, a degradagdo foi
acelerada em condi¢Oes forcadas de armazenamento, enquanto no de longa duragdo foram
avaliadas condi¢Oes normais de armazenamento, visando verificar as caracteristicas do
farmaco durante e até depois de seu prazo de validade esperado. Para isso, as particulas
foram colocadas dentro de capsulas farmacéuticas, que foram armazenadas em blisteres. Os

blisteres contendo as capsulas foram armazenados em camara climatica e, a cada 3 meses,
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andlises de eficiéncia de incorporagdo e teste de dissolucdo in vitro foram realizadas. As
condicdes do teste foram: 6 meses, 40 + 2 °C, 75 + 5% UR para o teste acelerado e

12 meses, 30 £2 °C e 75 + 5% UR para o teste de longa duragio.

3.2.13 Estudo da citotoxicidade e viabilidade celular in vitro

Ao avaliar a viabilidade celular in vitro frente a um medicamento, este € colocado
direta ou indiretamente em contato com uma cultura de células de mamiferos, e qualquer
alteracdo celular € avaliada. Os testes in vitro tém sido utilizados como primeira etapa para
avaliar a biocompatibilidade de uma substancia. Comparados aos testes in vivo, apresentam
as vantagens de limitacdo do nimero de varidveis experimentais, obten¢do facilitada de

dados e em menor tempo (ROGERO et al., 2003).

O presente trabalho utilizou o ensaio de MTT para avaliar a viabilidade
celular/citotoxicidade in vitro das particulas produzidas e foi realizado no Laboratério de
Ciéncias Morfologicas e Moleculares em Farmacologia (LCiMM) da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP. O MTT € um ensaio colorimétrico para medir a
viabilidade, proliferacdo e ativacdo das células. No ensaio, a solu¢do aquosa do sal
Tetrazolium (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetraz6lio), de coloracdo
amarela, € convertida em formazan, um produto insolivel em dgua, de cor arroxeada, pela
acdo da enzima desidrogenase succinica, presente na mitocondria de células. A quantidade
de formazan produzida é proporcional ao nimero de células vidveis da mesma cepa ou

linhagem, nas mesmas condi¢des de cultivo (FOTAKIS; TIMBRELL, 2006).

A metodologia do estudo de viabilidade celular/citotoxicidade utilizou linhagem de
células do tipo queratindcito humano transformado (HaCaT) e seguiu o Protocolo de
Mosmann (1983). A linhagem de HaCaT € composta por células epiteliais, tratando-se de
uma linhagem amplamente empregada nesse tipo de estudo pela facilidade de propagacgdo e
fenétipo normal (Lopez-Garcia et al., 2014). Assim, como teste inicial para avaliacdo da
viabilidade celular, essa foi a linhagem escolhida. Em placas para cultura de células de 96
pocos foram adicionadas as células HaCaT (10* células/pogo), com volume final de 200 uL
em meio de cultura RPMI 1640. Amostras dos farmacos puros, das melhores formulagoes
de cada farmaco e de suas respectivas particulas sem farmaco foram adicionadas as placas
contendo as células, em concentracdes na faixa de 100 — 0,0001 pg/mL de células, e
mantidas incubadas por 72 horas. Esse tempo longo de incubacido poderia permitir que

efeitos de citotoxicidade que ndo aparecessem em menores tempos, pudessem ser
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observados (CHAMBERS et al., 2012). Ap6s esse periodo, 10 pL. de MTT, dissolvido em
tampao fosfato salino (PBS) na razdo de 5 mg/mL, foi adicionado a cada poco e,
posteriormente, mantidos incubados a 37 °C durante 4 horas. Para dissolver os cristais azuis

escuros, as células foram ressuspendidas em 150 pL. de 4lcool isopropilico. A absorbancia

foi lida em leitor de placas a 570 nm (RISS et al., 2016).

A viabilidade celular foi determinada pela Eq. 14.

AbSer (14)

% Viabilidade Celular = .100

Abscontrole

Em que Abs.,, se refere a absorbancia das amostras em contato com as formulacdes
desenvolvidas, nas diferentes concentracdes € Absconrole € referente a absorbancia do
controle positivo, nesse caso o cloridrato de doxorrubicina (SANTOS, 2015). Os ensaios

foram realizados em triplicata, em dois experimentos independentes.

3.3 Consideracoes sobre o material e a metodologia

No presente capitulo foi descrita detalhadamente a metodologia empregada para
producdo de particulas de sericina e alginato incorporadas com os farmacos cetoprofeno e
naproxeno, bem como as andlises realizadas para avaliacio da eficiéncia dessa

incorporagao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenvolvimento de formulacoes com cetoprofeno

4.1.1 Planejamento experimental: eficiéncia de incorporacao, carregamento
e dissolucio in vitro

A primeira etapa da obtenc@o de particulas com cetoprofeno incorporado seguiu a
metodologia de planejamento experimental fatorial 22. Ressalta-se que os ensaios foram
realizados de forma aleatdria, conforme proposto pelo programa Statistica®. Na Tabela 5
sdo apresentadas as formulagdes obtidas, bem como suas composi¢des de sericina, alginato
e de cetoprofeno e os resultados obtidos para as varidveis dependentes, eficiéncia de
incorporagdo, capacidade de carregamento de firmaco e tempo para liberacao de 85% do
farmaco (tss), sendo que o desvio padrao de cada varidvel se refere aos ensaios em
triplicata. Além disso, deve-se reforcar que as faixas de concentracdes de alginato e
farmaco foram determinadas de acordo com estudos anteriores, conforme mencionado na
Secao 3.2.7.1. Os pontos centrais (K5, K6 e K7) tiveram seus resultados agrupados em
“Centrais” e a formulaciio K2" se refere a uma formulagio similar a K2, porém composta

somente por alginato e fairmaco.

Tabela 5 — Formulagdes de cetoprofeno incorporado em blenda de sericina e alginato,
obtidas a partir do planejamento experimental, e resultados das varidveis dependentes

eficiéncia de incorporacdo, carregamento e tempo para liberacdo de 85%.

Formulagio SER  ALG CETO Inff:;fg;;‘od:% ) Cang,yj;“e““’ tss (min)
Kl 25 20 20 OL19%041°  2806%013° 94152157
K2 25 28 20 7496055  2054+0,15°  92,36+275
K3 25 20 40 85,53 £0,48° 40254023 103,73 +2,80°
K4 25 28 40 76484269 3200+ 1,16° 10509+ 136"
Centrais 25 24 30 83874633  31.85+240° 111,65 11,50°
K2" i 28 20 66,070,750 2509+028 158,33 %3887

Legenda: SER: concentracdo de sericina, ALG: concentracido de alginato, CETO:
concentracdo de cetoprofeno, todos em % (m/V). Os sobrescritos a, b, ¢, d se referem a
andlise de similaridade estatistica realizada por meio do teste de Tukey.

A eficiéncia de incorporacgdo se refere a quantidade de formaco que foi efetivamente

incorporada as particulas em relacdo a quantidade inicialmente adicionada, ou seja, trata-se
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de um parametro de processo que descreve a eficiéncia do método de preparacdo para
incorporar o farmaco a matriz polimérica. J4 o carregamento de fdrmaco expressa a
quantidade de farmaco presente em uma massa de particulas conhecida, sendo, portanto,
um indicativo da porcentagem da massa de particulas que corresponde ao fiarmaco
incorporado. Ambos sdo diretamente afetados pelas propriedades fisico-quimicas e
estruturais da matriz polimérica, e pela interacdo entre o firmaco, a matriz e 0 meio em que
estdo inseridos (JUDEFEIND; DE VILLIERS, 2009; SHEN et al., 2017). Os resultados
obtidos para esses dois parametros foram submetidos ao teste estatistico de Tukey, um teste
de comparacio de médias, no programa Statistica® (WILLIAMS, 1974). Assim, valores
com sobrescritos iguais na Tabela 5 sdo considerados estatisticamente equivalentes, com

95% de confianca.

Pode-se observar que os valores de eficiéncia de incorporagdo obtidos no
planejamento experimental variaram na faixa de 74,96 = 0,55% a 91,19 £+ 0,41%.
Estatisticamente, de acordo com o teste de Tukey, as formula¢des que apresentaram
eficiéncias iguais se agruparam assim: K1, K3 e Centrais; K2 e K4; K4 e Centrais.
Portanto, pode-se considerar que as maiores eficiéncias foram obtidas para formulagdes
com quantidades intermedidrias ou minimas de alginato. As maiores quantidades de
alginato foram responsaveis pelas menores efici€éncias, enquanto a quantidade de farmaco
parece ndo exercer grande influéncia sobre esse pardmetro. Os valores obtidos sdo bastante
semelhantes a outros reportados na literatura e indicam que elevada quantidade de farmaco
foi efetivamente incorporada durante a producdo das particulas. Abdallah et al. (2012)
obtiveram eficiéncias na faixa de 60,19% a 87,63% ao avaliar a produgao de microesferas
de cetoprofeno utilizando Eudragit®RS100 como matriz polimérica, enquanto Al-Tahami
(2014) obteve eficiéncias de 70,88% a 96,12% pela incorporacdo de cetoprofeno ao

alginato, dependendo da composi¢do das particulas.

O carregamento de farmacos apresentou valores na faixa de 20,54 + 0,15% a
40,25 £ 0,23%. No caso do maximo carregamento, esse valor significa que em 1 g de
particula hd 402 mg de farmaco. Estatisticamente, somente o par K4 e Centrais se
mostraram equivalentes. Todos os outros resultados do planejamento experimental
demonstraram diferenca estatistica com 95% de confianca, sendo que os maiores valores de
carregamento foram obtidos quando se aumentou a quantidade de fairmaco adicionada e
quando a quantidade de alginato foi reduzida. O carregamento afeta diretamente a

quantidade de particulas a serem encapsuladas para obter um determinado objetivo
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terapéutico. Al-Tahami (2014) obteve carregamentos de cetoprofeno na faixa de 19% a

60% em matriz polimérica de alginato, o que € coerente ao encontrado no presente trabalho.

Para efeitos de comparagio, foi obtida uma formulacdo contendo somente alginato e
farmaco, identificada na Tabela 5 como K2*, uma vez que foi produzida com a mesma
composi¢do de alginato e fairmaco da formulacdo que apresentou os menores valores de
eficiéncia de incorporacio e carregamento, a K2. O carregamento de K2" estd dentro da
faixa dos valores obtidos para o planejamento experimental, o que ja era esperado em
funcdo da fracdo de farmaco inicial, que demonstrou afetar diretamente essa grandeza.
Além disso, esse valor foi maior do que o obtido para K2, justamente em funcdo dessa
maior fragdo de firmaco, a qual também afetou o valor de eficiéncia, que para K2" foi o
menor valor apresentado na Tabela 5 e, também, o Gnico que nio apresentou similaridade
estatistica com nenhum dos demais valores apresentados. Ao comparar com K2, isso era
esperado, pois o aumento da razdo madssica farmaco:polimero gera menores efici€éncias de

incorporacdo (DHAKAR et al., 2010).

No entanto, a0 se comparar a K2 com a formulacdo K4, com razdes madssicas
farmaco:polimero proximas, observa-se que, tanto a efici€éncia quanto o carregamento, sao
maiores em K4. Isso significa que a sericina aprimorou a incorporagdo do cetoprofeno na
matriz, e isso pode ser explicado em funcdo dos fortes grupos laterais presentes em sua
estrutura, como os grupos hidroxila, carboxila e amina (ZHANG, 2002). Durante a etapa de
gelificacdo i0nica, esses grupos se ligam fortemente as moléculas de alginato, prevenindo a
perda de cristais de fairmaco, antes de sua completa incorporagdo. Em relagdao ao tempo de
liberagdao de 85% do farmaco, o maior valor, estatisticamente diferente dos demais, foi o da
formulagdo K2*, indicando que o alginato contribui na prolongacdo da liberacio do
cetoprofeno, em detrimento da blenda de sericina/alginato, a qual possibilitou tempos
menores de liberacdo e estatisticamente semelhantes para todas as formulacdes do
planejamento. Esse resultado ja havia sido observado por Freitas et al. (2018), que
avaliaram a incorporagdo do ibuprofeno a blenda de sericina e alginato, tendo observado

influéncia direta do alginato sobre a prolonga¢do da liberagao.

As varidveis dependentes também foram submetidas a uma andlise dos efeitos das
varidveis independentes, alginato e cetoprofeno inicialmente adicionados. Foram obtidos,
assim, os graficos de Pareto da Figura 23, considerando intervalo de confiangca de 95% e

célculo do erro puro, em funcao da repeticdo no ponto central.
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Os gréaficos de Pareto apresentam o valor absoluto da estimativa dos efeitos
padronizados e, destacada em vermelho, a linha representativa do p-valor = 0,05 (para 95%
de confianga). Efeitos com a barra azul ultrapassando a linha do p-valor sdo considerados
significativos. Pode-se observar que, no intervalo estudado, apenas a quantidade de firmaco
exerceu influéncia significativa sobre o carregamento. Em relacdo as demais varidveis
dependentes, nenhuma delas apresentou qualquer efeito significativo. Por essa razao,
optou-se por ndo apresentar a tabela ANOVA e as equacdes do modelo, que fariam sentido

apenas em caso de maior significancia do modelo obtido.

Figura 23— Gréficos de Pareto obtidos a partir da andlise dos efeitos das varidveis alginato e
cetoprofeno sobre a eficiéncia de incorporacdo, carregamento e tempo para liberagao de

85% do farmaco.

Grafico de Pareto de Efeitos Padronizados Grifico de Pareto de Efeitos Padronizados
Varidvel: Eficiéncia de Incorporagio Varidvel: Carregamento

i

(2) Cetoprofeno 0,0364184

(1) Alginato -1,99782 (2) Cetoprofeno 5.10711

05601466 (1) Alginato 3,00521

o ] 7 p=0.05 p=0,03
Estimativa de Efeitos Padronizados (Valor Absoluto) Estimativa de Efeitos Padronizados (Valor Absoluto)

Grafico de Pareto de Efeitos Padronizados
Varidvel: t85

09701177

Estimativa de Efeitos Padronizados (Valor Absoluto) p=005

A explicacdo para essa baixa significincia pode estar nas faixas de valores
empregadas para as varidveis independentes, escolha essa que foi funcdo direta do processo
de producdo de particulas. Como mencionado anteriormente, o aumento da quantidade de
farmaco prejudicava a eficiéncia de incorporagdo, enquanto valores baixos de alginato
demonstraram a formacdo de particulas ndo definidas e frageis, e valores altos de alginato

dificultaram o processo de gotejamento, por contribuir com o aumento da viscosidade das
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solugdes. Assim, em funcdo dessas limitagdes, restringiu-se a faixa de valores a 2,0 a

4,0% (m/V) para o farmaco e 2,0 a 2,8% (m/V) para o alginato.

Apesar da pouca significancia demonstrada por todos os parametros, € possivel
observar uma tendéncia em obter os valores desejados para cada varidvel, de acordo com os
resultados da Tabela 5. No caso da efici€éncia de incorporagdo, os maiores valores foram
obtidos para as menores quantidades de alginato adicionadas, com pouca varia¢do em toda
a faixa de farmaco, enquanto o carregamento foi maior, para maiores quantidades de
farmaco e menores quantidades de alginato adicionadas. No caso do tempo para liberacdao
de 85% do farmaco, deseja-se um maior tempo de liberacdo para obten¢do de formulagdes
prolongadas. Pode-se observar que esse resultado foi independente da quantidade de
alginato, e aumentou com o acréscimo da quantidade de farmaco adicionada. As
formulacdes K1, K3 e os Centrais apresentaram os maiores valores de eficiéncia de
incorporagdo, os quais sdo estatisticamente similares. O tempo de liberacdo para todas as
formulacdes do planejamento também foram estatisticamente iguais. Sendo assim, se
destaca apenas o carregamento, com maior valor obtido para a formulacdo K3, a qual
demonstrou diferenca estatistica das demais formula¢des. Pode-se considerar, entdo, que a
formulacdo K3, composta por 2,5% (m/V) de sericina, 2,0% (m/V) de alginato e

4,0% (m/V) de cetoprofeno, foi a melhor formulacao obtida no planejamento experimental.

4.1.2 Ensaios de liberacao in vitro

Como mencionado na Se¢do 3.2 — Metodologia, os ensaios de liberacdo in vitro das
formulacdes de cetoprofeno do planejamento experimental foram realizados diretamente
em tampao fosfato (pH = 6,8), simulando o meio entérico. O cardter gastrorresistente da
blenda de sericina e alginato foi verificado por Vidart et al. (2018) e, portanto, pretendeu-se
no presente trabalho verificar a ocorréncia da liberacao prolongada. Os perfis de liberagao
em funcdo do tempo, obtidos para as formulagdes K1 — K4 e para a formulagcdo K2, estdo
apresentados na Figura 24, assim como o perfil obtido nas mesmas condi¢cdes das
formulagdes do planejamento experimental, para o medicamento referéncia Profenid®
Entérico 100 mg. Ressalta-se que ao final dos ensaios, as particulas compostas somente por
alginato e farmaco se dilufam quase completamente. J4 as particulas compostas pela blenda

e farmaco finalizavam o ensaio mais definidas, mas com carater bastante intumescido.

Pode-se observar que todas as formulagdes apresentaram tempo de equilibrio da

liberagdo semelhante (~180 min), com exce¢do da formulagio K2, que apresentou tempo
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de equilibrio entre 240 e 300 min, como j4 era esperado pelo resultado da Tabela 5. Apesar
de essa liberacdo ter ocorrido num tempo curto, quando comparada a outros resultados para
a mesma blenda, 1440 min para o ibuprofeno (FREITAS et al., 2018) e 720 min para a
furosemida (BEZERRA, 2018), pode-se considerar que houve uma prolongacdo da
liberagdo ao comparar com o medicamento referéncia Profenid® Entérico. Shohin et al.
(2012) realizaram uma revisdo da literatura e de dados experimentais para auxiliar na
decisdo de renunciar a testes de bioequivaléncia in vivo para aprovacdo de formas sélidas
de dosagem oral e liberacdo imediata do cetoprofeno (processo conhecido como biowaiver,
ou bioisen¢ao). Os autores verificaram que se alguns pré-requisitos de formulacao e ensaios
in vitro fossem satisfeitos, seria possivel dispensar os ensaios in vivo. Dentre os critérios
citados, os autores estabeleceram que 85% do farmaco deveria ser liberado em até 30 min,
em tampao com pH 6,8. O resultado obtido no presente trabalho foi de tempos de liberagcao
acima de 90 min para liberagdo de 85% do farmaco (Tabela 5), o que indica perfil diferente
do esperado para sistemas de liberacdo imediata do cetoprofeno em meio tampao pH 6,8.
Pode-se considerar entdo que a blenda de sericina e alginato possibilitou obter prolongagao

da liberacdo com possibilidade de melhorar a eficicia terapéutica do medicamento.

Figura 24 — Curvas de dissolu¢do das formulacdes K1 — K4 do planejamento experimental

e do Profenid® Entérico, obtidas em tampao pH 6,8.

100 < a é 5
_ 8
i & T g
S 80- B -
Q
0 I
5 %07 S |
(1R
E W K1
18, 401 I | = K2
® | 1 o K3
2 i o K4
3 20- # A K2
| % & Profenid
28
O‘LQ' — 1 ' T ' T ' T * T * T 7 1
0 30 60 90 120 150 180 210 240

Tempo (min)

Pode-se observar que as formulacdes desenvolvidas apresentaram uma liberagao

mais lenta do que aquela apresentada pelo medicamento referéncia. Além disso, a liberacao
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dele atinge um patamar em valor de liberagdo mais baixo (~ 91%) do que o obtido para a
maioria das formulagdes do presente trabalho (~ 95%), demonstrando que ha possibilidade
de maior disponibilidade de farmaco para a acdo terapéutica nas formulagdes desenvolvidas
nesse trabalho. Essa diferenca entre os resultados das formula¢des e do Profenid pode ser
analisada pelo fator de similaridade (f2), altamente recomendado para comparacido de
curvas de dissolucdo e calculado de acordo com a Eq. 15. Duas curvas de dissolugdo sio

consideradas similares se 50 < f2 < 100 (KALEEMULLAH et al., 2017).

(15)

f2 =50 log {[1 +i2§_1(Rt - Tt)z] '5.100}

Em que R; é o valor de dissolu¢do referéncia no tempo #, T; € o valor de dissolucao
da formulacdo a ser comparada no mesmo tempo e x € o nimero de pontos da dissolucdo. A
Tabela 6 apresenta os dados de f2 obtidos ao se comparar a curva de dissolu¢do de cada

formulac@o com a curva obtida para o medicamento referéncia.

Tabela 6 — Fator de similaridade (f2) in vitro para comparagao dos perfis de dissolu¢ao

obtidos para as formulagdes e o Profenid® Entérico.

Formulaciio ALG CETO 0 l?erﬁl df

(%, m/V) (%, m/V) Dissolucao
K1 2.0 2.0 48,35 Diferente
K2 2.8 2.0 46,22 Diferente
K3 2.0 4.0 38,74 Diferente
K4 2,8 4,0 37,98 Diferente

Centrais 2.4 3,0 40,07 Diferente

K2* 2,8 2,0 38,37 Diferente

Observa-se na Tabela 6 que nenhuma formulacdo apresentou valor de 2 > 50,
indicando que ndo hé similaridade entre as curvas de dissolucdo das formulacdes obtidas e
a curva do medicamento comercializado. Assim, pode-se concluir que a nova forma
farmacéutica tem perfil de dissolucdo diferenciado em comparacio ao Profenid® Entérico,
também desenvolvido para ser gastrorresistente, porém com liberagdo mais rdpida ao

atingir o meio entérico.
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4.1.3 Caracterizacdo das particulas de cetoprofeno obtidas pelo
planejamento experimental

A etapa de caracterizacdes das particulas de cetoprofeno foi realizada sobre todas as
formulacdes do planejamento experimental e sobre o firmaco cetoprofeno puro. Quando
fosse necessdrio, para efeitos de comparacdo, foi analisada também a formulacdo contendo
somente a blenda de sericina e alginato, com composi¢do similar a dos pontos centrais do

planejamento, por ser a composicao intermedidria dentre todas as analisadas.
4.1.3.1 Cristalinidade

A fim de avaliar as interacdes entre os componentes da matriz polimérica, sericina e
alginato, foi realizada a difrag@o de raios X sobre a blenda e também sobre a mistura fisica
dos componentes da blenda. Para isso, a sericina foi extraida e seca a 100 °C, e depois foi
misturada ao alginato comercial. Os difratogramas obtidos s@o apresentados na Figura 25,

em que M.F. se refere a mistura fisica.

Figura 25 — Difratogramas obtidos por DRX para a blenda de sericina e alginato (SerAlg) e

para a mistura fisica de sericina e alginato (SerAlg M.F.).
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Pode-se observar que tanto o difratograma das particulas formadas pela blenda de
sericina e alginato (SerAlg) quanto o da mistura fisica dos componentes (SerAlg M.F.),

apresentam caracteristica predominantemente amorfa, com alguns picos cristalinos
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representativos de seus componentes, mais evidentes na mistura fisica. A sericina de alta
massa molar apresenta uma banda tipica préxima a 20°, caracteristica de sua conformacao
de folhas-f cristalinas, além de bandas mais amplas préximas a 10°, 28° e 43° (GUPTA et
al., 2013; MIYAKE et al., 2003), enquanto o alginato apresenta picos caracteristicos em
13,5°, 22° e 39° relativos as estruturas de poliguluronatos, polimanuronatos e outros halos
amorfos, respectivamente (SUNDARRAJAN et al., 2012). Ao comparar os difratogramas
da Figura 25, observa-se a reduc@o na intensidade dos picos caracteristicos da sericina e
alginato em SerAlg, em funcdo da reducdo no grau de cristalinidade, possivelmente pela
forte interagcdo intermolecular entre seus componentes, causada pela reticulacao e formagao
da blenda. Esse fato confirma a boa compatibilidade entre os polimeros da blenda, com
uma mudanga para uma caracteristica mais amorfa. Considerando a aplicagdo farmacéutica,
¢é desejavel que esse perfil seja atingido, tornando as particulas mais soliveis e permitindo a

liberag@o do farmaco de forma gradual.

Na Figura 26 (A) os difratogramas das particulas compostas pela blenda de sericina
e alginato (SerAlg) sao comparados aos difratogramas obtidos para as formulacdes do

planejamento experimental (K1 — K7) e para o firmaco cetoprofeno puro (Ceto).

O difratograma do cetoprofeno puro apresenta caracteristica predominantemente
cristalina, com picos bem definidos em 20 = 13,13°, 14,38°, 17,31°, 18,37°, 20,07°, 22,86° ¢
23,88° (SALMAN et al., 2015). Ao se analisar os difratogramas das formulacdes K1 — K7,
observa-se grande semelhanca entre todos eles, com caracteristica cristalina predominante e
com os picos do cetoprofeno ainda detectados na mesma posi¢do, indicando que ele nao
sofreu grandes mudancas estruturais ao ser incorporado, se apresentando ainda na forma de
cristais no interior das particulas (BELKACEM; SHEIKH SALEM; ALKHATIB, 2015).
No entanto, analisando-se a Figura 26 (B), na qual se comparam as intensidades dos picos
do farmaco e das formulacdes K1 — K4 observa-se uma reducdo significativa dessa
intensidade. Ressalta-se que foram apresentadas somente essas formulacdes em funcdo da
semelhanga com as demais. Assim, conclui-se que parte do farmaco incorporado se
apresenta numa forma amorfa, em funcdo da mistura fisica ou dissolu¢io na matriz
polimérica. Essa mistura ocorre por meio dos grupos funcionais da blenda se ligando a uma
pequena fracdo dos grupos funcionais do farmaco através, por exemplo, de ligacdes do tipo
ponte de hidrogénio. Resultado similar foi observado por Mathew er al. (2009), que
verificaram que o cetoprofeno incorporado em microesferas de albumina também

apresentou caracteristica cristalina, com parte do firmaco convertida a forma amorfa.
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Figura 26 — (A) Difratogramas obtidos por DRX para as formula¢des do planejamento
experimental (K1 — K7), para o fairmaco puro (Ceto) e para a blenda de sericina e alginato
(SerAlg) e (B) difratogramas obtidos para as formula¢des K1 — K4 e para o farmaco puro

(Ceto), evidenciando suas intensidades.
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4.1.3.2 Grupos funcionais

Para avaliar os grupos funcionais, também foi realizada a andlise de FT-IR sobre a
blenda de sericina e alginato e sobre a mistura fisica desses compostos, com 0s espectros

apresentados na Figura 27, sendo M.F. correspondente a mistura fisica.
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Figura 27 — Espectros de FT-IR obtidos para a blenda de sericina e alginato (SerAlg) e para

a mistura fisica de sericina e alginato (SerAlg M.F.).

w
ICS1TAY
N L
|/l !
“=SerAlg
= e W
S
S ""“\m-_h .
i ki y
g II‘ |L
1 1 Al
S \ / H ¥
E \‘ ! ‘\ [
) 1 F |
g \ - | ALY
= | £ ,
: ‘ \ | 3 (I . | -
\ T SerAlg M.F. |
L | |
T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Comprimento de Onda (cm'1)

A andlise de FT-IR € uma técnica amplamente empregada na identificacdo de
grupos funcionais, uma vez que esses grupos sdo capazes de absorver energia em
comprimentos de onda especificos, permitindo sua identificacado (MOODY; NEEDLES,
2004). A sericina, sendo uma proteina, apresenta bandas caracteristicas de grupos amida.
Duas bandas relacionadas a amidas A e B podem ser visualizadas na faixa de 3000 —
3500 cm™, e sdo relacionadas ao alongamento N — H, que se sobrepde aos residuos
hidroxilados de aminoécidos. Outros grupos amida presentes na sericina podem ser
identificados no espectro, como a amida I (1600 — 1700 cm™), amida II (1504 — 1582 cm™)
e amida III (1200 — 1350 cm™). A regido da amida I possibilita a identificacdo das
estruturas secundérias dessa proteina, a qual é composta predominantemente por uma
estrutura de bobina aleatéria amorfa (solavel) e, em menor quantidade, por uma estrutura
organizada de folhas-f cristalinas (dificil de dissolver) (CASTRILLON et al., 2018;
PADAMWAR; PAWAR, 2004). No espectro da SerAlg M.F. observa-se um pico em 1620
cm’!, correspondente as folhas-B. Na blenda (SerAlg), a intensidade desse pico é reduzida e
ele € deslocado para a faixa de 1647 — 1655 cm™!, que € equivalente a estrutura de bobinas
aleatérias (HU; KAPLAN; CEBE, 2006). Assim, pode-se concluir que a reticulagdo,

associada a formac¢do da blenda, contribuiu para a transformacgdo da estrutura secundaria da
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sericina, de folhas-P para bobinas aleatérias (TURBIANI et al., 2011). Isso confirma o que
havia sido observado na andlise de DRX, na qual houve a reducdo do pico equivalente a
estrutura cristalina, e corrobora com a aplicagdo farmacéutica dessa blenda. Ao obter uma
forma mais solivel, é possivel obter a liberacdo gradual de firmaco ao permitir o

inchamento da matriz polimérica em contato com soluciao aquosa.

No que se refere a estrutura do alginato, na faixa de 3200 — 3600 cm™!, ocorre uma
banda ampla referente ao estiramento — OH de polissacarideos naturais (SAARAI et al.,
2013). Esta banda pode também estar relacionada aos grupos amida A e B da sericina e
teve sua intensidade reduzida na blenda (SerAlg), possivelmente pela reducdo das ligagdes
intramoleculares. Saarai et al. (2013) desenvolveram hidrogéis de alginato e gelatina e
concluiram que um pico em 1025 cm’, seguido da banda em 1071 cm’, relacionado aos
estiramentos C — C e C — O, estao diretamente ligados a ocorréncia da reticulacdo. Bandas
similares sdo visualizadas no espectro da SerAlg, mas ndao ocorrem em SerAlg M.F.,,
confirmando a ocorréncia desse processo. Outras bandas do alginato coincidem com
aquelas dos grupos amida da sericina, e estdo presentes somente no espectro de SerAlg
M.F., sendo elas em 1620 e 1410 cm’, referentes ao estiramento de grupos carboxila

assimétrico e simétrico, respectivamente (WANG; WANG; HUANG, 2017).

Na Figura 28, sdo apresentados os espectros de infravermelho das formulagdes K1 —
K7 e do farmaco cetoprofeno puro, comparados ao espectro da blenda de sericina e

alginato.

O espectro do cetoprofeno puro apresenta algumas bandas caracteristicas desse
farmaco. Préximo a 3000 cm™, se refere a vibragdo de alongamento do anel aromatico; em
1696 e 1651 cm’! ocorre pelo estiramento C = O do 4cido carboxilico e da cetona,
respectivamente; e em 1601 e 1440 cm™, pelo estiramento C = C e C — C do anel aromético
(AL-TAHAMLI, 2014; VITTAL et al., 2012). Com relagdo as formulacdes K1 — K7, picos
similares ao do formaco puro sio observados, além da ampla banda préxima a 3500 cm™,
caracteristica da matriz polimérica. Nao houve desaparecimento ou substituicio de
qualquer banda, indicando que ndo ocorre uma forte interacdo entre o firmaco e os
polimeros da blenda (firmaco mantém sua caracteristica original), confirmando também
sua compatibilidade e estabilidade no processo de incorporacdo. O resultado da Figura 28
confirma o que foi observado na andlise de DRX, de que o farmaco se encontra

predominantemente em sua forma cristalina, mesmo quando incorporado nas formulacdes.
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Figura 28 — Espectros obtidos por FT-IR para as formula¢gdes K1 — K7, para o formaco puro

(Ceto) e para a blenda de sericina e alginato (SerAlg).
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4.1.3.3 Andlise morfologica

Na Figura 29 sdo apresentadas as micrografias obtidas por microscopia eletronica de
varredura para a blenda de sericina e alginato, para o firmaco cetoprofeno puro e para as
formulacdes K1 — K4. As micrografias das demais formula¢des ndo foram apresentadas,
pois sua andlise se assemelha as apresentadas. Para uma melhor avaliagdo, foram obtidas
micrografias do corte da secdo transversal das particulas, identificadas na Figura pela letra

(C), possibilitando visualizar seu interior.
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Figura 29 — Micrografias obtidas por MEV da blenda de sericina e alginato (SerAlg), do
cetoprofeno puro (Ceto) e das formulacdes K1 — K4, nas ampliacdes de (A) 150x, (B) e (C)
3000x. As micrografias (A) e (B) foram obtidas da superficie externa das particulas e as

micrografias (C) a partir do corte da secdo transversal das particulas.
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Analisando as micrografias (A), com ampliacdo de 150x, pode-se observar que
aquela composta somente pela blenda de sericina e alginato (SerAlg) é a que apresenta
superficie mais homogénea, sem as rugosidades observadas nas particulas das formula¢des
K1 — K4. No caso das formulacdes, observa-se um aumento do tamanho das particulas,
maior homogeneidade e desaparecimento das fissuras (identificadas em vermelho na
Figura), influenciados principalmente pelo aumento da quantidade de firmaco adicionada
(formulacdes K3 e K4). Essa caracteristica contribuiu para retardar a liberacdo do farmaco,
observada na Tabela 5, possivelmente por dificultar a penetracio de solucdo aquosa,
requerida para o inchamento e desintegracdo das particulas. As fissuras de K1 e K2
contribuiram para um menor tempo de liberacdo de 85% do firmaco, enquanto o oposto

ocorreu para K3 e K4.

Nas micrografias com ampliagdo de 3000x obtidas da superficie externa das
particulas (K1 — K4 (B)) nao é possivel observar a presenca do fiormaco, uma vez que estas
se assemelham muito a estrutura visualizada em SerAlg (B). Isso indica que o firmaco se
encontra no interior dessas particulas, o que pode ser confirmado pelas micrografias do
corte da secdo transversal (K1 — K4 (C)). Em SerAlg (C), observa-se uma superficie lisa,
inclusive mais do que aquela observada externamente (SerAlg (B)), possivelmente pelo
elevado grau de reticulacdo atingido na formacao da blenda. Nas formulacdes, € possivel
observar a presenga dos cristais de farmaco semelhantes aqueles da micrografia Ceto (B),
confirmando o que havia sido analisado no DRX e no FT-IR, de que o firmaco incorporado

manteve sua caracteristica predominantemente cristalina.
4.1.3.4 Diametro de particulas e distribuicdo de tamanho

Por meio da microscopia 6tica foram obtidas imagens das particulas com ampliagdo
de 10x e, utilizando o programa Image]®, mediu-se o didmetro de 500 particulas de cada
formulacdo. Na Tabela 7, apresentam-se o didmetro médio obtido para cada formulagao,
assim como o R2; obtido do ajuste Gaussiano (funcdo normal) a frequéncia relativa da

distribuicdo. Os perfis de distribuicdo de tamanhos obtidos sdo apresentados na Figura 30.
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Tabela 7 — Diametro médio das particulas e R2;; do ajuste de Gauss para as formulacdes K1

- K7.
Formulacao Diametro Médio (mm) R2,;
K1 0,88 £0,10 0,907
K2 0,96 £ 0,10 0,938
K3 1,04 £0,11 0,907
K4 1,08 £ 0,12 0,922
K5 1,08 £0,11 0,905
K6 1,03 £0,11 0,936
K7 1,04 £0,11 0,920

As formulacdes de cetoprofeno apresentaram didmetro médio na faixa de
0,88 0,10 a 1,08 £ 0,12 mm, tamanho adequado para particulas a serem empregadas em
sistemas multiparticulados, as quais devem apresentar didmetros na faixa de 0,05 — 2,00
mm (DEY; MAJUMDAR; RAO, 2008). Estatisticamente, pelo teste comparativo de médias
de Tukey, todos os didmetros sdo equivalentes com 95% de confianca. Porém, pode-se
analisar a tendéncia dos tamanhos obtidos. Ao se aumentar as quantidades de alginato e de
farmaco adicionadas, houve também um aumento dos didmetros das particulas, em funcao
da maior quantidade de material compondo essas particulas, conforme ja havia sido

observado nas micrografias da Figura 29.

O tamanho e distribuicdo de tamanhos das particulas carregadas com farmacos
podem influenciar a administracdio do medicamento, sua distribui¢do no organismo, a
degradacdo da matriz carregadora, a cinética de liberacdo e a eficiéncia terapéutica, sendo
considerados parametros cruciais para a seguranca do paciente durante a terapia
medicamentosa (UYEN ef al., 2019). Em relacdo aos dados obtidos na Tabela 7, ndo foi
possivel observar uma relagdo direta entre o tamanho das particulas e os parametros
eficiéncia de incorporacdo e carregamento de fairmaco. No entanto, os maiores tempos de
liberag@o de 85% do farmaco incorporado ocorreram para as maiores particulas. Isso pode
ter ocorrido porque no caso de particulas maiores, uma menor area de superficie em relagdao
a massa total estd exposta ao meio de dissolu¢do, o qual deve penetrar nas particulas para

intumescé-las e permitir a liberacdo do farmaco.
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Figura 30 — Distribui¢do de tamanhos obtida para as formulacdes K1 — K7.
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O perfil de frequéncia relativa mostra a porcentagem de particulas, dentre o total,
que apresenta determinado diametro. Por exemplo, no caso da formulacdo K1, 19,6% das
particulas apresentam didmetro de 0,925 mm. J4 o perfil de frequéncia cumulativa se refere

a porcentagem de particulas que sdo menores do que o valor de didmetro correspondente. E
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importante avaliar esses parametros, pois mesmo que duas amostras apresentem O mesmo
diametro médio, € possivel que sua distribuicao seja diferente (GRIESSER; STOWELL,
2003). A partir da frequéncia cumulativa, é possivel obter os parametros D10, D50 e D90
que se referem aos valores de didmetro que limitam o tamanho de 10, 50 e 90% do total de
amostra, respectivamente. A partir desses parametros, pode-se obter o Span da distribuicdo,

o qual permite caracterizar sua amplitude, conforme a Eq. 16.

D90 - D10
D50

Span = (16)

O Span fornece uma indica¢do de qudo distantes estdo os valores de D10 e D90,
normalizados pelo ponto médio (D50). Com isso, obtém-se a amplitude da distribui¢do de
tamanhos, a qual deve ser a menor possivel para caracterizar maior homogeneidade nos
tamanhos das particulas. Deve-se ressaltar que um bom ajuste do modelo de Gauss ndo
indica, necessariamente, baixa amplitude da distribui¢do. Para melhor andlise, calcularam-
se os valores de Span apenas das formula¢des K1 — K4, a partir dos perfis de frequéncia

cumulativa da Figura 31. Nela, as linhas em rosa destacam as bases para determinacdo de
D10, D50 e D90.

Figura 31 — Frequéncia cumulativa da distribui¢do de tamanhos das formulagdes K1 — K4.
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As formulacoes K1, K2, K3 e K4 apresentaram, nessa ordem, os seguintes valores
de Span: 0,279, 0,280, 0,296 e 0,299. Pode-se concluir que o aumento de alginato, mas

principalmente o aumento de firmaco, adicionados inicialmente, contribui para amplificar a
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distribui¢do de tamanho (aumento do valor do Span). Isso ocorre, pois hd um aumento da
viscosidade da solu¢do a ser gotejada, contribuindo para aumentar a coalescéncia das
particulas e, consequentemente, alargar a distribuicdo de tamanhos (AZEVEDO; PINTO,
2019).

No que se refere aos ajustes de Gauss da frequéncia relativa, apresentados na Figura
31, com os respectivos R2; apresentados na Tabela 7, pode-se observar que todos
apresentaram um bom ajuste, seguindo uma distribuicdo normal, com valores de R2;; acima
de 0,9 para todas as formulacdes. Pelos valores obtidos, pode-se concluir que o alginato
contribui para melhorar esse ajuste, com os melhores valores de R2; encontrados para as

formula¢des com as maiores quantidades de alginato.
4.1.3.5 Andlises térmicas

Diversas técnicas podem ser empregadas para realizar a andlise térmica de
determinada amostra. Dentre as mais comuns, podem ser citadas a andlise térmica
diferencial, DTA, a calorimetria exploratéria diferencial, DSC, e a andlise
termogravimétrica, TG. Na DTA, mede-se a diferenca de temperatura entre a amostra e
uma referéncia, que nao sofre mudancas de fase, submetidas a um aumento de temperatura
controlado. Sua limita¢do reside no fato de ndao permitir quantificar os resultados de
entalpia das transi¢des da amostra. Por essa razao, foi concebida a andlise de DSC, visando
justamente eliminar tais limitagdes. Nesse caso, mede-se a diferenga de fluxo de calor entre
a amostra e a referéncia. Na andlise de TG (e, consequentemente, em sua derivada DTG)
mede-se a mudanca na massa da amostra em funcao do aumento de temperatura a que ela

esta submetida (STODGHILL, 2010).

As analises de TG/DTG e DTA foram realizadas simultaneamente e, inicialmente,
sobre os componentes da blenda, sericina e alginato. Na Figura 32 sdo apresentados os

perfis obtidos para essas duas amostras, para posterior comparacao com a blenda formada.
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Figura 32 — Perfis de TG/DTG e DTA obtidos para a sericina e alginato puros.
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Analisando-se as curvas TG/DTG da sericina, observam-se diversas perdas de
massa, associadas aos fendmenos que podem ser observados na curva de DTA. Préximo a
70 °C, a perda estd associada a evaporagdo de dgua. Na faixa entre 200 — 600 °C ocorre uma
perda de massa mais significativa, com diferentes regides de decomposicao: entre 200 e
308 °C, entre 308 e 446 °C e entre 446 e 600 °C. Nessa faixa, as perdas de massa se
associam a degradacdes dos grupos laterais dos aminodcidos e clivagem das ligagcdes
peptidicas (ZHANG et al., 2012). Na curva de DTA, picos exotérmicos nessa faixa estdo
associados a decomposi¢do (quando ha perda de massa correspondente), mas também a
recristalizacdo (sem perda de massa) de estruturas de bobinas aleatérias em folhas-3

(MAGOSHI et al., 1977; STODGHILL, 2010).

As curvas de TG/DTG do alginato indicam uma pequena perda de massa préxima a
100 °C, também representada por um pico endotérmico na curva de DTA, relacionada a
perda de dgua. Porém, a perda mais pronunciada ocorre em 256 °C, referente a degradacdo
das cadeias carbOnicas do alginato e formagdo de Na,CO;3; e material carbonizado, o qual
decompde de forma mais lenta na faixa de 600 — 750 °C. Todas essas perdas se relacionam
aos picos exotérmicos observados na curva de DTA (SOARES et al., 2004). Ao final do
ciclo de aquecimento, restou ainda cerca de 15% da amostra como um residuo formado por
material inorganico e altamente estdvel a altas temperaturas (acima de 800 °C), resultado
similar ao reportado por outros autores (FERNANDES er al., 2018; SKWAREK et al.,
2017).

Na Figura 33 sdo apresentados os perfis de TG/DTG e DTA obtidos para a blenda
de sericina e alginato, para o cetoprofeno puro e para as formulacdes K1 — K4. As demais

ndo foram apresentadas devido a similaridade na analise.
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Figura 33 — Curvas de TG/DTG e DTA obtidas para a blenda de sericina e alginato

(SerAlg), para o cetoprofeno puro (Ceto) e para as formulagdes K1 — K4.
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Analisando-se as curvas de SerAlg, observa-se novamente uma pequena perda de
massa relacionada a umidade, abaixo de 100 °C. Em seguida, na faixa de 200 a 600 °C
ocorrem perdas de massa mais significativas em diferentes estigios, com as mais
pronunciadas em 200, 300, 400 e 600 °C. Como observado anteriormente, essas perdas
estdo associadas aos fendmenos de decomposi¢do da sericina e do alginato. No caso da
sericina, ocorre a degradacdo de grupos laterais e clivagem das ligagdes peptidicas. Ja o
alginato se decompde em subprodutos pela destrui¢do das ligagdes das cadeias carbOnicas.
Na curva de DTA, até 400 °C, a perda de massa estd relacionada a fenOmenos
endotérmicos, sendo que nos componentes puros (Figura 32) as perdas nessa faixa se

associavam a fendmenos exotérmicos. Possivelmente, a reducdo do grau de cristalinidade
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observada nas andlises de DRX e FT-IR causaram essa alteracdo. Assim, apds a formacao
da blenda, o aumento da temperatura pode provocar mudangas na estrutura da blenda, com
movimentos segmentares das cadeias amorfas, associados a absorcdo de calor. Esses
movimentos sdo facilitados pela aleatorizacdo das cadeias poliméricas (NAGURA et al.,
2001). Na faixa de 500 — 600 °C ha a ocorréncia de fendmenos exotérmicos bastante
significativos, associados a decomposicao do material que compde a blenda e formacgao de
subprodutos. Mais uma vez, cerca de 17% de material inorganico permanece como residuo

da andlise, possivelmente por sua elevada estabilidade a altas temperaturas.

As curvas de TG/DTG do cetoprofeno foram separadas em dois eixos y a esquerda
do gréfico, para melhor visualizacdo. Observa-se que esse firmaco apresenta perda de
massa em uma etapa, na faixa entre 200 — 340 °C. Na curva de DTA, hé a ocorréncia de um
pico acentuado entre 90 — 130 °C, referente a fusdio do material e sem perda de massa
equivalente. Na literatura, a fusdo do cetoprofeno € reportada na faixa 94 — 97 °C. Pr6ximo
a 400 °C observam-se a ocorréncia de dois eventos endotérmicos em sequéncia, os quais
correspondem a decomposi¢ao térmica do farmaco, e estdo associados a perda significativa

observada anteriormente (TITA; FULIAS; TITA, 2013).

Observando-se entdo as curvas de TG/DTG e DTA das formulacdes obtidas (K1 —
K4), observa-se bastante semelhanca com os perfis obtidos para a blenda, adicionados do
fenomeno de fusdao e decomposicdo do farmaco, visualizados especialmente na DTA.
Proximo a 100 °C, além do fendmeno de desidratacdo, hd a fusdo do cetoprofeno e, por

isso, os picos de DTA das formulacdes nessa faixa sao mais pronunciados.

Para verificar a compatibilidade entre o farmaco e os componentes da blenda,

plotaram-se no mesmo gréifico as curvas de DTA obtidas para SerAlg, Ceto e a formulagdo

K3, conforme exposto na Figura 34 (OLIVEIRA; FERRAZ; MATOS, 2005).

Pode-se observar bastante semelhanga entre os perfis obtidos, com a ocorréncia dos
eventos térmicos das espécies isoladas e sobreposi¢@o das curvas individuais. Considerando
a curva de K3 como uma soma dos eventos térmicos observados em SerAlg e Ceto, pode-se
assumir que ndao houve interacdo entre o farmaco e a blenda, confirmando sua
compatibilidade. O principal evento térmico associado € a fusdo do farmaco, que
permanece em sua faixa original, mesmo apds a incorporacdo a blenda de sericina e

alginato.
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Figura 34 — Curvas de DTA obtidas para a blenda de sericina e alginato (SerAlg), para o

farmaco puro (Ceto) e para a formulacdo K3.
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4.1.4 Analise geral da producio de particulas de cetoprofeno incorporado a
blenda de sericina e alginato

Diante de todas as andlises apresentadas a cerca da incorporacdo do cetoprofeno a
blenda de sericina e alginato, foi possivel observar que poucas variagdes foram obtidas a
partir do planejamento experimental aqui proposto. As limita¢des nas faixas de quantidades
de farmaco e de alginato adicionados fez com que pouca variagdo fosse observada nas
formulag¢des obtidas. Apesar disso, verificou-se um aumento da eficiéncia de incorporagao
e do carregamento pela redu¢do da quantidade de alginato, além de aumento no
carregamento e no tempo de liberagdo pelo aumento da quantidade de formaco. Apesar de
ter sido demonstrada a obtencdo de uma nova forma farmacéutica, o tempo de liberacao
total foi de 3 h, inferior a resultados obtidos para outros firmacos como ibuprofeno
(FREITAS et al., 2018) e furosemida (BEZERRA, 2018), abrindo margem para novos

ensaios visando prolongar ainda mais a liberacdo do cetoprofeno.

Para isso, recorreu-se a adicdo de um agente reticulante covalente a blenda de
sericina e alginato, o que possibilita obter hidrogéis com uma estrutura tridimensional
permanente, dada a caracteristica irreversivel das ligagdes covalentes. Com isso, € possivel
obter maior resisténcia mecanica das particulas, proporcionando um melhor controle da
liberagdo do farmaco (BERGER et al., 2004). A composicdo das novas formulagdes foi
baseada no melhor resultado obtido na etapa anterior, ou seja, da formulagdo K3

(2,5% (m/V) de sericina, 2,0% (m/V) de alginato e 4,0% (m/V) de cetoprofeno).
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4.1.5 Avaliacao de agentes reticulantes covalentes adicionados as particulas
de cetoprofeno

4.1.5.1 Determinacdo do agente reticulante

Para determinar o melhor agente reticulante covalente para o sistema
sericina/alginato/cetoprofeno, foram avaliados os seguintes compostos: dlcool polivinilico
(PVA), fosfato de sédio dibdsico (DSP), hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e
proantocianidina (PA). O PVA, um polimero sintético hidrofilico com baixa toxicidade e
caracteristica de degradabilidade (NARRA et al., 2012), foi previamente reportado como
agente reticulante tanto da sericina (CHAO et al., 2018) quanto do alginato (ANWAR et
al., 2017). Ja o DSP, reagente de baixo custo amplamente empregado para obter formas
farmacéuticas biodegraddveis e biocompativeis (LI et al., 2011), foi reportado como
reticulante da celulose (WIT, 2015) e da quitosana (FREGNAN ef al., 2016). O HPMC ¢é
um polimero sintético obtido a partir de modificacdes da celulose e que apresenta baixa
toxicidade (BURDOCK, 2007), com resultados reportados para reticulacio da quitosana
(ZEESHAN et al, 2018). A PA € um metabdlito natural composto por estruturas
polifendlicas e comumente extraido de sementes de uvas, possui baixa toxicidade e
biocompatibilidade, tendo sido reportado como reticulante do coligeno (HAN et al., 2003)

e da gelatina (HUANG et al., 2012).

Dessa forma, as particulas foram produzidas utilizando 2% (m/V) do respectivo
agente reticulante na composicdo da formulacdo K3, sendo obtidas as formulacdes K-PVA,
K-DSP, K-HPMC e K-PA para cada um dos reticulantes descritos anteriormente. Na Figura
35, sdo apresentados os resultados de efici€éncia de incorporacdo e carregamento obtidos

para cada uma dessas formulacdes.
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Figura 35 — Resultados de eficiéncia de incorporacio e carregamento obtidos para as

formulagdes utilizando agentes reticulantes, K-PVA, K-DSP, K-HPMC e K-PA.
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A eficiéncia de incorporagdo apresentou resultados na faixa de 77,97 + 0,40% a
97,39 + 0,49%, indicando uma pequena melhora em relagao a faixa obtida somente com a
blenda (74,96 + 0,55% a 91,19 + 0,41%) e o carregamento, na faixa de 29,70 + 0,15% a
37,10 = 0,18%, indicou resultados dentro da faixa obtida anteriormente (20,54 + 0,15% a
40,25 +0,23%). Aplicando-se o teste estatistico de comparacdo de médias de Tukey,
obtém-se que tanto a efici€éncia de incorporag@o quanto o carregamento sdo estatisticamente
similares para os pares K-PVA/K-HPMC (eficiéncia de ~97% e carregamento de ~37%) e
K-DSP/K-PA (eficiéncia de ~80% e carregamento de ~30%), com intervalo de confianca
de 95%. Como as composigdes sdo iguais em todas as formulagdes, observa-se um efeito
do agente reticulante em contribuir, ou nio, para o aumento desses parametros, o que pode

ser explicado pelas diferencas estruturais desses compostos, apresentadas na Figura 36.

O PVA (na forma comercial, 500 < n < 5000, equivalente a faixa de massa molar de
20.000 — 200.000) (BRADY et al., 2017) e o HPMC (massa molar na faixa de 10.000 —
1.500.000) (ZAMAN et al., 2016) sao polimeros de cadeia extremamente longa e que,
portanto, possuem um nimero muito elevado de sitios disponiveis para ligacdo com a

blenda e favorecimento do aprisionamento do farmaco.
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Figura 36 — Férmulas estruturais do PVA, DSP, HPMC e PA.
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Fonte: Adaptado de Brady et al. (2017), PubChem (2019), Tanaka et al. (2007).

No caso do DSP, trata-se de um sal inorganico com estrutura quimica que limita a
quantidade de radicais para reticulagdo com a blenda. A PA pode apresentar uma estrutura
quimica mais complexa, podendo se apresentar na forma de monomeros, oligdmeros ou
polimeros de flavan-3-ols, nos quais se incluem as unidades monoméricas catequina,
epicatequina, galocatequina e epigalocatequina. Esses mondmeros podem se ligar para
formar os oligbmeros (2 — 8 mondmeros) e os polimeros (> 8 mondmeros)
(ZIMMERMANN, 2005), que podem apresentar massa molar na faixa de 1500 — 5000
(CZOCHANSKA et al., 1980), valor bastante inferior a dos polimeros citados
anteriormente. A PA utilizada nesse trabalho foi extraida de sementes de uva da espécie
Vitis vinifera L, o que indica que apresenta uma caracteristica de baixo grau de
polimerizacdo (em torno de 10) (ZHAO; PANG; DIXON, 2010). Assim, uma menor
quantidade de sitios estd disponivel para ligacdo, quando comparado ao PVA e HPMC e,
portanto, menor quantidade de firmaco € incorporada, refletindo diretamente nos resultados

de eficiéncia e carregamento.

A segunda etapa experimental para determinacdo do melhor agente reticulante foi a
dissolucdo in vitro em meio acido durante as duas primeiras horas, seguido da etapa basica

(tampao fosfato pH 6,8) até atingir o equilibrio. Nesse caso, optou-se por realizar a etapa
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dcida, pois houve uma mudanga na composi¢do da matriz polimérica. Assim, foi necessario
determinar se a caracteristica gastrorresistente observada para a blenda de sericina e
alginato por Vidart et al. (2018) foi preservada. Na Tabela 8 sdo apresentadas as liberagdes
em meio dcido e na Figura 37, apresentam-se as curvas de dissolu¢cdo obtidas em meio

tamponado.

Tabela 8 — Liberacdo em meio dcido para as formulagdes K-PVA, K-DSP, K-HMPC e K-

PA, apés 2 horas de ensaio.

Formulacao Liberacao em meio acido (%)
K-PVA 11,55+ 1,45
K-DSP 11,89 £ 0,34
K-HPMC 11,58 £ 0,44
K-PA 7,82 £0,82

Figura 37 — Curvas de dissolu¢do das formula¢des K-PVA, K-DSP, K-HMPC e K-PA

obtidas em meio tampao (pH 6,8).
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De acordo com a Farmacopeia Americana (XLI USP - UNITED STATES
PHARMACOPEIA, 2018), para ser considerada forma farmacéutica de liberagdo retardada,
a liberag@o em meio acido depois de 2 h de ensaio deve ser menor que 10%. Os resultados
da Tabela 8 indicam que apenas a formulacio K-PA, que utilizou a PA como agente

reticulante, pode ser considerada gastrorresistente. Além disso, da Figura 37 essa
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formulacdo foi também a que apresentou o maior tempo para atingir o equilibrio da

liberacdo (~240 min), sendo que as demais atingiram esse equilibrio entre 120 e 180 min.

A explicacdo para o comportamento da PA diante dos demais agentes reticulantes
testados também estd em sua féormula estrutural. Apesar de sua cadeia ser menor que as
cadeias do PVA e HPMC, seu mondmero é formado por uma maior quantidade de grupos
laterais hidroxila do que os mondmeros desses outros polimeros. Radicais hidroxila podem
se ligar fortemente através de ligacdoes de hidrogénio e, no caso da PA, pela maior
quantidade de grupos disponiveis, uma estrutura tridimensional mais forte é formada,

impedindo a saida do farmaco em meio 4cido e prolongando sua saida em meio basico.

4.1.5.2 Avaliacdo da concentracdo de proantocianidina em particulas de

cetoprofeno reticuladas covalentemente

Diante dos resultados obtidos anteriormente, foi realizada uma andlise da varia¢do
da quantidade de PA adicionada a formulacdo, a fim de obter a melhor formulacio em
termos de eficiéncia de incorporacdo, carregamento e liberagdo in vitro. Para isso,
desenvolveram-se as formulagdes apresentadas na Tabela 9, com base ainda na melhor
formulagdo do planejamento experimental, e utilizando a PA como agente reticulante.
Aqui, a formulacdo K-PA da etapa anterior passou a ser chamada KPA-3 e foi utilizada

para comparagao com os resultados das demais formulagdes desenvolvidas.

Tabela 9 — Formulagdes de cetoprofeno desenvolvidas utilizando PA como agente

reticulante.
Sericina Alginato Cetoprofeno Proantocianidina
Formulacao
(%, m/V) (%, m/V) (%, m/V) (%, m/V)
KPA-1 2,5 2,0 4,0 0,5
KPA-2 2,5 2,0 4,0 1,0
KPA-3 2,5 2,0 4,0 2,0

Mais uma vez, foram obtidas a efici€éncia de incorporagdo e o carregamento das
formulacdes, apresentados na Figura 38. Para efeitos de comparacdo, foram apresentados
também nessa Figura os resultados da formulacdo K3 (sericina/alginato/cetoprofeno)

obtidos no planejamento experimental.
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Figura 38 — Eficiéncia de Incorporacdo e Carregamento obtidos para formula¢cdes com PA.
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Observa-se na Figura 38 que as formulacdes com PA apresentaram efici€éncias de
incorporacdo na faixa de 80,08 + 2,73% — 91,11 + 0,53% e carregamentos na faixa de
30,51 £ 1,04% — 40,49 + 0,24%, sendo que menores quantidades de PA adicionadas
inicialmente foram responsdveis pelos maiores valores de ambos os parametros. A
explicacdo para isso € que, possivelmente, atingiu-se o limite de ligacdes entre a blenda e a
PA ja com 0,5% (m/V) e, portanto, houve uma saturacdo da matriz com posterior redugao
da capacidade para aprisionar o firmaco. O aumento da concentragao de PA s6 contribuiu
para aumentar a competicdo entre os sitios disponiveis para ligacdo e impedir a entrada de
fons Ca®* durante o processo de gelificaciio idnica permitindo, assim, a saida do farmaco

antes de sua completa incorporagao.

De acordo com o teste estatistico de Tukey, os pares KPA-1/KPA-2 e KPA-2/K3
sdo estatisticamente equivalentes para o parametro eficiéncia de incorporagdo. A
formulacdo KPA-3, que apresentou o pior resultado, é também a unica estatisticamente
diferente das demais. Em relagdo ao carregamento, as formulagdes contendo PA
apresentam, todas, resultados estatisticamente diferentes. Apenas o par KPA-1/K3 ¢é
considerado similar, com 95% de confian¢a. Assim, analisando o efeito da PA em relagdo
aos resultados obtidos anteriormente para a formulacdo K3, vé-se que a eficiéncia de

incorporacdo aumentou pela adi¢do desse reagente, sem influéncia sobre o carregamento.

Isso ocorreu porque a reticulagdo covalente fornece maior estabilidade estrutural as
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particulas em fungdo das ligacdes mais fortes e estdveis (WANG et al., 2014). Além disso,
a adicao da PA contribuiu para o aumento da viscosidade da solucio, bloqueando os poros
das particulas e, consequentemente, prevenindo a saida de firmaco antes de sua completa
incorporacdo. Resultado semelhante foi observado por Narra et al. (2012), que avaliaram a
adicdo de PVA e PVP (Polivinilpirrolidona) a matriz de alginato para incorporacdo do
antibidtico rifampicina. O PVA e PVP contribuiram para aumentar a efici€éncia de

incorporacdo e o carregamento de firmaco naquela matriz.

4.1.6 Ensaios de liberacao in vitro das particulas de cetoprofeno reticuladas
com proantocianidina

Assim como no caso da avaliacdo de agentes reticulantes, as particulas com PA
também foram submetidas as etapas &4cida e bdsica subsequentes para avaliacdo da
dissolucdo in vitro. A Tabela 10 mostra as porcentagens de libera¢do obtidas para cada uma

das formulagdes na etapa dcida.

Tabela 10 — Liberacao de firmaco em meio dcido das formulacdes KPA-1, KPA-2, KPA-3.

Formulacao Liberacao em meio acido (%)
KPA-1 7,38 £0,25
KPA-2 7,47 £0,18
KPA-3 7,82 +£0,82

Assim como ja havia sido observado anteriormente, formula¢des com liberagdo em
meio 4cido abaixo de 10% se referem a formas farmacéuticas de liberagdo retardada.
Portanto, todas as formulacdes com PA, independente da concentracdo, apresentaram
caracteristica gastrorresistente, em funcdo da forca das ligagdes entre a PA e a blenda de
sericina e alginato. Na Figura 39 sdo apresentadas as curvas de dissolucdo em meio
tamponado (pH 6,8) das formulacdes com PA e da formulacdo K3, para efeitos de
comparacdo. As particulas compostas pela blenda, o farmaco e a PA foram as que
mantiveram suas caracteristicas iniciais mais integras ao final da dissolu¢do. Era possivel
apenas visualizar o inchamento da matriz pelo contato com a solucdo aquosa, porém elas

ainda se mantinham bem definidas e distintas umas das outras.
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Figura 39 — Curvas de dissolu¢do in vitro das formulacdes KPA-1, KPA-2, KPA-3 e K3,

obtidos em meio tampao pH 6,8.
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Pode-se observar da Figura 39 que as formulacdes KPA-2 e KPA-3 atingiram o
equilibrio em 240 min, enquanto a formulagdo KPA-1 atingiu o equilibrio em 360 min. A
adicdo da PA foi fundamental para prolongar a liberacio do cetoprofeno, ja que a
formulagao K3 havia atingido o equilibrio da liberagao em apenas 180 min. Isso pode ser
explicado pelo efeito da PA em bloquear os poros das particulas, atrasando a saida do
farmaco. Além disso, compostos fendlicos possuem valores de pKa préximos a 8,0
(MUZOLF-PANEK et al., 2012) e, diferente da sericina e do alginato, no pH da solucdo
tampao usada no ensaio de dissolug¢do (pH 6,8) esses compostos se encontram na forma nao
ionizada, formando ligacdes mais fortes e estando menos suscetiveis a ocorréncia do

intumescimento da matriz para liberagcdo do fairmaco (VERZA; PAVEI; ORTEGA, 2008).

Mais uma vez a quantidade de PA adicionada afetou o resultado, com a liberacao in
vitro sendo mais prolongada para a formulacdo com a menor quantidade de PA (KPA-1).
Possivelmente o excesso de PA nas demais formulacdes tornou suas ligacdes mais frageis
em funcdo da maior competicio pelos sitios de ligacdo, fazendo com que o farmaco fosse

liberado mais rapidamente do que no caso com menos PA.
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4.1.7 Caracterizacdo das particulas de cetoprofeno reticuladas com
proantocianidina

4.1.7.1 Cristalinidade

Assim como no caso da blenda de sericina e alginato, realizou-se a andlise de
difracdo de Raios X sobre a blenda reticulada com PA e sobre a mistura fisica dos
componentes da particula, além da propria PA. Os perfis obtidos estdo expostos na Figura
40. Para fins de comparacdo, também foi apresentado o perfil de SerAlg ja apresentado

anteriormente (Figura 25).

Figura 40 — Difratogramas obtidos por DRX da PA, da blenda de sericina e alginato

(SerAlg), da blenda reticulada com PA (BPA) e da mistura fisica dos componentes da

blenda (BPA ML.F.).
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A PA geralmente se apresenta na forma de um p6 amorfo (XIE; DIXON, 2005),
apesar de ter apresentado alguns picos cristalinos em 22,5 e 45° de acordo com os
resultados da Figura 40. O difratograma da mistura fisica dos componentes da blenda
(sericina/alginato/PA — BPA M.F.) também apresenta caracteristica amorfa, porém com
alguns picos cristalinos similares aos observados para seus componentes puros (13, 20 e
45°), enquanto o difratograma da blenda reticulada com PA (BPA) permanece com
caracteristica amorfa, porém com picos cristalinos em 12, 25 e 45°. No caso da SerAlg

também se observam os picos em 25 e 45°, indicando que eles ndo ocorrem pela presenca
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de PA. Assim, pode-se afirmar que os picos cristalinos dos componentes da blenda
desapareceram em funcdo da forte interacdo entre eles, com o empacotamento das
moléculas sendo substituidos por cristalitos novos ou regulares, evidenciando a
compatibilidade entre os polimeros na blenda. Além disso, houve uma reduc¢do na
intensidade dos picos apds a formacgdo da blenda, o que estd associado a reducdo do grau de
cristalinidade decorrente da reticulacdo entre sericina, alginato e PA (SARKER et al.,

2014).

Na Figura 41 € possivel comparar os difratogramas do firmaco puro (Ceto), das
formulacdes KPA-1, KPA-2 e KPA-3 e da formulacdo K3, obtida do planejamento

experimental.

Figura 41 — Difratogramas obtidos por DRX do fairmaco puro (Ceto), das formula¢des com

PA (KPA-1, KPA-2 e KPA-3) e da formulagao K3.

| 2000

| 1500

1000

Intensidade (u.a.)

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
260

Assim como ji havia sido observado anteriormente, o cetoprofeno apresenta
caracterfstica cristalina com picos bem definidos (20 = 6,35°, 13,13°, 14,38°, 17,31°, 18,37°,
20,07°, 22,86° e 23,88°) (SALMAN et al.,, 2015). Analisando os difratogramas das
formulacdes com PA, € possivel notar que apresentam grande semelhanca entre elas, com
os picos cristalinos do cetoprofeno ainda sendo detectados, porém com alguma
caracteristica amorfa. Isso significa que, apesar de parte da estrutura do farmaco ter se

mantido intacta, outra parte pode ter se diluido na matriz polimérica (MATHEW et al.,
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2009). Ao comparar tais perfis com o da formulagdo K3, observa-se que sem a adi¢do da
PA a intensidade dos picos aparenta ter sido mais afetada. Quando houve a adi¢do da PA,
0s picos se mostraram mais intensos, demonstrando menores mudancas estruturais do
farmaco e, portanto, sua compatibilidade com a matriz em questdo. Sendo assim, além de
aprimorar caracteristicas de incorporacdo e dissolucdo, a PA também demonstrou preservar

melhor a estrutura do firmaco incorporado, com menor reducao do grau de cristalinidade.
4.1.7.2 Grupos funcionais

Assim como no caso da andlise de DRX, o FT-IR também foi realizado sobre a PA,
a blenda reticulada com PA (BPA) e a mistura fisica dos componentes dessa blenda (BPA
M.F.). Na Figura 42 sdo apresentados os espectros obtidos, além do obtido para a blenda

(SerAlg) e para a mistura fisica (SerAlg M.F.) sem agente reticulante, para comparagao.

No espectro da PA, uma ampla banda é observada em 3350 cm™ devido ao
estiramento de estruturas fendlicas e formacao de ligacdes de hidrogénio entre as hidroxilas
fendlicas. Em 1610, 1520, 1450 e 1280 cm™ observam-se as bandas referentes ao
estiramento do anel aromitico. Na faixa de 1610 — 1105 cm™ as mudltiplas bandas se
referem aos grupos funcionais de poli flavonoides em PAs. A faixa entre 780 — 730 cm’!,
indicativa de bandas da deformacdo CH fora do plano dos anéis aromadticos, permite
determinar a estrutura monomérica predominante. No caso da Figura 42, bandas com
intensidades semelhantes sdo observadas em 771 cm! e em 735cm’, as quais sao
caracteristicas de estruturas formadas por (epi)catequinas e (epi)galocatequinas,
respectivamente, indicando que a PA do presente trabalho € formada por proporcdes

semelhantes de cada um desses mondmeros (FU et al., 2015; XU et al., 2012).

Analisando-se os espectros das misturas fisicas dos componentes das blendas (M.F.
na Figura), observa-se que houve um deslocamento da banda referente as hidroxilas
(3540 cm™ em SerAlg MLF. para 3350 cm™ em BPA MLF.), em funcdo da presenga da PA e
suas estruturas fendlicas. Estas se sobrepdem as bandas referentes as amidas A e B da
sericina e aos grupos hidroxila de polissacarideos, no caso o alginato. As multiplas bandas
da PA na regido abaixo de 1610 cm™ ndo aparecem em BPA M.F., possivelmente pela

baixa concentracdo desse componente em relacdo a sericina e alginato.
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Figura 42 — Espectros obtidos por FT-IR para a PA, a mistura fisica de sericina/alginato/PA
(BPA M.F.), a blenda de sericina e alginato reticulada com PA (BPA) e a blenda de sericina

e alginato (SerAlg).
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Comparando-se entdo os espectros da blenda, observa-se que a banda ampla na
faixa entre 3000 — 3600 cm’! tem seu mdximo em 3440 cm para ambas as particulas,
SerAlg e BPA, indicando que a reticulacio e formagdo da blenda ocorre através de alguns
dos grupos hidroxila e amidas A e B presentes. Multiplas bandas ocorrem em SerAlg na
faixa de 620 — 1650 cm™, mas sua quantidade é reduzida em BPA, indicando que grupos
funcionais referentes a essa faixa podem ter sido reticulados pela PA. Dentre eles, estdo os

grupos amida I, I e III da sericina e as carboxilas do alginato.

Na Figura 43 sdo apresentados os espectros de FT-IR obtidos das formulacOes
contendo PA (KPA-1, KPA-2 e KPA-3) para compara¢do com a formulacdo sem farmaco
(BPA) e o farmaco puro (Ceto).
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Figura 43 — Espectros obtidos por FT-IR para a blenda reticulada com PA (BPA), para o
farmaco puro (Ceto) e para as formulagdes com PA (KPA-1, KPA-2 e KPA-3).
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No espectro do cetoprofeno, algumas bandas caracteristicas podem ser observadas
em 3000 cm™, pelas vibracdes C = C do anel aromético, em 1650 cm™ relacionada as
vibragdes C = O da cetona e em 1700 cm™ pelas vibragdes C = O da carboxila (AL-
TAHAMI, 2014). Analisando-se os espectros das formulagdes KPA-1, KPA-2, KPA-3,
estes apresentaram bastante semelhanga entre eles e também com o farmaco puro. A
excecdo estd na banda em 3500 cm™, que estava presente na blenda (BPA) e também se
destacou nas formulagdes. Assim, pode-se concluir que ndo houve forte interagdo entre o
cetoprofeno e a matriz polimérica em que ele foi incorporado, confirmando a
compatibilidade existente entre eles, mesmo ap0s a adi¢do da PA. O fairmaco manteve sua

estrutura original, conforme j4 havia sido observado na andlise de DRX.
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4.1.7.3 Andlise morfologica

As micrografias obtidas por MEV da PA, da blenda reticulada com PA (BPA) e das
formulac¢des desenvolvidas (KPA-1, KPA-2 e KPA-3) sdo apresentadas na Figura 44, assim

como aquelas ja apresentadas na Figura 29 (SerAlg e Ceto) para comparagao.

Figura 44 — Micrografias obtidas da proantocianidina (PA), do cetoprofeno puro (Ceto), da
blenda de sericina e alginato (SerAlg), da blenda reticulada com PA (BPA) e das
formulacdes KPA-1, KPA-2 e KPA-3, nas ampliacdes de (A) 150x, (B) e (C) 3000x. As

micrografias (A) e (B) foram obtidas da superficie externa das particulas e as micrografias

(C) a partir do corte da secdo transversal das particulas.
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A partir das micrografias da PA, SerAlg e BPA € possivel avaliar o efeito da adi¢do
do agente reticulante a blenda de sericina e alginato. Em ampliacdo de 150x (identificados
por ‘A’ na Figura 44), pouca diferenca € observada em relacdo ao tamanho de SerAlg e
BPA, porém, na maior ampliagcdo, de 3000x (identificados por ‘B’ na Figura 44), observa-
se uma redu¢do na rugosidade da superficie da particula apés a adicdo de PA,
possivelmente devido a reticulagdo covalente. Internamente, (identificado por ‘C’ na Figura
44) ambas as particulas apresentam morfologia semelhante, com superficie lisa e
homogénea. Comparando essas particulas com as micrografias da PA, ndo € possivel
visualizar esse composto em sua forma integral nem na superficie nem em seu interior, o
que indica que ele se diluiu perfeitamente na blenda, confirmando a reticulacdo observada

na analise de FT-IR.

As formulagdes KPA-1, KPA-2 e KPA-3 também tiveram micrografias obtidas
com ampliacdo da superficie externa de 150x (A) e 3000x (B). Observa-se que a adi¢do do
farmaco contribuiu para o aumento das particulas em relacao a BPA, além de aumentar a
rugosidade dessas particulas. Na ampliagao de 3000x ndo se observa a presenga do farmaco
na superficie externa, o que pode indicar que ele foi incorporado em seu interior.
Comparando as trés formulagdes obtidas, nota-se um aumento da rugosidade em fun¢ao do
aumento da quantidade de PA adicionada, o que pode ter contribuido para reter o farmaco
de forma mais fraca contribuindo para sua liberacdo em um menor tempo. Em relacao as
micrografias da formulacdo K3 (Figura 29), diferente das formulacdes com PA, haviam
sido observadas algumas fissuras na ampliacdo de 3000x, o que pode ter contribuido para a

libera¢ao mais rapida.

No interior das particulas com ampliacdo de 3000x (C) € possivel confirmar que o
farmaco estd interno a elas, principalmente quando comparado a micrografia do farmaco
puro (Ceto). Comparando com a formulacdo K3, naquele caso o farmaco aparentava estar
em sua forma mais natural, sendo que nas formulacdes com PA ele aparenta estar mais
fortemente ligado a matriz polimérica, o que pode ter contribuido para prolongar sua
liberacdo. Dentre as formulacdes, a KPA-1 € a que aparenta ter a maior quantidade de
farmaco, seguida de KPA-2 e por ultimo de KPA-3. Assim, a superficie menos rugosa de
KPA-1, associada a maior quantidade de fairmaco observada em seu interior, corrobora com

seu maior tempo de liberacdo, estando o fairmaco incorporado de forma mais eficiente.



4.1.7.4 Diametro de particulas e distribuicdo de tamanhos

A distribuicdo de tamanhos para as formulacdes KPA-1, KPA-2 e KPA-3 esta
apresentada na Figura 45. Os didmetros médios obtidos para cada uma dessas formulacdes
e os valores de R?; obtidos do ajuste de Gauss a frequéncia relativa da distribuicdo sdo

apresentados na Tabela 11. Também foram apresentados os dados referentes a formulagao

K3.
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Figura 45 — Distribui¢cdo de tamanhos para as formulacdes KPA-1, KPA-2 e KPA-3.
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Tabela 11 - Diametro médio das particulas e R?;; do ajuste de Gauss para as formulacdes

KPA-1, KPA-2 e KPA-3 e para a formulacao K3.

Formulacao Diametro Médio (mm) R2;
KPA-1 1,47 £ 0,09 0,989
KPA-2 1,42 +£0,11 0,974
KPA-3 1,36 £ 0,12 0,847

K3 1,04 £0,11 0,907

As particulas reticuladas com PA apresentaram didmetros na faixa de 1,36 + 0,12 —

1,47 = 0,09 mm, valor maior do que aqueles obtidos sem a PA, o que ja era esperado pelo

aumento da quantidade de componentes nas particulas. Estatisticamente, de acordo com o
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teste de Tukey, as formulacdes com agente reticulante apresentaram didmetros médios
equivalentes, com 95% de confianga, enquanto a formulacdo K3, com o menor didmetro na
Tabela 11, € estatisticamente diferente de todas as outras. Sendo assim, nota-se uma relacao
direta entre o tamanho da particula e a dissolucio do farmaco. Particulas maiores
conseguiram aprisionar o firmaco de forma mais eficiente, prolongando sua liberacdo. Chu
et al. (2012) avaliaram a influéncia do tamanho das particulas de farmacos (ibuprofeno,
aceclofenaco e hidroclorotiazida) sobre sua dissolucdo e obtiveram que particulas menores
contribuem para uma dissolu¢do mais rdpida, corroborando com o resultado encontrado no

presente trabalho.

Os valores de R2%; dos ajustes de Gauss da frequéncia relativa indicam que os
melhores ajustes foram obtidos para as formulacdes KPA-1 e KPA-2, indicando que a
formulagao com os melhores resultados de incorporagdo e liberagdo, € também aquela que
apresenta maior homogeneidade de tamanhos. Foram obtidos os valores de Span da
distribui¢ao (Eq. 16), a partir dos perfis da frequéncia cumulativa apresentados na Figura
46, a fim de avaliar o quao distante os valores de D10 e D90 estdo, normalizados pelo

ponto D50. Mais uma vez, as linhas em rosa destacam as bases para determinacao de D10,
D50 e D90.

Figura 46 — Frequéncia cumulativa da distribui¢do de tamanhos das formulacdes KPA-1,

KPA-2 e KPA-3.
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As formulacOes com agentes reticulantes KPA-1, KPA-2 e KPA-3 apresentaram os

seguintes valores de Span: 0,148, 0,214 e 0,235, respectivamente. Observa-se que a maior
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homogeneidade da distribuicdo de tamanhos obtida pelo ajuste de Gauss, se confirma com
o valor do Span, com a formulagdo KPA-1 obtendo o menor valor para esse parametro,
indicando a menor distancia relativa entre D10 e D90. Novamente a viscosidade
influenciou no resultado. As formulagdes com maiores quantidades de PA se tornaram mais
viscosas, contribuindo para a coalescéncia das particulas e a maior distribuicdo de

tamanhos.
4.1.7.5 Andlises térmicas

As andlises de TG/DTG e DTA das formulagdes reticuladas com PA, da PA pura e
da blenda de sericina e alginato reticulada com PA (BPA) geraram as curvas apresentadas

na Figura 47.

Figura 47 — Curvas de TG/DTG e DTA obtidas para a PA, blenda de sericina e alginato
reticulada com PA (BPA) e formulacdes KPA-1, KPA-2 e KPA-3.

T
o

° |

it
I ,'-‘.’\’nyf‘ix'rvl'v'-"u'u‘. \'v.

(A) 10180 8p oxnjg

- -40

sm/At (ma/s) ou Perda de Massa (mg)

(Ar) Jo1eD) AP OXN|-
sm/at (mg/s) ou Perda de Massa (mg)

T T T T
800 1000 0 200 400 600 800 1000

(A1) J0j8D @p 0xn|g

Am/At (mg/s) ou Perda de Massa (mg)
(AT)) Jojen) 8D OXNI4
Am/At (mg/s) ou Perda de Massa (mg)

-003 |

T T T T 50 T T T T T
0 200 400 600 800 1000 (] 200 400 600 800 1000

Temperatura (°C) Temperatura ('C)

(AM) Jojeg ep oxn|4

Am/At (mg/s) ou Perda de Massa (mg)

T T
o 200 400 600 800 1000

Temperatura (°C)



140

Pode-se observar na curva de TG/DTG da PA uma perda de massa préxima a 75 °C,
possivelmente relacionada a perda de 4gua, e proxima a 300 °C estd relacionada a
degradacdo do material. Na curva de DTA, se destaca um pico endotérmico em 100 °C,
relacionada a evaporacdo, mas podendo estar relacionada também a transicao vitrea da PA
por sua caracteristica amorfa, enquanto na regiao a 300 °C, o pico endotérmico se relaciona
a decomposi¢do do material. No caso da BPA, ao compard-lo com o perfil obtido para
SerAlg (Figura 32), observa-se bastante semelhanca, especialmente até a temperatura de
500 °C. Sao observadas pequenas perdas de massa relacionadas a evaporagdo (~ 80 °C) e a
degradacdo (~ 215 °C) ou decomposicdo (300 °C) dos componentes da particula (sericina,
alginato e PA). E esses fendmenos estdo diretamente relacionados a alguns dos eventos
endotérmicos da curva de DTA. A 100 °C ha um evento mais acentuado em BPA do que
em SerAlg, em funcdo da fusdao da PA. A este se seguem dois eventos (~ 220 e 420 °C),

associados a degradacao de sericina, alginato e PA.

Observando as curvas das formulagdes KPA-1, KPA-2 e KPA-3, as duas primeiras
sdo bastante semelhantes entre si, enquanto a KPA-3 se assemelha mais aos perfis obtidos
para as formulacdes sem agente reticulante (Figura 32). As perdas de massa mais
significativas para todas as formulacdes ocorrem entre 200 e 350 °C, em funcdo da
degradacdao/decomposi¢ao do firmaco, da PA e da blenda de sericina/alginato. As curvas de
DTA apresentam os picos endotérmicos de fusdo do farmaco e da PA (~ 100 °C) e de
degradacdo dos componentes das formulacdes (~ 230 e 290 °C). No caso especifico da
KPA-3, outras perdas de massa estdo associadas a eventos exotérmicos acima de 600 °C,
sendo relacionados a decomposicao do material que compdem a blenda e formagdo de
subprodutos, semelhante ao observado para SerAlg e as formulacbes sem PA.
Possivelmente a maior quantidade de PA ndo foi capaz de reticular de forma efetiva a
blenda de sericina e alginato, atuando apenas como componente da blenda, sem alterar sua
estrutura de ligacdes. Assim, a sericina sofreu recristalizagdo e houve a decomposi¢ao do
material carbonizado derivado do alginato. Isso pdde ser observado também na morfologia
da superficie das particulas da Figura 46, em que aquela com mais PA € mais semelhante as

que ndo tem o agente reticulante.

4.1.8 Analise geral da producao de particulas de cetoprofeno incorporado a
blenda de sericina e alginato e reticuladas por proantocianidina

A produgdo de particulas utilizando como matriz proteica a sericina e o alginato

para incorporacdo de cetoprofeno atingiu parte dos objetivos pretendidos. No entanto,
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verificou-se a possibilidade de utilizar um agente reticulante covalente para aprimorar os
resultados obtidos. Assim, diferentes reagentes foram utilizados e, a partir disso,
determinou-se a proantocianidina como a melhor opcdo. Ela é um metabdlito natural,
extraida de sementes de uvas e que tem apresentado bons resultados ao ser utilizada como

agente reticulante covalente.

No presente trabalho, a PA demonstrou compatibilidade tanto com a blenda de
sericina e alginato, quanto com o firmaco cetoprofeno. Além disso, na concentragdao
adequada, permitiu a obtencao de formulacdes com caracteristica de liberacdo retardada e
sustentada, possibilitando melhor eficicia terapéutica. As particulas foram caracterizadas e
demonstraram a efetiva incorporag¢do do firmaco em sua forma natural, sem sofrer qualquer
tipo de mudanga estrutural. A melhor formulagdo obtida foi a KPA-1 (2,5% (m/V) de
sericina, 2,0% (m/V) de alginato, 4,0% (m/V) de cetoprofeno e 0,5% (m/V) de PA).

4.1.9 Avaliacao dos mecanismos de liberacio do cetoprofeno: modelagem
cinética
4.1.9.1 Ajuste dos modelos matemdticos aos dados de liberagcdo das formulacoes de

cetoprofeno.

Os modelos apresentados na Secdo 2.3 — Farmacocinética foram ajustados aos
dados das curvas de dissolucao das formulacoes K1 — K7 e aos dados das formulagdes
produzidas com KPA-1 - KPA-3. Os parametros obtidos e os coeficientes R2; e AIC,
utilizados para comparagdo das curvas, sdo apresentados na Tabela 12 e na Tabela 13,
respectivamente, com destaque em negrito para os maiores RZ; e os menores AIC,

indicando o melhor ajuste.



142

Tabela 12 — Parametros obtidos a partir da modelagem cinética, R?;; e AIC para as

formulacdes K1 — K7.

Formulacoes

Modelo Parametro ¢
K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7
Ko 0888 0,883 0818 0,804 0,648 0,620 0871
Ordemzero R 0865 0877 0945 0928 0789 0901 0,901
AIC 53,15 5224 4408 4609 6783 59,19 50,08
. K 0015 0014 0013 0012 0014 0011 0014
2;22:" R2, 0,750 0,679 0742 0688 089 0,806 0,756
AIC 5463 5700 5389 5565 5606 6146 5411
a 163106 3960,79 147391 264121 423,63 161447 131041
b 1849 2063 1747 15883 1455 1702 1,770
Weibull T, 5463 5700 5389 5565 5606 6146 5411
R% 0,992 0,998 0,993 0,998 0987 0998 0,99
AIC 30,84 1977 2884 1892 4105 2447 2499
Kn 722 706 652 632 687 632 703
Higuchi R%, 0408 0342 0362 0306 0644 0503 0400
AIC 6198 6367 6174 63,10 6681 7024 6185
Kxr 1531 L1l 0870 0663 2724 1206 1,298
Korsmeyer- n 1478 1609 1419 1534 1338 1267 1438
Peppas R%, 0,848 0,853 0935 0922 0841 0900 0,888
AIC 53,74 5399 4605 4782 6254 5887 51,10
S 3 0,0062  0,0060 00053 00051 00056 00045  0,0059
e Ry 0885 0,840 0,893 0848 0954 0934 0,898
AIC 4952 5228 47,75 5059 50,65 53,16 4824
I 2 0,0044 0,002 00038 00036 00040 0,0033  0,0042
PE Ry 0,849 0,792 0848 0,798 0945 0900 0858

AIC 51,26 54,00 50,17 52,55 51,53 56,29 50,39
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Tabela 13 — Parametros obtidos da modelagem cinética para as formula¢des com PA.

. Formulacoes
Modelo Parametro
KPA-1 KPA-2 KPA-3
Ko 0,338 0,642 0,498
Ordem-zero R%; 0,781 0,805 0,758
AIC 96,58 66,83 79,13
K; 0,009 0,013 0,012
Primeira-ordem Rzaj 0,986 0,935 0,956
AIC 56,77 51,52 55,93
a 227,37 271,65 246,85
b 1,149 1,332 1,268
Weibull Ta 112,49 67,19 77,05
R%; 0,998 0,996 0,992
AIC 35,98 28,61 41,66
Ku 5,34 6,81 6,31
Higuchi R%; 0,847 0,690 0,758
AIC 84,33 64,92 72,17
Kkp 0,839 0,708 0,660
n 0,921 1,076 1,064
Korsmeyer-Peppas 5
R%; 0,968 0,972 0,966
AIC 32,82 28,13 35,34
k2 0,0033 0,0055 0,0049
Hopfenberg; m = 2 Rzaj 0,989 0,978 0,979
AIC 56,75 43,64 50,52
ks 0,0024 0,0039 0,0034
Hopfenberg; m =3 Rzaj 0,992 0,974 0,976
AIC 51,39 44,58 51,14

4.1.9.2 Andlise dos resultados de ajuste dos modelos matemdticos aos dados de

liberacdo das formulagoes de cetoprofeno

Os modelos de ordem zero e primeira ordem costumam ser usados para obter
informacgdes sobre a cinética da dissolu¢@o, enquanto os demais modelos apresentados na
Tabela 12 e na Tabela 13 fornecem detalhes sobre os mecanismos envolvidos nessa
dissolugdo (CHIME; ONUNKWO; ONYISHI, 2013). Comparando os dois primeiros
modelos, as formulacdes obtidas no planejamento experimental (K1 — K7) aparentam
seguir uma cinética de ordem zero para liberagdo do firmaco, comumente associada a
sistemas de liberacdo controlada e perfil de concentracdo no plasma constante, similar ao

apresentado na Figura 48.
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Figura 48 — Perfis de concentracdo no plasma para formas de liberacdo sustentada,

comparadas as formas de liberagdo de ordem zero e de liberagdo imediata.

Liberagio de Ordem Fero Faixa para Agio
f / \ Terapéutica

Liberagio
Sustentada

Liberagio Imediata

Concentragio no plasma

Tempo

Fonte: Adaptado de Jabeen et al. (2017).

Ja as formulacdes com PA se aproximam mais da cinética de primeira ordem, a
qual, apesar de estar associada a formas de liberacdo em que o fairmaco estd pronto para ser
dissolvido, demonstra bons ajustes a formas de liberacdo sustentada, responsiveis por
perfis de concentracdo no plasma como o apresentado na Figura 48 (ROBINSON;
ERIKSEN, 1966). Assim, era de se esperar que apresentasse um bom ajuste aos dados de
liberacdo das formulagdes contendo PA. Nesse caso, a taxa de liberacdo € diretamente
proporcional a quantidade de farmaco restante na forma farmacéutica (MURTAZA et al.,

2015).

Em relacdo aos demais modelos, pode-se observar que, em geral, os melhores
ajustes foram obtidos para o modelo empirico de Weibull e para o de Korsmeyer-Peppas,
independente da formulacdo. Devido ao seu cardter empirico, o modelo de Weibull nao
apresenta qualquer fundamento cinético, mas fornece informagdes sobre a curva de
dissolucdo em termos de parametros aplicaveis e € bastante usado para comparar perfis de
liberacio a partir de sistemas matriciais (RAMTEKE, 2014). Para os resultados
apresentados, todas as formulacOes apresentaram valores de b > 1,0, o que caracteriza
curvas sigmoidais. A partir dos pardmetros a e b, pode-se obter o pardmetro T, (a =
(T,)?), que é mais informativo e indica o tempo para liberar 63,2% do firmaco presente na
formulacdo (PATEL et al., 2008). Os valores de 7y obtidos para as formulagoes K1 — K7
sdo bastante semelhantes, confirmando a pouca variacdo observada no planejamento
experimental. No entanto, pode-se ainda observar uma tendéncia comparando-se o 7, das
formulacdes K1 — K4. Quando se aumenta a quantidade de alginato ou diminui a

quantidade de farmaco, ocorre um aumento do tempo para liberar 63,2% de farmaco,
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demonstrando o oposto ao obtido nos resultados da Tabela 5, para liberacdo de 85% de
farmaco. Comparando com os valores de 7, das formulacdes com PA, confirma-se o
aumento do tempo de liberagdo dessas formula¢des apds a adicdo do agente reticulante. E,
dentre elas, a formulacdo KPA-1 € a que apresenta o maior tempo para liberacao de 63,2%
do farmaco, confirmando o que foi observado nos perfis da Figura 41. Em geral, essa
formulacdo é também a que apresenta os menores valores de constantes de taxas de

liberagdo para os modelos analisados, corroborando com sua liberagdo mais lenta.

Apesar do modelo de Weibull ndo apresentar qualquer fundamento cinético,
Papadopoulou et al. (2006) determinaram que o parametro de forma b pode permitir inferir
informagdes sobre o mecanismo envolvido na dissolugdo. Assim, para valores de b > 1,0, a
liberacdo do fairmaco estd associada a um mecanismo de liberagdo complexo, o qual pode
envolver mais de um mecanismo, como por exemplo, difusdo, erosdo, inchamento e
relaxacdo das cadeias poliméricas, além da prépria interacdo entre o firmaco e a matriz
(CHOIRI; AINUROFIQ, 2018). Como o modelo de Higuchi apresentou os piores ajustes,
pode-se afirmar que a difus@o nao € um dos mecanismos determinantes nesse sistema. No
entanto, tanto o modelo de Hopfenberg quanto o de Korsmeyer-Peppas apresentaram bons

ajustes.

O modelo de Hopfenberg foi desenvolvido considerando sistemas erosivos, com
diferentes geometrias. Os dados obtidos indicam melhor ajuste para sistemas cilindricos no
caso de K1 — K7 e bons ajustes tanto para formas cilindricas quanto esféricas nas
formulacdes com PA, o que significa que a liberacdo ndo ¢é influenciada por resisténcias
difusionais dependentes do tempo, nem internas nem externas a matriz (KATZHENDLER

et al., 1997), confirmando o ajuste ndo satisfatorio obtido para o modelo de Higuchi.

J4 0 modelo de Korsmeyer-Peppas permite obter o mecanismo envolvido através do
valor do parametro n. Valores de n > 0,85 estdo associados ao transporte de Super Caso I,
que estd relacionado ao inchamento e relaxacdo da matriz polimérica para liberagdo do
farmaco (COSTA; LOBO, 2001; SINHA; UBAIDULLA; NAYAK, 2015). Sendo assim,
assume-se que a liberagdo de cetoprofeno a partir da matriz de sericina e alginato, tanto
com agente reticulante quanto sem, segue os mecanismos de erosdo, inchamento e

relaxacdo das cadeias.
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Por relaxacdo da matriz, entende-se o enfraquecimento das forcas de atracdo entre
as cadeias poliméricas, o qual pode ser resultado da desprotonacdo dos grupos laterais dos
polimeros que compdem a blenda. No caso da sericina, que é uma proteina, a
desprotonacdo de grupos amina ocorre em valores de pH acima de seu ponto isoelétrico,
que ¢ igual a 3,9 (KODAMA, 1926). Para o alginato, a desprotonacao das carboxilas ocorre
em valores de pH acima dos valores de pKa de suas unidades monoméricas (3,38 para
grupos M e 3,65 para grupos G) (CACURO; WALDMAN, 2018). Tendo sido utilizado o
tampao fosfato com pH de 6,8 nos ensaios de dissolucdo, ha um favorecimento desse
processo, com a interacdo entre os polimeros sendo enfraquecida e eles sendo encontrados

na forma relaxada, favorecendo a libera¢do do farmaco (GHOSAL; RAY, 2011).

4.1.10 Avaliacao do processo de reticulacio térmica: ensaios de liberacio in
vitro

Visando aprimorar as caracteristicas de uma matriz polimérica, pode-se fazer uso da
técnica de reticulacdo. Além da reticulacdo por via quimica, semelhante a utilizada nas
etapas anteriores com a adi¢do da PA, também € possivel proceder pela via fisica, na qual
se enquadram o uso de radiacdes gama ou ultravioleta, ou ainda a reticulagdo térmica
(SIONKOWSKA et al., 2010). Na reticulacao térmica € possivel obter a decomposi¢ao de
grupos laterais termicamente ldbeis, induzindo a formagao da reticulacdo entre as cadeias,
as quais costumam se ligar de forma mais estdvel do que no caso da reticulacio quimica
(JIN et al., 2018). Gimenes; Liu; Feng (2007) verificaram que a reticulacdo térmica de

membranas compostas por sericina € PVA contribuiu para aumentar o grau de reticulagdo,

apesar de ter produzido membranas mais quebradigas.

Sendo assim, as melhores formulacdes de cetoprofeno obtidas tanto com o agente
reticulante PA (KPA-1) quanto sem ele (K3) foram submetidas ao processo de reticulagdao
térmica. Da Silva et al. (2016) verificaram uma reducdo da solubilidade de particulas
compostas pela blenda de sericina e alginato, apos secagem a 100 °C. Assim, optou-se por
essa temperatura para a etapa de reticulagdo térmica, visando prolongar a liberagdo do

farmaco.

Por se tratar de uma etapa de secagem em temperatura controlada, a reticulagdao
térmica nao € capaz de influenciar os parametros de eficiéncia de incorporacdo e
carregamento de fiarmaco, uma vez que ndo ha a adicdo ou destruicdo de qualquer

composto nessa etapa. Sendo assim, utilizou-se apenas o ensaio de dissolugdo para avaliar o
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comportamento dessas formulacdes diante da etapa de reticulagdo. Como as formulagdes
K3 e KPA-1 passaram por etapas de dissolucdo diferentes, aqui foram reproduzidas as
dissolucdes semelhantes as etapas anteriores: para TK3 ela foi realizada direto em tampao
pH 6,8 e para TKPA ela foi realizada em etapas subsequentes dcida e tampao pH 6,8. Na
Tabela 14 sdo apresentadas as liberacdes em meio 4cido para as formulacdes reticuladas
com PA (KPA-1 e TKPA). Na Figura 49 sdo apresentadas as liberagdes em meio tampao
em funcdo do tempo para as formulagdes K3 e KPA-1 e suas respectivas formulagdes

submetidas a reticulacdo térmica, TK3 e TKPA.

Tabela 14 — Liberacdo de firmaco em meio dcido das formulacdes KPA-1 e TKPA.

Formulacao Liberacao em meio acido (%)
KPA-1 7,38 +0,25
TKPA 12,58 £ 1,02

Figura 49 - Curvas de dissolugio in vitro em tampao pH 6,8 das formulacdes (A) K3 e

TK3, (B) KPA-1 e TKPA.
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O primeiro fato que se observa € a mudanga da caracteristica gastrorresistente da
formulacao reticulada quimicamente pela PA. Enquanto na KPA-1 a liberagdo em meio
acido foide 7,38 + 0,25%, ou seja, menor que 10% e, portanto, equivalente a uma liberacao
retardada, na TKPA essa liberacdo foi de 12,58 + 1,02%, evidenciando um resultado pior
apos a reticulagdo térmica. Além disso, no que se refere a liberacio em meio entérico
simulado, a formulagdo TKPA apresentou perfil de dissolu¢do um pouco diferente de KPA-
1, atingindo o equilibrio da liberagdo em um tempo menor do que a formulacdo que ndo
passou pela reticulacdo térmica. Isso pode ter ocorrido porque uma maior parte do formaco

ja havia sido liberada na etapa acida. Ja em relagdo as formulagdoes K3 e TK3, observa-se
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que a reticulag@o térmica contribuiu para aumentar o tempo de liberacao de 180 min em K3

para cerca de 300 min em TK3.

Os resultados observados estdo diretamente ligados a etapa de secagem no processo
de reticulacdo térmica. Nessa etapa, remove-se a dgua que poderia estar ligada através de
ligacGes de hidrogénio a grupos carbonila, carboxila, hidroxila e aminas do cetoprofeno, da
PA, da sericina e do alginato. Ao ocorrer a desidratacdo, esses grupos ficaram disponiveis
para formar ligagGes entre si, alterando a estrutura da rede tridimensional polimérica. A PA
¢ formada por diversos grupos hidroxila (Figura 36) e, assim, € possivel que apds a
remo¢dao da 4gua, radicais livres tenham sido gerados e, consequentemente, tenham
formado ligacdes entre si. Ao entrar em contato com o meio acido (fons HY), essas ligacdes
intermoleculares mais fracas do que aquelas que existiam na presenca da dgua foram
quebradas e permitiram a saida do firmaco mais precocemente (HE et al., 2008). Outra
possibilidade seria a de que, ao passar pelo processo de secagem, a PA tivesse passado pela
transicdo vitrea, fendmeno caracteristico de substancias amorfas que passam a ser menos
rigidas e mais eldsticas apds essa transi¢do. No entanto, dados da literatura evidenciam que
esse processo nao ocorre na faixa de 25 °C a 100 °C, demonstrando que ele ndo atuou

modificando a estrutura das particulas nesse sentido (GRASEL et al., 2019).

No caso das formulacdes sem o agente reticulante, ocorreu somente a desidratacdo
da sericina, alginato e cetoprofeno. Assim, os componentes da blenda, ao se desidratarem,
se ligaram de forma mais efetiva através de seus radicais livres, fazendo com que o

aprisionamento do firmaco fosse mais efetivo, atrasando sua liberagao.

4.1.11 Caracterizacao das particulas de cetoprofeno obtidas por reticulacao
térmica

4.1.11.1 Andlises térmicas

A fim de avaliar o efeito da reticulagdo térmica sobre as particulas, foram realizadas
analises de TG/DTG e DTA sobre as formulacdes TK3 e TKPA, apresentadas na Figura 50,

além das curvas de K3 e KPA-1, para efeitos de comparacgao.
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Figura 50 — Curvas de TG/DTG e DTA obtidas para as formulagdes TK3 e TKPA e

comparacdo com as curvas de K3 e KPA-1.
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Pode-se observar na Figura 50 que a etapa de reticulacao térmica foi efetiva na
remog¢ao de dgua, uma vez que na faixa até 100 °C ndo hd nenhuma perda de massa em
TK3 e TKPA. No entanto, nessa temperatura ainda hd a ocorréncia de um pico amplo
endotérmico nas duas formulagdes, possivelmente referente a fusdo do farmaco. Isso
significa que mesmo que durante a secagem o fairmaco tenha sofrido qualquer tipo de fusao,
ele recristalizou em sua forma original e manteve sua temperatura de fusdo original
observada na Figura 32. Além disso, as curvas de TG/DTG se aproximaram bastante apds a
reticulacdo térmica, com eventos significativos entre 200 e 350 °C, referentes a
decomposicdo e degradacdo dos componentes da blenda. Esses eventos se refletem nas
curvas de DTA, caracterizados por picos endotérmicos nessa mesma faixa de temperatura e

similares ao que havia sido observado em KPA-1.

Isso significa que tanto a reticulacdo quimica (covalente) quanto a fisica (térmica)
permitiram obter resultados semelhantes no que se refere ao comportamento das particulas
diante do aumento de temperatura. As particulas ficaram mais estaveis, especialmente em
temperaturas acima de 400 °C, sem a ocorréncia de eventos exotérmicos significativos e

geracdo de subprodutos como material carbonizado.
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4.1.12 Ensaios de estabilidade das formulacoes de cetoprofeno

Diante de todos os resultados obtidos para o cetoprofeno, foram realizados estudos
de estabilidade com as melhores formulacdes obtidas. Sendo assim, particulas das
formulacdes K3 e KPA-1 foram submetidas a esse estudo, além das formulacdes TK3 e
TKPA, a fim de verificar a influéncia da temperatura e umidade naquelas que haviam sido
submetidas a reticulacdo térmica. Como respostas para esse estudo, avaliaram-se a
eficiéncia de incorporacdo e o carregamento do fiarmaco das formulagdes K3 e KPA-1,
além de ensaios de dissolucdo in vitro para todas as formulagdes envolvidas. Mais uma vez,
particulas que possuiam o agente reticulante PA foram submetidas a dissolucdo in vitro
completa (4cido + tampao fosfato pH 6,8), enquanto particulas sem a PA foram levadas a

dissolucdo em tampao fosfato (pH 6,8) direto.
4.1.12.1 Estudo de estabilidade acelerado

No estudo de estabilidade acelerado o objetivo é avaliar o comportamento de uma
forma farmacéutica diante de condigdes forcadas de armazenamento, nesse caso
temperatura de 40 + 2 °C e umidade relativa de 75 = 5%. Na Figura 51 (A) estd
exemplificado o modo como essas particulas foram armazenadas em cdpsulas gelatinosas
duras tamanho 0, as quais foram armazenadas em blisteres de aluminio. Os blisteres com
cada uma das formulacdes, K3, KPA-1, TK3 e TKPA, foram adicionados a camara

climética conforme a Figura 51 (B).

Figura 51 — (A) Demonstracgdo dos blisteres e (B) disposicdo destes na cAmara climdtica

para ensaio de estabilidade acelerado.

(B)
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Na Figura 52 sdo apresentadas as eficiéncias de incorporacdo obtidas para as

formula¢des K3 e KPA-1 no inicio, apds 3 meses e apds 6 meses de ensaio.

Figura 52 — Eficiéncias de incorporagdo obtidas no inicio, apds 3 e apds 6 meses para as

formulacdes K3 e KPA-1, a partir do ensaio de estabilidade acelerado.
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Os resultados de eficiéncia de incorporacdo obtidos ao longo do estudo de
estabilidade acelerado foram submetidos ao teste de comparagdo de médias de Tukey.
Estatisticamente, com 95% de confianga, tanto as efici€éncias de K3 quanto de KPA-1 se
mantiveram iguais apds 3 e apds 6 meses de experimento. Isso significa que as condigdes
forcadas de armazenamento ndo foram capazes de degradar o firmaco ou a matriz
polimérica em nenhum dos casos avaliados, indicando a estabilidade das formas

farmaceéuticas desenvolvidas no que se refere a incorporacao.

Na Figura 54 sdo apresentados os carregamentos dessas mesmas formulacgoes.
Aplicando-se o teste de Tukey ao Carregamento, verifica-se que, as condi¢cdes iniciais
foram mantidas, com 95% de confianca. Ou seja, estatisticamente, mesmo apds o periodo
de 6 meses em condigdes forcadas de armazenamento, as formas farmacéuticas
preservaram suas caracteristicas de carregamento iniciais. Diante desses dois resultados,
pode-se concluir que os produtos desenvolvidos se comportam adequadamente para

acondicionamento nas faixas utilizadas de temperatura e umidade relativa.
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Figura 53 — Carregamento de farmaco das formulacdes K3 e KPA-1 no inicio, apds 3 meses

Carregamento (%)

e ap6s 6 meses de ensaio de estabilidade acelerado.
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Foram realizados também os ensaios de dissolug¢do in vitro das formulagdes K3 e

KPA-1, além de TK3 e TKPA, como mencionado anteriormente. Na Figura 54 sdo

apresentadas as curvas obtidas para cada uma das formula¢des, em intervalos de 3 meses.

Figura 54— Curvas de dissolucdo obtidas para o ensaio de estabilidade acelerado para as

formulacdes K3, KPA-1, TK3 e TKPA, nos periodos inicial, 3 e 6 meses.
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Pode-se observar que as formulagdes K3 e TKPA apresentaram as maiores
diferencas em relacdo ao comportamento de liberacdo inicial e apds 3 e 6 meses de ensaio.
Em ambas, ap6s o armazenamento a 40 °C e 75% UR, a liberacdo de fiarmaco tornou-se
mais lenta. No caso de K3, a exposicdo a maior temperatura pode ter possibilitado o
rearranjo da estrutura polimérica tridimensional, tornando o aprisionamento do farmaco
mais eficiente e o aproximando do comportamento observado em TK3, a qual havia sido
submetida a reticulacdo térmica. No caso de TKPA, o resultado observado pode ter sido
influenciado pela umidade relativa empregada no ensaio. Cdpsulas gelatinosas sdo
desenvolvidas para uso em condi¢des ambientais normais, ou seja, na faixa de 30 — 50% de
umidade relativa. A exposi¢do a elevada temperatura (acima de 35 °C) e a elevada umidade
podem contribuir para torni-las mais frageis fazendo com que as particulas de TKPA,
inicialmente livres de dgua, absorvam parte dessa umidade (OLIVEIRA, 2005). Assim, seu
comportamento se aproxima do observado para KPA-1, a qual ndo foi reticulada
termicamente. Além disso, como essa absor¢do de umidade ndo € um processo homogéneo

e controlado, as barras de erro das medidas apds 3 e 6 meses se tornam mais expressivas.

Diante desses resultados, conclui-se que as formulagdes KPA-1 e TK3 foram as que
mais mantiveram suas propriedades de liberacdo inicial, mesmo apds as condi¢des for¢adas
de armazenamento. Com isso, pode-se afirmar que essas duas sdo capazes de cumprir

quesitos essenciais para a aplicagdo farmacéutica, como a qualidade, eficicia e a seguranca.
4.1.12.2 Estudo de estabilidade de longa duragao

O estudo de estabilidade de longa duracdo permite avaliar a forma farmacéutica em
condi¢cdes normais de armazenamento, a temperatura de 30 =2 °C e 75 + 5% de umidade
relativa, durante o periodo de 12 meses. As formulagdes K3, KPA-1, TK3 e TKPA também
foram submetidas a esse estudo e nas Figuras 55 e 56 sdo apresentados, respectivamente, as
eficiéncias de incorporagdo e carregamentos obtidos a cada intervalo de 3 meses para as

formulac¢des K3 e KPA-1.
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Figura 55 — Eficiéncias de incorporagdo das formulacdes K3 e KPA-1 obtidas no estudo de

estabilidade de longa duracdo de amostras analisadas em intervalos de 3 meses.
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Figura 56 — Carregamentos das formulagcdes K3 e KPA-1 obtidos no estudo de estabilidade

de longa duracdo de amostras analisadas em intervalos de 3 meses.
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Os dados de eficiéncia e carregamento obtidos ao longo dos 12 meses de ensaio

foram submetidos ao teste de comparacdo de médias de Tukey. Estatisticamente, com 95%
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de intervalo de confianga, € possivel afirmar que as formas farmacéuticas desenvolvidas
mantiveram suas carateristicas de incorporacdo, em condi¢des normais de armazenamento.
Assim, conclui-se que a temperatura e umidade ndo degradaram o firmaco ou sua matriz
carregadora, mesmo apds longo periodo armazenados nessas condicdes, o que indica que os
produtos desenvolvidos podem ser mantidos acondicionados nas faixas de temperatura e

umidade relativa utilizadas.

Os ensaios de dissolucdo in vitro foram realizados para as formulacdes K3 e KPA-1,
além de suas respectivas formulacdes submetidas a reticulacido térmica, TK3 e TKPA. Na
Figura 57 observam-se as curvas obtidas para todas as formulacdes, nos intervalos de 3

meses ao longo do tempo total de 12 meses de ensaio.

Figura 57 — Curvas de dissolugdo in vitro obtidas em tampao pH 6,8 para as formulacdes
K3, KPA-1, TK3 e TKPA ao longo do ensaio de estabilidade de longa duracdo, em

intervalos de 3 meses.
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Pode-se observar que apenas a formulagdo KPA-1 manteve comportamento similar

as caracteristicas iniciais de liberacdo, mesmo apds o armazenamento durante 12 meses nas

condi¢cdes de 30 £ 2 °C e 75 + 5% UR. No caso da formulagdo K3, foi observado resultado
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semelhante ao obtido no ensaio de estabilidade acelerado. Apds o armazenamento, houve
prolongacdo da liberacdo em relagdo ao obtido inicialmente, com essa caracteristica se
mantendo ao longo dos 12 meses de ensaio. A temperatura e a elevada umidade relativa
permitiram um rearranjo da estrutura polimérica, melhorando o aprisionamento do fdrmaco

e aumentando seu tempo de liberagao.

As formulacdes TK3 e TKPA também tiveram prolongacdo da liberacdo, quando
comparadas as curvas de dissolu¢do obtidas no inicio. Nesse caso, a absorcdo de umidade
por particulas que haviam sido submetidas a reticulacao térmica, tornou seu comportamento
mais proximo das formulagdes que ndao foram submetidas a esse processo (K3 e KPA-1).
Porém, essa absor¢cdo de umidade ndo foi favordvel as formulagdes TK3 e TKPA, fazendo
com que, ao longo do estudo, elas aderissem as cdpsulas gelatinosas e causando, em alguns
casos, até mesmo a ruptura dessas cdpsulas. Para exemplificar, na Figura 58 sao
apresentadas imagens obtidas ao longo dos 12 meses de ensaio, para cada intervalo de 3
meses, demonstrando o impacto da umidade sobre a formulacdo TK3. Uma alternativa

poderia ter sido utilizar embalagens impermedveis que impedissem a passagem de umidade.

Figura 58 — Imagens de particulas da formulacao TK3 obtidas das amostras analisadas em

3, 6,9 e 12 meses durante o ensaio de estabilidade de longa duracdo.
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Diante dessa andlise, e com base também nos resultados do ensaio de estabilidade
acelerado, confirma-se a formulacdo KPA-1 como sendo a melhor formulagdo de

cetoprofeno obtida neste estudo.

4.2 Desenvolvimento de formulacoes com naproxeno

4.2.1 Avaliacao de diferentes composicoes da matriz polimérica para
incorporacao do naproxeno

4.2.1.1 Eficiéncia de incorporacdo e carregamento de farmaco

Diferente do cetoprofeno, para o caso do naproxeno optou-se por realizar uma
avaliacdo preliminar da composi¢do da blenda, com e sem agente reticulante covalente. S6
entdo, a partir dos resultados obtidos nessa etapa, procedeu-se ao planejamento
experimental, visando otimizar a composicdo das particulas. Para isso, inicialmente foram
desenvolvidas formulacdes de naproxeno incorporado a matriz de alginato puro, a matriz
composta pela blenda de sericina e alginato e a matriz composta pela blenda e reticulada
covalentemente pelo PVA e pelo DSP, descritos anteriormente, ou ainda pelo
polietilenoglicol (PEG), um polimero hidrofilico sintético com boas propriedades de
biocompatibilidade e amplamente utilizado em aplicacdes farmacéuticas (SAFARI;
ZARNEGAR, 2014), tendo sido reportado como reticulante do alginato (WANG et al.,
2007) e da sericina (MOTTA et al., 2011). Na Tabela 15 sdo apresentadas as formulagdes

obtidas e suas composi¢des.

Tabela 15 — Formulagdes de naproxeno obtidas a partir do estudo da composi¢do da matriz

polimérica.
Agente Reticulante
Formulacao Iden tiﬁgc,:agﬁo Concentracao (%SEIJISV) (%AI;nG/V) (%NIIE/(V)
(%0, m/V) ’ ’ i
NPVA PVA 2,0 2,5 2,8 2,0
NDSP DSP 2,0 2,5 2,8 2,0
NPEG PEG 2,0 2,5 2,8 2,0
NSER - - 2,5 2,8 2,0
NALG - - - 2,8 2,0

*SER: Sericina, ALG: Alginato, NPX: Naproxeno
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No caso do naproxeno, a PA ndo foi empregada com sucesso por apresentar grande
interferéncia na medida de absorbancia no comprimento de onda desse farmaco (332 nm),
impedindo sua determinagdo real (WANG et al., 2015). As concentracdes empregadas no
estudo acima se basearam nos melhores resultados obtidos por Vidart et al. (2018), que
avaliaram a incorporacdo de diclofenaco de s6dio a blenda de sericina e alginato e
obtiveram os melhores resultados para a formulacdo com 2,8% (m/V) de alginato e

2,0% (m/V) de farmaco.

Para avaliar as formulacdes da Tabela 15, foram determinadas a eficiéncia de

incorporagdo e o carregamento de cada uma, apresentados na Figura 59.

Figura 59 — Eficiéncias de incorporagdo e carregamentos obtidos para as formulacdes

NPVA, NDSP, NPEG, NSER e NALG.
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Pode-se observar que a eficiéncia de incorporacdo atingiu valores na faixa de
73,07 £ 4,13% a 89,33 + 1,90%. Estatisticamente, aplicando-se o teste de Tukey, as
eficiéncias de NPVA, NDSP, NPEG e NSER sdo equivalentes. A formulagdo NALG foi a
que obteve a menor eficiéncia e também a unica que apresentou diferenca estatistica das
demais, evidenciando o papel fundamental da sericina em aprimorar a incorporacdo do
naproxeno. Nenhum dos agentes reticulantes contribuiu para aumentar esse parametro,
possivelmente porque os fortes grupos polares laterais da sericina ja se ligaram ao alginato
de forma efetiva, evitando a perda de farmaco durante a producdo de particulas. Na

formulacdo composta somente por alginato, isso ndo ocorre, fazendo com que menos
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farmaco seja incorporado (ZHANG, 2002). Resultado similar foi obtido por Calija et al.
(2011), que avaliaram a incorporacdo de naproxeno em microparticulas de quitosana e
alginato, obtendo eficiéncias na faixa de 75,19 = 2,11% — 84,45 + 2,16%, similar ao do

presente trabalho.

O carregamento apresentou resultados na faixa de 18,14 £ 0,67% a 30,44 + 1,72%.
Ao aplicar-se o teste de comparacdo de médias de Tukey, obteve-se que os pares
NPVA/NDSP e NPEG/NSER sdo estatisticamente equivalentes, com 95% de confianca. A
NALG, com o maior carregamento, apresentou-se estatisticamente diferente de todas as
demais. Observa-se uma tendéncia desse parametro aumentar, conforme se aumenta a
fracdo de farmaco na particula, em consondncia com o que ja havia sido observado para o
cetoprofeno e também por outros autores, como Katsikogianni; Avgoustakis (2006), que
avaliaram incorporagdo de trés firmacos em nanoparticulas de PLGA-mPEG e Rouco et al.
(2018), que avaliaram a incorporacdo do antibidtico rifabutina em carregadores lipidicos

nanoestruturados.

4.2.2 Ensaios de liberacao in vitro

Como a matriz foi mais uma vez modificada, também foi realizado ensaio de
dissolucdo in vitro em meio 4cido e em meio tampao fosfato (pH 7,4 para o naproxeno),
para verificar sua gastrorresisténcia e prolongacdo da liberacdo. Na Tabela 16 estdo

apresentadas as liberagdes obtidas no meio dcido para cada uma das formulagdes.

Tabela 16 — Resultados de liberacdo em meio dcido para formulacdes com naproxeno.

Formulacao Liberacao em meio acido (%)
NPVA 6,82 + 1,38
NDSP 11,06 + 1,84
NPEG 7,47 £ 0,46
NSER 8,13 +1,38
NALG 8,45 + 1,30

De acordo com a Farmacopeia Americana (XLI USP - UNITED STATES
PHARMACOPEIA, 2018), uma formulacido € considerada gastrorresistente se a liberagdao
em meio 4cido, apds 2 h de ensaio, for menor que 10%. De acordo com os resultados da

Tabela 16 a unica formulagdo que ndo satisfez essa condigdao foi NDSP, a qual utilizou o
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fosfato de sédio dibdsico como agente reticulante. Assim como ja havia ocorrido para o
cetoprofeno, o DSP também ndo foi capaz de reticular fortemente a blenda de sericina e
alginato para aprisionar o naproxeno de forma efetiva no meio dcido. Possivelmente, ao
entrar em contato com esse meio, o DSP reagiu preferencialmente com os fons HY,
formando fosfato monossédico e liberando fons Na*, semelhante a um sistema tampao
fosfato. Com isso, a matriz se tornou enfraquecida, permitindo a liberagao do farmaco mais

facilmente.

Na Figura 60 sdo apresentadas as curvas de dissolucdo in vitro obtidas para as

formulac¢des da Tabela 15 para liberacdo em tampao fosfato pH 7,4.

Figura 60 — Curvas de dissolu¢do obtidas para as formulacdes NPVA, NDSP, NPEG,

NSER e NALG.
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Observa-se que a formulacdo NPEG atingiu o equilibrio apds aproximadamente
63% da liberacdo. Esse resultado foi obtido porque a propria particula em branco referente
a essa formulacdo, composta por sericina/alginato/PEG, ja apresentou um valor de
absorbancia significativo no comprimento de onda utilizado, impedindo a determinacdo

real do farmaco.

A NPVA apresentou liberagio em ~360 min, no entanto, atingiu valores de

liberagdo acima de 100% Isso pode estar ligado a interferéncia de leitura no

espectrofotdmetro UV-vis, como visualizado para a PA, ou pode também indicar perda de
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matéria-prima durante a produgdo de particulas de NPVA, fazendo com que a eficiéncia de
incorporacdo dessa formulacdo fosse subestimada e, consequentemente, a quantidade de

particulas utilizadas no ensaio de dissoluc¢do fosse superestimada.

A NDSP apresentou liberacdo préxima a zero até completar 120 min e, entdo,
apresentou uma rdpida liberacdo, estabilizando em 240 min. Isso pode ter ocorrido, pois o
DSP nédo apresentou afinidade pela solu¢do tampao, como aconteceu para a solu¢do acida.
Assim, sO passou a liberar o fiarmaco apds o intumescimento da particula. Esse
comportamento nao € interessante, porque mantém o firmaco preso por mais tempo,
atrasando sua acdo terap€utica. Além disso, essa foi a unica formulacdo ndo
gastrorresistente dentre aquelas avaliadas aqui, indicando que o agente reticulante DSP nao

¢ favoravel.

A NALG também foi capaz de prolongar a liberagao (~300 min), porém seu
equilibrio foi atingido apds liberagdo de 90% do farmaco incorporado. Com isso, nota-se a
influéncia do alginato em prolongar a liberacdo, como também havia ocorrido para o
cetoprofeno. No entanto, o melhor perfil de dissolu¢do acaba sendo considerado o de
NSER, que atingiu o equilibrio apés 300 — 360 min, com cerca de 98% de liberacdo de

farmaco.

Portanto, a formulacdo NSER, com elevada efici€ncia de incorporagdo e elevado
carregamento de farmaco, e caracteristica de liberacdo retardada e prolongada, pode ser
considerada o melhor resultado obtido nessa etapa. Em comparacdo a NPVA, NDSP e
NPEG, a formulacdo NSER tem a vantagem de dispensar o uso de mais um reagente para
atingir os resultados esperados, o que pode ter efeitos, principalmente, econdmicos. Os
resultados obtidos no presente trabalho foram melhores do que os reportados por Calija, B
et al. (2013) que avaliaram a incorporacdo de naproxeno em microparticulas de
alginato/oligoquitosana/Eudragit®.100-55 e obtiveram tempo de equilibrio de 2 h para
liberacao em tampao fosfato pH 7,4. Dyakonov et al. (2012) apresentaram resultado similar
ao do presente trabalho, atingindo o equilibrio em 350 min a partir da blenda de
sericina/gelatina/glicerina. No entanto, atingiu-se um patamar de apenas 80% de liberagao.
Deste modo, compreende-se a importancia da blenda de sericina/alginato para incorpora¢ao

do farmaco em questao.
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4.2.3 Caracterizacao das particulas de naproxeno utilizando diferentes

matrizes poliméricas

4.2.3.1 Cristalinidade

Na Figura 61 sdo apresentados os difratogramas das particulas com farmaco

(identificadas pela inicial N), das particulas equivalentes livres de firmaco (identificadas

pela inicial B) e do farmaco puro (NPX). Também sdo apresentados os difratogramas

considerando as intensidades dos picos obtidos.

Figura 61 — Difratogramas obtidos por DRX para cetoprofeno puro (NPX), particulas com

farmaco (NPVA, NDSP,

NPEG, NSER e NALG) e particulas sem firmaco (BPVA, BDSP,
BPEG, BSER e BALG).
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O difratograma do naproxeno (NPX) evidencia sua natureza fortemente cristalina,
com picos bem definidos e distintos (20 = 6,62°, 12,65°, 16,76°, 18,97°, 20,33°, 22,58°,
23,68° e 28,35°) (AKBARI et al., 2016; CHOI et al., 2017). Ja as formula¢des sem farmaco
(identificadas pela letra inicial B) mantém a caracteristica amorfa ji observada para a
mistura fisica de sericina e alginato e para sua blenda (Figura 25), com bandas cristalinas
representativas de seus componentes, proximas a 24° e a 40°. Essas bandas podem ser
decorréncia da interposicdo das bandas da sericina (em 20°, pela conformacao de folhas-f3
cristalinas, e proximas a 10°, 28° e 43°) e do alginato (em 13,5° 22° e 39° relativos as suas

subunidades), conforme mencionado anteriormente.

A BDSP, especificamente, apresenta um perfil um pouco mais cristalino do que as
demais, apresentando picos acentuados em 25° e 30°. Isso ocorreu pela presenca do DSP
cristalino interagindo com a blenda amorfa de sericina e alginato (BASTIDAS et al., 2013).
O PEG puro também costuma apresentar uma estrutura mais cristalina, com diversos picos
representativos (TAN et al., 2016). Assim, o perfil visualizado na Figura F indica que o
PEG reticulou a blenda de sericina e alginato, sendo compativel com ela e adquirindo
estrutura predominantemente amorfa. O PVA apresenta, em geral, estrutura semicristalina
com pico acentuado em 19,8° (NASAR; KHAN; KHALIL, 2009). Na BPVA,
possivelmente, o pico interagiu com aqueles da sericina e alginato durante o processo de

reticulacdo da blenda, tornando-se também parte da estrutura amorfa da particula.

Na Figura 62 sdo apresentados os difratogramas das formulacdes com firmaco, com

énfase na intensidade de seus picos, e também comparada com o do fairmaco puro.

Pode-se observar na Figura 62 (B) que os picos do farmaco tiveram suas
intensidades reduzidas apds a incorporagdo a todas as formulacOes desenvolvidas,
evidenciando que parte do naproxeno se apresenta numa forma mais amorfa, em fun¢do da
mistura fisica ou dissolu¢do na blenda. Comparando-se os difratogramas das cinco
formulacdes (Figura 62 (A)), € possivel notar que em NALG houve a maior redugdo dos
picos do farmaco, enquanto a menor reducdo foi observada para a formulagdao NSER. Isso
significa que NSER foi a formulacdo que permitiu que o farmaco mantivesse suas
caracteristicas de cristalinidade mais proximas das originais. J4 em NALG houve uma
maior dissolu¢do do naproxeno na matriz polimérica amorfa, evidenciando mais uma vez a

importancia da sericina ao compor a matriz e aprisionar de forma eficaz o fairmaco.
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Figura 62 — Difratogramas com €nfase na intensidade dos picos para NPX e as formulacdes

com farmaco (NPVA, NDSP, NPEG, NSER e NALG).
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4.2.3.2 Grupos funcionais

Para avaliacdo dos grupos funcionais das amostras desenvolvidas, inicialmente
foram obtidos os espectros das particulas sem farmaco (BPVA, BDSP, BPEG, BSER e
BALG), apresentados na Figura 63. E possivel a partir desses espectros verificar a

influéncia da adi¢do de cada elemento na composi¢ao da blenda.

Em comum, todas as amostras apresentam uma banda ampla préxima a 3430 cm'!
referente ao estiramento O — H de hidroxilas, em ligagdes inter e intramoleculares
(KONDO, 1997). Além disso, nas particulas em que hd sericina, essa banda se sobrepde as
bandas referentes as amidas A e B desse composto (3000 — 3500 cm™, referente ao
alongamento N — H) (CASTRILL()N et al., 2018). Também estdo presentes bandas
proximas a 2930 cm’!, referentes a vibragdo do estiramento C — H de grupos alquila, e em
1640 e 1425 cm, referentes as vibragdes de estiramento assimétrica e simétrica de
carboxilas (COATES, 2011; SADIQ; CHOUBEY; BAJPALI, 2018). O pico préximo a 1030
cm! seguido da banda em cerca de 1080 cm™ est4 diretamente relacionado a ocorréncia da
reticulagdo (SAARAI et al., 2013), sendo que essa banda € atribuida a ligacdo entre grupos

carboxilicos da blenda e grupos hidroxila dos préprios componentes da blenda ou dos
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agentes reticulantes (MOHSEN et al., 2017). No que se refere a estrutura secunddria da
sericina, bandas em 1655, 1630 e 1645 cm™ equivalem as estruturas a-hélice, folhas-p e
bobinas aleatdrias, respectivamente (TERAMOTO; KAMEDA; TAMADA, 2008). Na
Figura 63, as formulacdes BPVA, BDSP, BPEG e BSER apresentam bandas na faixa de
1635 — 1650 cm’!, indicando que hd uma tendéncia de estruturas de folhas-B organizadas
(insoliveis) se transformarem em estruturas de bobinas aleatdrias (soliveis) na blenda, o
que pode facilitar o intumescimento da matriz e, consequentemente, a dissolu¢do do

farmaco.

Figura 63 — Espectros de FT-IR obtidos para as formulagdes BPVA, BDSP, BPEG, BSER e

BALG.
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Algumas diferencas podem ser notadas entre as amostras da Figura 63, quando se
adicionam os agentes reticulantes. Na regido das amidas I (1600 — 1700 cm™), II (1504 —
1582 cm™) e IIT (1200 — 1350 cm™!) da sericina ocorre uma mudanga na amostra de BPVA
(MANDAL; GHOSH; KUNDU, 2011). Enquanto nas demais amostras hd uma banda
préxima a 1315 cm™, em BPVA essa banda ocorre em 1540 cm™, indicando que nesse caso
a reticulacdo ocorreu predominantemente pela amida 11, ao invés da amida II como ocorreu
com as demais. Na BDSP h4 a ocorréncia de uma banda em 1119 cm™, a qual ndo aparece
nos demais espectros e faz referéncia ao grupo PO;~ (BERZINA-CIMDINA;
BORODAIJENKO, 2012). Na BPEG nao € possivel identificar grupos especificos de sua
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composi¢do, uma vez que seus grupos funcionais sdo bastante similares aos encontrados

para a blenda.

Na Figura 64 sdo apresentados os espectros de FT-IR obtidos para o farmaco puro e
para as formulacdoes NPVA, NDSP, NPEG, NSER e NALG, tendo sido empregada a
mesma escala para todos os perfis, evidenciando as diferencas de intensidades da banda em

cada formulacao.

Figura 64 — Espectros obtidos por FT-IR para o naproxeno puro (NPX) e para as
formulacdes NPVA, NDSP, NPEG, NSER e NALG.
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O espectro do naproxeno (NPX) apresenta um elevado nimero de bandas, em
funcdo dos diversos grupos funcionais existentes em sua molécula. Porém, algumas bandas

mais representativas podem ser destacadas. Em 3188 cm™ a banda ¢ atribuida as vibragdes
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de estiramento do grupo OH; em 2963 e 2938 cm™ se referem ao estiramento — CHj
assimétrico e simétrico, respectivamente; em 1728 e 1682 cm™ sdo as bandas equivalentes
ao estiramento C = O do grupo carboxilico; na faixa de 1630 — 1453 cm as diversas
bandas equivalem ao estiramento C — C de grupos aromdticos; em 1395 cm™ equivale a

ligacio CH3; em 1029 e 864 cm! se refere & absor¢io de C — O — C e em 1176 cm™ 2
absor¢do de C — O —, ambos da fun¢do éter (DEL ARCO et al., 2004; WEI et al., 2004).

Nas formulagcdes da Figura 64, observa-se que os picos equivalentes aos grupos
funcionais do firmaco permanecem sem grandes alteracdes. Isso significa que o naproxeno
foi incorporado pelas matrizes poliméricas sem interagir com seus componentes, ou seja,
manteve sua estrutura original, apesar de ter demonstrado que parte do firmaco sofreu

dissolucdo na matriz de acordo com a andlise de DRX.
4.2.3.3 Andlise morfologica

Na Figura 65 s3o apresentadas as micrografias obtidas por MEV para as
formulacdes sem farmaco (identificadas pela inicial B), a fim de verificar a influéncia de
cada composicdo. Ressalta-se que foram obtidas micrografias tanto da superficie externa

quanto do corte transversal das particulas dessas formulagdes.

Figura 65 — Micrografias obtidas para as formulagdes BPVA, BDSP, BPEG, BSER e
BALG da superficie externa em ampliacdo de (A) 150x e (B) 3000x e (C) do corte da secio

transversal em ampliacdo de 3000x.

Na ampliacdo de 150x (Figura 63 (A)) € possivel observar que as particulas

apresentam formas semelhantes, porém com algumas diferencas em sua morfologia,
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principalmente quando hd a adicdo de agentes reticulantes. A BPVA, por exemplo,
apresenta algumas depressdoes em sua superficie, resultado de diversos vazios que foram
observados em seu interior. Isso caracteriza uma particula altamente porosa e € resultado da
presenca do PVA, que sozinho € capaz de formar uma estrutura tridimensional de gel com
elevada porosidade como observado por Neo et al. (2014) que observaram esse fendmeno

ao estudar a produgdo de géis compostos por PVA e seda.

A BDSP foi a que apresentou a maior diferenca e particularidade em sua superficie,
com a presenca de uma estrutura altamente rugosa e lamelar, ndo observada em seu interior
e nem em nenhuma das particulas da Figura 63. Isso € resultado das ligacdes que
acontecem entre o DSP e a blenda de sericina e alginato. Inicialmente, quando o DSP se
liga a blenda, hd a formacdo de pré-polimeros de baixa massa molar. Conforme o processo
de reticulacdo vai acontecendo, a massa dessas estruturas vai aumentando, permitindo a
formacdo das particulas de dentro para fora. Alguns dos pré-polimeros formados
inicialmente ndo sdo capazes de reticular completamente, se depositando na superficie e

tornando-a mais rugosa (MURPHY; WUDL, 2010).

A BPEG, a BSER e a BALG apresentam morfologias bastante semelhantes, com o
aparecimento de algumas rachaduras e, no caso da BPEG, o surgimento de diversos
pequenos furos na superficie, possivelmente pela ocorréncia da reticulacdo covalente. Na
ampliacdo de 3000x (Figura 65 (B)), com excecdo de BDSP que apresenta uma estrutura
rugosa, todas as demais sdo similares, com uma superficie levemente rugosa e lamelar.
Internamente, a 3000x (Figura 65 (C)), a superficie de todas as particulas se tornou mais

homogénea do que o que foi observado externamente.

Na Figura 66 sdo apresentadas as micrografias obtidas para o naproxeno puro e para
as formulag¢des contendo esse farmaco (NPVA, NDSP, NPEG, NSER e NALG). Foram
obtidas micrografias com ampliacio de 3000x das superficies externa e interna das

particulas.
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Figura 66 — Micrografias obtidas para o firmaco puro (NPX) a 3000x, e para as
formulacdes NPVA, NDSP, NPEG, NSER e NALG da superficie externa com ampliacao
de (A) 150x e (B) 3000x e (C) do corte da secao transversal com ampliacao de 3000x.
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Na ampliacdo de 150x € possivel observar que as particulas NDSP, NPEG, NSER e
NALG apresentam formas similares, enquanto a NPVA apresenta um formato mais
alongado. Esse comportamento ndo foi unanime para as particulas de NPVA, tendo sido
obtidas tanto particulas mais esféricas quanto particulas mais alongadas. Optou-se por
apresentar na Figura 66 a forma mais alongada da particula NPVA para explicar o
fendbmeno que pode ocorrer quando se adiciona o PVA como agente reticulante. Nesse
caso, sua adi¢do gera uma solu¢do com maior viscosidade, o que dificulta o gotejamento,
contribuindo para a ndo esfericidade das particulas. Essa propriedade do PVA € bem
conhecida e, inclusive, € aproveitada na inddstria farmacéutica visando aumentar a

viscosidade de produtos oftdlmicos (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).

Na ampliacdo de 3000x das superficies externas, é possivel observar mudancas na
morfologia causadas pela presenca do firmaco interno as particulas. Além disso, as
superficies se tornaram mais homogéneas apds a incorporacdo do naproxeno. No caso da
NDSP, sua superficie alterou significativamente em relacdo a BDSP, apds a adicdo do
farmaco, indicando que ele contribuiu para melhorar o processo de reticulagcdo dessas

particulas.

Internamente, na ampliacdo de 3000x (Figura 66 (C)), é possivel visualizar os
cristais de farmaco semelhantes ao observado para o NPX. Isso confirma o que foi
observado na andlise de FT-IR de que o naproxeno foi incorporado mantendo sua estrutura
original. A menor quantidade de cristais de formaco é observada em NALG, justamente a
formulacdo que teve a cristalinidade mais reduzida, conforme a andlise de DRX, indicando
que parte do naproxeno foi misturada a matriz polimérica. Além disso, essa formulacdo € a
unica que nao apresenta fissuras em sua superficie (identificadas em vermelho nas demais
formulacdes da Figura), o que pode ter contribuido para a prolongacdo da liberacdo de

farmaco, confirmando o importante papel do alginato sobre essa caracteristica.
4.2.3.4 Diametro de particulas e distribuicdo de tamanhos

Os didmetros médios de cada formulac@o e os valores de R2,; obtidos do ajuste de
Gauss a frequéncia relativa da distribuicdo estdo mostrados na Tabela 17, enquanto na
Figura 67 sdo apresentadas as distribuicdes de tamanhos das formulacdes NPVA, NDSP,
NPEG, NSER e NALG.
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Tabela 17 — Diametro médio das particulas e R2%;; do ajuste de Gauss para as formulagcdes

NPVA, NDSP, NPEG, NSER e NALG.

Formulacao

Diametro médio (mm)

Rzaj

NPVA

NDSP

NPEG

NSER

NALG

1,07 £ 0,13
1,36 £ 0,09
1,28 £0,12
1,26 £ 0,14

1,32 £0,10

0,902
0,997
0,994
0,977

0,999

Figura 67 — Distribui¢ao de tamanhos obtida para as formulacdes NPVA, NDSP, NPEG,

Frequéncia Relativa (%)

Frequéncia Relativa (%)

NSER e NALG.
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As particulas de naproxeno utilizando diferentes matrizes poliméricas apresentaram
diametros na faixa de 1,07 + 0,13 a 1,36 = 0,09 mm, tamanho adequado a aplicacdo em
sistemas multiparticulados (SHEKUNOV et al., 2007). Aplicando-se o teste estatistico de
Tukey, com 95% de confianca, todos os diametros médios se mostraram equivalentes,
indicando que a adicdo de agentes reticulantes ndo interferiu no tamanho das particulas.
Pode-se observar, no entanto, que o menor didmetro médio foi obtido para NPVA, porém o
fato de ter apresentado particulas tanto alongadas quanto esféricas dificulta a determinagao
exata de seu tamanho. Além disso, como ja era de se esperar, essa € a formulacdo com o
menor valor para o pardmetro R2;, uma vez que suas particulas ndo apresentaram uma
homogeneidade nos tamanhos e formas. As demais formulacdes apresentaram valores de

R2,; bastante satisfatorios, acima de 0,97.

Foram determinados os valores de Span da distribuicdo (Eq. 16) a partir dos perfis
de frequéncia cumulativa da Figura 67. Na Figura 68 as linhas em rosa destacam as bases

para determinagdo de D10, D50 e D90.

Figura 68 — Frequéncia cumulativa da distribui¢do de tamanhos das formulacoes NPV A,

NDSP, NPEG, NSER e NALG.
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O Span representa o quao distante os valores de D10 e D90 estdo, normalizados
pelo ponto médio (D50). As formulagdoes NPVA, NDSP, NPEG, NSER e NALG
apresentaram os seguintes valores de Span: 0,337, 0,169, 0,221, 0,256 e 0,173. O maior
valor de Span foi obtido para a formulagdo NPVA, a qual ja havia demonstrado formatos

mais alongados e baixa homogeneidade nas particulas, principalmente pela elevada
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viscosidade dessa solugcdo antes do gotejamento. A NALG foi a que apresentou o menor
Span, confirmando a contribuicdo do alginato em atingir maior homogeneidade das

particulas.
4.2.3.5 Andlises térmicas

As andlises térmicas de TG/DTG e DTA do farmaco puro e das formulacdes

desenvolvidas geraram os perfis apresentados na Figura 69.

Figura 69 — Curvas de TG/DTG e DTA obtidas para o naproxeno puro (NPX) e para as
formulacdes NALG, NSER, NPVA, NDSP e NPEG.
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Para melhor visualizacdo, o eixo y equivalente as curvas de TG/DTG do naproxeno
(NPX) foi dividido em dois eixos. Pode-se observar que o farmaco é estdvel até 200 °C,
apresentando um unico estagio de perda de massa entre 200 — 330 °C, equivalente a sua
degradagdo. Observando a curva de DTA, dois eventos endotérmicos sdo observados, o

primeiro equivalente a fusdo do farmaco a 160 °C e o segundo referente a degradacdo
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observada anteriormente, a 315 °C, perfil esse ja esperado, conforme a literatura
(AKDUMAN; OZGUNEY; KUMBASAR, 2016). A fusido do firmaco é observada em
todas as formulag¢des da Figura 69, na mesma temperatura do farmaco puro, confirmando a

compatibilidade entre ele e as diferentes matrizes aqui empregadas.

Analisando-se as curvas de TG/DTG das cinco formula¢des desenvolvidas, observa-
se bastante semelhanca entre todas elas, com perdas de massa abaixo de 100 °C referentes a
eliminacdo de dgua e perdas mais significativas acontecendo na faixa de 200 — 330 °C, em
dois estagios. Essa perda de massa estd relacionada a degradacdo do naproxeno, observada
anteriormente, mas também a acdo da temperatura sobre as diferentes matrizes poliméricas

utilizadas nas formulacdes da Figura 69.

De acordo com a Figura 32, o alginato havia apresentado decomposi¢do em 256 °C
devido a destruicdo e degradacdo de ligacdes glicosidicas esperadas na faixa de 170 —
370 °C, com posterior formagdo de Na,COs; e material carbonizado, que se decompde de
forma lenta na faixa de 600 — 750 °C (PATEL et al., 2016; SOARES et al., 2004). Essa
decomposicao estava relacionada a picos exotérmicos observados na curva de DTA e que
refletem diretamente nos resultados observados para NALG. Nesse caso, sdo observadas as
perdas de massa referentes a degradacao do firmaco e do alginato, relacionadas a eventos

endotérmicos até 300 °C, seguidas de diversos eventos exotérmicos até cerca de 650 °C.

A sericina havia apresentado diversos estdgios de perda de massa na faixa de 200 —
600 °C, sendo esperada a perda especialmente na faixa de 250 — 300 °C pela degradagao
dos grupos laterais dos aminoécidos e clivagem das liga¢des peptidicas (ZHANG et al.,
2012). Essas perdas estavam relacionadas a eventos exotérmicos na curva de DTA, a qual
apresentou também picos exotérmicos referentes a recristalizagdo de estruturas de bobinas
aleatérias em folhas-f. Os resultados de sericina e alginato refletem nas curvas de NSER,
nas quais se observam perdas de massa referentes a degradacdo do firmaco e da matriz
composta pela blenda, associadas a picos endotérmicos na faixa de 200 — 450 °C, seguidos

de picos exotérmicos acima dessa temperatura.

O PVA costuma apresentar degradacdo na faixa de 180 — 375 °C equivalente a
decomposicao de cadeias laterais e entre 375 — 600 °C devido a decomposi¢do da cadeia
principal (SHAKSHOOKI et al., 2014). Como a primeira faixa de degradagdo coincide
com aquela observada também para a sericina e o alginato, na NPV A os dois estdgios de

perda de massa dessa regido ndo sdo completamente independentes, como acontece para as
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demais formulacdes. Na curva de DTA observa-se que ndao hd a ocorréncia dos picos
exotérmicos nas elevadas temperaturas como havia sido observado em NSER,
possivelmente em funcdo da decomposicdo do PVA nessa faixa, que gera picos

endotérmicos.

O DSP apresenta degradacdo na faixa de 190 — 230 °C pela transformacgdo de
ortofosfatos em pirofosfatos. Na NDSP sdo observados os fendmenos nessa faixa
relacionados a presenca do DSP, mas também a blenda de sericina e alginato e ao
naproxeno. Essa formulagcdo apresentou diversos picos exotérmicos em temperatura acima

de 700 °C, associados possivelmente a transformacdes dos subprodutos gerados na

degradacdo do DSP (BANACH et al., 2009).

Por fim, o PEG costuma apresentar uma Unica etapa de degradacdo na faixa de 250
— 400 °C, atribuido a sua decomposic¢do e evaporagdo dos compostos alcodlicos organicos
(QIAN et al., 2017). Essa etapa € observada na NPEG e a diferencia de todas as demais
formulagdes da Figura 69, com um pico endotérmico em 370 °C. Os demais picos sao
semelhantes ao observado para NSER, sendo equivalentes a blenda de sericina e alginato e
ao farmaco. Diante desses resultados, observa-se que a perda de massa do farmaco é bem
mais significativa quando ele estd puro do que quando estd incorporado nas matrizes
poliméricas, levando a conclusio de que sua estabilidade foi aprimorada. No que se refere a
adicdo dos agentes reticulantes, pouca diferenca é observada, com a estabilidade térmica
sendo mantida em todos os casos, possibilitando que todas sejam efetivamente empregadas

para incorporacdo do naproxeno.

4.2.4 Analise geral da producao de particulas de naproxeno incorporado em
diferentes matrizes poliméricas

Diante de todos os resultados obtidos para incorporacdo de naproxeno em diferentes
matrizes poliméricas, observa-se que os melhores resultados foram obtidos utilizando
apenas a blenda de sericina e alginato como matriz para incorporar esse farmaco. Diferente
do que havia sido observado para o cetoprofeno, aqui o agente reticulante covalente ndo
alterou os resultados obtidos, tendo sido encontrados valores de efici€ncia de incorporacao
e carregamento equivalentes para amostras com ou sem o agente reticulante.
Possivelmente, o grupo éter do naproxeno tem mais afinidade pela blenda, se ligando a ela
de forma suficiente para adquirir as caracteristicas de incorporagdo e liberacdo desejadas.

No caso do cetoprofeno, o grupo cetona presente pode nao ter se ligado de forma efetiva,
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requerendo a adicdo do agente reticulante. Além disso, nesse caso, a sericina demonstrou
sua importancia, ao aprimorar a incorporacdo quando comparada a matriz composta

somente por alginato.

Ao utilizar a blenda de sericina e alginato, foi obtida formulacdo gastrorresistente e
de liberacdo prolongada, sob a acdo de um mecanismo complexo de liberacdo, o qual
envolve a erosdo e o intumescimento da matriz para dissolucdo do naproxeno. As técnicas
analiticas também demonstraram poucas alteracdes quando da presenca ou auséncia de
agentes reticulantes, comprovando a incorporacdo do fiarmaco em sua estrutura e
morfologia originais, com alguma dissolucdo nas matrizes reduzindo sua cristalinidade. A
fim de otimizar a composi¢do das particulas obtidas, foi proposto o desenvolvimento de um
planejamento experimental 22 similar ao empregado para o cetoprofeno, ja compreendendo

que a blenda € suficiente para atingir os resultados pretendidos.

4.2.5 Planejamento experimental: eficiéncia de incorporacio, carregamento
e dissolucio in vitro

Assim como foi proposto para o cetoprofeno, para o naproxeno também se
desenvolveu um planejamento fatorial completo 22, com os ensaios sendo realizados de
forma aleatéria de acordo com o proposto pelo programa Statistica®, utilizando como
varidveis independentes as quantidades iniciais adicionadas de alginato e firmaco e
mantendo a concentragdo inicial de sericina em 2,5% (m/V). Na Tabela 18 s@o apresentadas
as formulacgdes desenvolvidas, com as composicdes de sericina, alginato e naproxeno, além
dos resultados para as varidveis dependentes, eficiéncia de incorporagdo, capacidade de
carregamento de firmaco e tempo para liberacdo de 85% do farmaco (tss). Os resultados
dos pontos centrais (N5, N6 e N7) foram agrupados em “Centrais”. Na Tabela 18, N4" se

refere a uma formulag@o similar a N4, porém composta somente por alginato e farmaco.
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Tabela 18 — Formula¢des de naproxeno obtidas do planejamento experimental e resultados

das varidveis dependentes.

Eficiéncia de Carregamento

Formulacio  SER ALG NPX Incorporacio (%) (%) tss (min)
N1 2,5 2,0 2,0 79,27 + 0,83%° 24,39 + 0,25% 114,14 £ 1,31
N2 2,5 2,8 2,0 73,31 + 1,422° 20,08 + 0,39% 170,61 + 7,10°
N3 2,5 2,0 4,0 73,24 +7,78*° 34,47 + 3,66 151,75 +5,75°
N4 2,5 2,8 4,0 77,67 +1,53° 33,41 + 0,66° 173,69 + 10,78°
Centrais 2,5 2,4 3,0 81,08 = 1,98 30,79 +0,75° 157,42 + 14,62°
N4" - 2,8 4,0 71,28 +1,07° 41,93 £0,63°¢ 117,19 £0,31%

Legenda: SER: concentragdo de sericina, ALG: concentragdo de alginato, NPX:
concentragcdo de naproxeno, todos em % (m/V). Os sobrescritos a, b, ¢ se referem a andlise
de similaridade estatistica realizada por meio do teste de Tukey.

Da Tabela 18, observa-se que as eficiéncias de incorporagdo obtidas no
planejamento experimental variaram na faixa de 73,24 +7,78% a 81,08 + 1,98%. Conforme
mencionado anteriormente, a efici€éncia se refere a quantidade de fairmaco que foi realmente
incorporada em relagdo a quantidade inicialmente adicionada, servindo como parametro
para avaliar a eficiéncia do método de preparacdo das particulas. Também sobre esses
resultados foi aplicado o teste estatistico de compara¢do de médias de Tukey, sendo que
sobrescritos iguais na Tabela 18 correspondem a valores estatisticamente equivalentes, com
95% de confianca. Pode-se observar que todas as formula¢des desenvolvidas no
planejamento experimental apresentaram resultados estatisticamente similares, ou seja,
independente da composicao da formulacdo € possivel atingir valores semelhantes de
eficiéncia de incorporacdo. Os resultados obtidos no presente trabalho foram melhores do
que os reportados por Solak (2011) que investigou a incorporacdo de naproxeno em
matrizes compostas somente por alginato ou por alginato/PVA reticuladas com
glutaraldeido, obtendo eficiéncias de incorpora¢do na faixa de 56 — 72%, ou seja, naquele

caso maior quantidade de farmaco foi perdida durante a produgdo das particulas.

Ao se comparar os resultados da Tabela 18 com o que havia sido obtido para NSER
(86,39 + 3,43%), estatisticamente foram obtidas similaridades com N1, N4 e Centrais. A
diferenca estatistica entre os resultados de NSER e N2, as quais apresentam a mesma
composi¢do inicial, pode ser resultado da diferenca nos lotes de sericina. A cada etapa
experimental, foi realizada uma nova extrag@o a partir dos casulos do bicho-da-seda. Sabe-

se que essa etapa de extracdo afeta diretamente as propriedades da sericina, podendo levar a
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variagdbes na massa molar e até na concentracdo de aminodcidos, o que explica a

variabilidade das sericinas extraidas em diferentes etapas (KUNZ et al., 2016).

A capacidade de carregamento de fiarmacos, indicativa da quantidade de farmaco
presente em uma massa conhecida de particulas, variou na faixa de 20,08 + 0,39% a 34,47
+ 3,66%. Estatisticamente, se mostraram equivalentes os carregamentos das formulacdes
N1 e N2, e N3, N4 e Centrais, ou seja, esse parametro foi diretamente afetado pela
quantidade de farmaco adicionada inicialmente. Os maiores carregamentos foram obtidos
para formula¢des com maiores quantidades de naproxeno. Esses valores estdo de acordo
com o obtido por Calija er al. (2013), que avaliaram o carregamento de naproxeno em
particulas de alginato, de alginato/oligoquitosana e de alginato/oligoquitosana/Eudragit®
L100-55, obtendo valores na faixa de 18,4 + 3,1% a 31,4 + 1,1%, também influenciados
pela fracdo de farmaco na particula. O carregamento de NSER demonstrou similaridade
estatistica com o resultado de N2, indicando que esse € um parametro influenciado apenas

pela composicao das particulas, diferente da eficiéncia de incorporacio.

Na etapa de avaliacdo de diferentes composicdes da matriz polimérica para
incorporagdo do naproxeno, foi desenvolvida a formulacio NALG (2,8% m/V de alginato e
2,0% m/V de naproxeno), de composicdo equivalente a formulacdo N2 da Tabela 18. No
entanto, os melhores resultados do planejamento experimental em termos de eficiéncia e
carregamento foram demonstrados para a formulagdo N4. Assim, optou-se por desenvolver
uma formulag¢do utilizando como base somente o alginato, mas com composicdo de
alginato e firmaco equivalentes a N4, chamada N4, cujos resultados também estdo
apresentados na Tabela 18. Seu carregamento se mostrou estatisticamente diferente de
todos os valores do planejamento experimental, o que j4 era esperado em fungdo da maior
fracdo de farmaco nessa formulacdo. J4 o valor de eficiéncia se mostrou estatisticamente
diferente apenas de “Centrais”, demonstrando a menor influéncia da sericina sobre esse
parametro quando se aumenta a quantidade de firmaco adicionada, diferente do que havia
sido observado em NALG. Na realidade, o efeito da sericina nesse caso é observado no
tempo de liberagio de 85% do farmaco (tss), jd que a formulagdo N4" apresenta uma das
liberacdes mais rdpidas e estatisticamente similar apenas a N1, enquanto N4 é a que
apresenta liberacdo mais prolongada, diferente do efeito observado no planejamento
experimental do cetoprofeno. Esse resultado também foi observado por Bezerra (2018) para

o farmaco furosemida, o qual apresenta uma fun¢do éter como o naproxeno. Possivelmente,
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essa funcdo éter tem maior atracdo pela sericina do que a funcio cetona do cetoprofeno, que

tem maior atracdo pelo alginato, permitindo a prolonga¢do da liberacdo do farmaco.

As varidveis dependentes da Tabela 18 também foram submetidas a uma andlise dos
efeitos das varidveis independentes. Com isso, foram obtidos os gréificos de Pareto
apresentados na Figura 70, com intervalo de confianca de 95% e célculo do erro puro pela

repeticdo no ponto central.

Figura 70 — Gréficos de Pareto obtidos a partir da andlise dos efeitos das varidveis alginato
e naproxeno sobre a eficiéncia de incorporagdo, carregamento e tss.
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Conforme ja mencionado, efeitos que apresentam a barra azul ultrapassando a linha
do p-valor = 0,05 (para 95% de confianga) podem ser considerados significativos. De
acordo com os resultados da Figura 68 apenas o naproxeno exerceu influéncia significativa
sobre o carregamento. As demais varidveis dependentes ndo sofreram influéncia
significativa de nenhuma das varidveis independentes avaliadas (alginato e fairmaco). Esse
resultado foi similar ao obtido para o cetoprofeno, e mais uma vez a tabela ANOVA e as

equagoes do modelo foram omitidas devido a sua baixa significancia. A explicacdo para

esse resultado também estd na limitacdo da faixa empregada para as quantidades de
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alginato e naproxeno adicionadas, as quais ndo permitem extrapolagdo e, portanto,

impossibilita um estudo estatistico mais detalhado.

Apesar de apenas o farmaco ter demonstrado significincia estatistica sobre o
resultado de carregamento, € possivel observar uma tendéncia para obter os valores
desejados para cada varidvel-resposta, a partir dos resultados da Tabela 18. Para obter as
maiores eficiéncias de incorporacdo, por exemplo, observa-se que se deve analisar o
farmaco e o alginato em conjunto. Em relacdo a efici€éncia, todos os valores foram
similares, independente das quantidades de firmaco e de alginato. Para obter elevado
carregamento, deve-se empregar maiores quantidades de naproxeno, independente da
quantidade de alginato adicionada. J4 em relacdo a varidvel tempo para liberacdo de 85%
de farmaco, quando se deseja prolongar a liberacdo deve-se empregar as maiores
quantidades de alginato, independente da quantidade de farmaco. Assim, analisando-se
todo o conjunto dos resultados do planejamento experimental, a melhor formulacido obtida
foi N4 composta por 2,5% (m/V) de sericina, 2,8% (m/V) de alginato e 4,0% (m/V) de
naproxeno. Nesse caso, elevados valores de eficiéncia e carregamento foram obtidos, com

maior prolonga¢ao da liberacao.

4.2.6 Ensaios de liberacao in vitro

Os ensaios de libera¢a@o in vitro do naproxeno para liberagdo controlada, de acordo
com a Farmacopeia Americana (XLI USP - UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2018),
devem ser realizados diretamente em tampao fosfato (pH = 7,4), simulando o meio
entérico. Como mencionado anteriormente, o cardter gastrorresistente da blenda de sericina
e alginato foi comprovado por Vidart et al. (2018) e, ainda, confirmado na etapa anterior de
avaliacdo das diferentes composi¢coes da matriz polimérica para incorporacdo do
naproxeno. Sendo assim, nessa etapa de planejamento experimental, realizou-se
diretamente somente a etapa tampao, obtendo-se as curvas apresentadas na Figura 71, para
as formulagdes N1 — N4 do planejamento experimental, para a formulacio N4" e, para
efeitos de comparagiio, a obtida para o medicamento referéncia Flanax® 275 mg, que
promete efeito por até 12 horas. Ressalta-se que no Brasil ndo ha a comercializagdo de uma
forma de liberacdo modificada do naproxeno e, por isso, realizou-se o ensaio com O

medicamento disponivel de liberacao imediata.

Pode-se observar que as formulagdes N1, N3 e N4™ atingiram o equilibrio em 180

min, enquanto as formulagdes N2 e N4 tiveram a maior prolongacdo da liberacao, atingindo
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o equilibrio em cerca de 300 min. Observa-se a influéncia da sericina em prolongar a
liberagio do naproxeno ao se comparar N4 e N4°, possivelmente pela maior afinidade entre
a proteina e o firmaco em questdo. Ao comparar as formulagdes do planejamento
experimental, verifica-se a influéncia da quantidade de alginato sobre o tempo de liberacgao.
Assim, as maiores quantidades de alginato proporcionaram os maiores tempos de liberacao
para N2 e N4. Esse resultado € similar ao obtido anteriormente para o cetoprofeno (KPA-1)
e para o diclofenaco de sédio (VIDART et al., 2018), incorporados na mesma blenda
polimérica. Também foram obtidos resultados similares por Dyakonov et al. (2012) ao
incorporar naproxeno em filmes de fibroina/gelatina/glicerina ou em microparticulas de
fibroina, com resultados de liberacdo controlada e sustentada, respectivamente, e equilibrio

atingido em cerca de 300 min.

Figura 71 — Curvas de dissolu¢do obtidas para as formulagdes K1 — K4 do planejamento
experimental, para a formulacdo N4" e para o medicamento referéncia Flanax®, todas em

meio tampao pH 7,4.
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Constata-se que todas as formulacOes desenvolvidas apresentaram um tempo de
liberagdo maior do que aquele obtido para o medicamento referéncia (~ 60 min), como ja
era de se esperar, por se tratar de um medicamento de libera¢cdo imediata. No entanto, o que
se deve ressaltar € a acdo desse medicamento, garantida em até 12 horas. Portanto, a

obtencdo de prolongacdo com as formulacdes a base de sericina e alginato pode garantir



182

uma eficécia terapéutica ainda melhor, sem gerar picos na corrente sanguinea, além do ji

comprovado cardter gastrorresistente que pode reduzir a ocorréncia de efeitos colaterais.

Nesse caso, ndo foi calculado o fator de similaridade (f2) por ndo se tratar do
desenvolvimento de formas farmacéuticas similares ao medicamento referéncia. Portanto, o
resultado do valor de 2 < 50 ja € o esperado, classificando todas as formas como diferentes
do Flanax® e levando & conclusio de que foi obtida uma nova forma farmacéutica de

liberacdo retardada e prolongada.

4.2.7 Caracterizacio das particulas de naproxeno obtidas pelo
planejamento experimental

4.2.7.1 Cristalinidade

Na Figura 72 sdo apresentados os difratogramas obtidos por DRX para as
formulagdes N1 — N4, para o farmaco puro (NPX) e para uma formulacdo sem fiarmaco
(NO). As demais formulacdes ndo foram apresentadas devido a semelhanca com os demais

resultados obtidos.

Figura 72 — (A) Difratogramas obtidos por DRX para as formulacdes N1 — N4, para o
farmaco puro (NPX) e para a blenda de sericina e alginato (NO) e (B) difratogramas com

énfase a intensidade dos picos das formulacdes N1 — N4 e do fairmaco (NPX).

(A)

300
200

N4
_ me |
10g MMJNJVM \
300 4 N3
200 -

Mﬁ Mo \

2004 N2

200 4 N1

100 A I
tpnratd € T, |
2000 4 HER

1000 4 .
| | ) |bj il ﬁ M)
04 A P s AR PR At oo

Intensidade (u.a.)
o

Intensidade (u.a.)

60 "
| Al vJWVu«,\M o

40 ¢ A "V\Nf.;w\hw"Www

20

20



183

O difratograma de NO, composta somente pela blenda de sericina e alginato, se
assemelha muito aos demais difratogramas apresentados nessa tese para essa formulagdo,
com uma caracteristica predominantemente amorfa e bandas cristalinas representativas de
seus componentes, proximas a 20 = 24° e 40°. Essas duas bandas sdo resultado da
interposicao das bandas da sericina, em 20° (conformacao de folhas-f cristalinas) e em 10°,
28° e 43°, e do alginato, em 13,5°, 22° e 39°, relativos as suas subunidades, conforme citado

anteriormente.

O difratograma do naproxeno apresentou diversos picos distintos, caracteristicos de
sua natureza altamente cristalina, em 20 = 6,6°, 12,6°, 16,8°, 19°, 20,3°, 22,4°, 23,7° ¢ 28,4°
(AKBARI et al., 2016). Quando se analisam as formulacdes, observa-se que as formulagcdes
N1 e N2 apresentam difratogramas bastante semelhantes entre si, assim como N3 e N4. Isso
significa que a quantidade de fairmaco adicionada influenciou os resultados da andlise de
DRX. Todas as formulagdes apresentaram os picos significativos do farmaco, porém, N1 e
N2, com as menores quantidades de farmaco do planejamento experimental, apresentaram
uma maior mudanca para um perfil amorfo do que N3 e N4, quando comparadas ao
naproxeno puro (NPX). Como ja havia sido notado anteriormente, parte do firmaco sofre
dissolucdo ou mistura fisica com a matriz polimérica, sendo esse fendmeno mais acentuado
para formulacdes com menos farmaco e, mais ainda, para a formulagdo N2, que apresenta
maior quantidade de alginato do que N1. Esse fato € evidenciado especialmente para o pico

em 20 = 6,6°.

Comparando as intensidades dos picos cristalinos do naproxeno (Figura 72 (B)),
mais uma vez os picos se tornaram bastante reduzidos nas formulacdes, em funcdo da
dissolucdo do farmaco na blenda, sugerindo que os cristalitos de firmaco se reduzem na
matriz polimérica. Porém, as maiores reducdes sdo observadas para as formulagdes N1 e
N2, nas quais hd um aumento da proporcao de polimero para fairmaco, resultado similar ao
observado por Patnaik ez al. (2018), que avaliaram a incorporacdo de naproxeno em matriz

de PVP (polivinilpirrolidona).
4.2.7.2 Grupos funcionais

Para avaliar os grupos funcionais, foi realizada andlise de FT-IR também sobre a

formulacdo sem farmaco, sobre o naproxeno puro e sobre as formulagdes N1 — N4, uma
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vez que as demais formulacdes do planejamento experimental ficaram bastante proximas as

aqui apresentadas. Os espectros obtidos estdo apresentados na Figura 73.

Figura 73 — Espectros obtidos por FT-IR para as formulagdes N1 — N4, para o naproxeno

puro (NPX) e para a blenda de sericina e alginato (NO).
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A formulacdo NO apresenta as diversas bandas referentes aos grupos funcionais da
sericina e do alginato. Em 3434 cm™ hd a forte banda referente ao estiramento O — H de
hidroxilas, a qual coincide com a banda na faixa de 3000 — 3500 cm’!, referente ao
alongamento N — H das amidas A e B da sericina, podendo ainda ser origindria da presenca
de umidade. Em 2921 cm™ encontra-se uma banda do estiramento C — H de grupos alquila
e em 1640 cm™” e 1420 cm sdo referentes ao estiramento assimétrico e simétrico das

carboxilas. Em relacdo a estrutura secunddria da sericina, hd a ocorréncia do pico em 1640
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cm’!, indicativo de estruturas de bobinas aleatérias e soliveis (TERAMOTO; KAMEDA;
TAMADA, 2008). A reticulagdo do alginato se confirma pela presenca do pico em 1032

cm’!, seguido de outro em 1078 cm’'.

Analisando entdo o espectro do naproxeno (NPX), diversos picos referentes aos
diferentes grupos funcionais presentes em sua estrutura podem ser identificados. Em
3208 cm! a banda ampla se refere ao estiramento O — H, e em 2975 cm™! e 2938 cm! ¢
referente ao estiramento assimétrico e simétrico — CH3. O estiramento C = O do grupo
carboxilico é representado pelas bandas em 1728 cm™ e 1684 cm™ e na faixa de 1630 —
1453 cm sdo observadas diversas bandas referentes ao estiramento C — C dos grupos
aromdticos. A funcdo éter é representada por bandas em 1029 e 864 cm™!, do estiramento C

—~0-C,eem 1176 cm™ do estiramento C — O —.

Nas formulagdes N1 — N4, todos os picos identificados para o farmaco puro
puderam ser novamente visualizados, com ampliacdo da banda referente as hidroxilas em
funcdo da superposicao das bandas do farmaco e da blenda polimérica. Isso confirma que o
farmaco foi incorporado em sua forma original, apesar de parte dele ter se misturado a
blenda, conforme resultado da andlise de DRX. Uma das principais mudancas que se
observa é na regiio das amidas II (1504 — 1582 cm™) e III (1200 — 1350 cm™)
(CASTRILLON et al., 2018), em que as bandas que haviam aparecido em NO ndo
aparecem no espectro de nenhuma das formulacgdes, indicando participacdo desses grupos
funcionais na incorporagdo do firmaco. Das bandas identificadas em NO, apenas aquela em
1420 cm’!, referente ao estiramento simétrico das carboxilas, se repete nas formulacoes N1

— N4, mostrando que esse grupo ndo participa do aprisionamento do naproxeno.
4.2.7.3 Andlise morfologica

Na Figura 74 sdo apresentadas as micrografias obtidas por MEV para a blenda de
sericina e alginato, para o firmaco naproxeno puro e para as formulacdes N1 — N4. Nao

foram apresentadas as demais formulagdes em fun¢do da semelhanca com as anteriores.
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Figura 74 — Micrografias obtidas para a blenda de sericina e alginato (NO), o naproxeno
(NPX) e as formulacdes N1 — N4, da superficie externa em ampliacdo de (A) 150x e (B)

3000x e (C) do corte da secdo transversal em ampliacao de 3000x.
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Analisando as micrografias identificadas pela letra (A), com ampliacdo de 150x,
nota-se que NO € a que apresenta superficie mais homogénea e com alguns pequenos furos,
possivelmente em fun¢do do proprio processo de reticulagdo e formacdo da blenda. As
demais apresentam maior rugosidade justamente pela presenca do farmaco no interior
dessas particulas, sendo essa rugosidade mais evidente nas formulagdes N1 e N3, com as
menores quantidades de alginato. E possivel concluir que o aumento desse componente
contribui para conter esse firmaco no interior da particula, dificultando sua dissolucao

conforme j4 havia sido observado nos ensaios de dissolucao in vitro de N2 e N4.

Na ampliacao de 3000x (Figura 74 (B)), observa-se que a particula NO apresenta
uma superficie um pouco mais rugosa, com a formacdo de estruturas em camadas. Ao
adicionar o farmaco, em N1 — N4 confirma-se que ele ndo estd presente na superficie e que
ele contribui para tornar a superficie mais homogénea na maior ampliacdo. Isso evidencia
que a maior rugosidade a 150x é decorrente apenas da presenca dos cristais de fairmaco. Em
N1 e N3, confirmando o que se observou anteriormente, é possivel observar deformagdes

na superficie pela presenca do firmaco internamente.

Ao se observar as superficies internas das particulas (Figura 74 (C)), a formulagao
NO apresenta maior homogeneidade do que havia sido observado externamente,
possivelmente porque no interior das particulas atingiu-se um grau de reticulacdo mais
elevado, quando comparado a superficie externa. Nas particulas N1 — N4 observa-se a
presenca dos cristais de naproxeno semelhante ao observado na micrografia do farmaco
puro (NPX), levando a conclusdo de que ele foi incorporado em sua forma original e

corroborando os resultados das analises de DRX e FT-IR.
4.2.7.4 Diametro de particulas e distribuicdo de tamanho

A partir da técnica de microscopia Otica foram obtidas micrografias das particulas
com ampliagdo de 10x. Determinou-se o didmetro médio de 500 particulas de cada
formulac@o e as distribui¢des de tamanhos, sendo o modelo de Gauss ajustado aos dados da
frequéncia relativa da distribui¢do. Na Figura 75 sdo apresentados os perfis de distribui¢ao
e na Tabela 19 se apresentam os didmetros médios e os valores de R2,; obtidos do ajuste de

Gauss.
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Figura 75 — Distribui¢des de tamanhos obtidas para as formula¢des N1 — N7.
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Tabela 19 — Diametro médio das particulas e R2%;; do ajuste de Gauss para as formulagdes

N1 - N7.
Formulacao Diametro Médio (mm) R2,;
N1 1,34 £ 0,07¢ 0,990
N2 1,35 £0,07¢ 0,948
N3 1,58 +£0,08° 0,983
N4 1,53 +0,09*° 0,955
N5 1,47 +0,09*° 0,965
N6 1,45 £0,07*° 0,992
N7 1,47 +0,09*° 0,961

As particulas de naproxeno apresentaram diametro médio na faixa de 1,34 + 0,07 —
1,58 + 0,08 mm, tamanho que € adequado para aplicacdo em sistemas multiparticulados.
Pelo teste estatistico de comparacdo de médias de Tukey, com 95% de confianca, apenas a
formulacdo N3 apresentou tamanho diferente das formulacdes N1 e N2. Os demais
conjuntos de valores (N1 e N2 com o restante ¢ N3 com o restante) apresentaram
semelhanga estatistica (indicada pelos sobrescritos iguais na Tabela 19). Como ja
constatado nas micrografias da andlise de MEV, os valores de diametro foram
influenciados pela quantidade de farmaco adicionado inicialmente, com os maiores
diametros obtidos para as formulagdes N3 e N4. Nao hd nenhuma relagdo entre os
tamanhos obtidos e o tempo de liberagdo do fdrmaco nesse caso, ja que em N2 e N4 foram

observados os maiores tempos de liberacao.

Em relacdo ao ajuste de Gauss, pode-se observar que os ajustes menos adequados
foram obtidos para formulacdes com maiores quantidades de alginato, possivelmente
porque esse contribui para aumentar a viscosidade da solug@o e tornar as particulas menos
esféricas e menos homogéneas. Apesar disso, os ajustes de Gauss de todas as formulacdes

apresentaram bons ajustes, com valores de R2,; que ultrapassaram 0,9.

A partir dos perfis de frequéncia relativa da Figura 75, foram obtidos os parametros
D10, D50 e D90 e, com eles, calculou-se o valor do Span (Eq. 16) das formulacdes N1 —
N4, através dos perfis da Figura 76.
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Figura 76 — Frequéncia cumulativa da distribui¢do de tamanhos das formulagdes N1 — N4.
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As formulacdes N1, N2, N3 e N4 apresentaram os seguintes valores de Span, nessa
ordem: 0,141, 0,120, 0,131, 0,157. Observa-se que nao ha nenhuma tendéncia em relacao
as quantidades iniciais de alginato e naproxeno e a distribuicao de tamanho. O maior Span é
obtido para N4, seguido de N1, N3 e N2, respectivamente. No entanto, como ja era de se
esperar, N4 apresenta o maior valor para tal parametro em funcdo da maior viscosidade da
solucdo a ser gotejada, que contribui para a coalescéncia das particulas e,

consequentemente, amplia a distribui¢ao de tamanhos.
4.2.7.5 Andlises térmicas

As andlises térmicas de TG/DTG e DTA das formulagdes N1 — N4, do naproxeno
puro e da blenda de sericina e alginato geraram os perfis apresentados na Figura 77. As
curvas de TG/DTG da blenda de sericina e alginato (NO) apresentam uma pequena perda de
massa abaixo de 100 °C, relacionada a perda de umidade, e que também € indicada por um
pico endotérmico na curva de DTA. Apds isso, na faixa de 200 — 600 °C, diversas perdas de
massa sao observadas em diferentes estagios, sendo as mais acentuadas em 200, 300, 400 e
550 °C. Esses eventos estdo relacionados a decomposi¢do da sericina e do alginato,
observados na Figura 34. No caso da sericina, hd a ocorréncia da degradacido de seus
grupos laterais e clivagem das ligacdes peptidicas, enquanto no alginato as cadeias
carbonicas se decompdem em Na>COs e material carbonizado, sendo esse ultimo degradado

de forma lenta acima de 600 °C. Na curva de DTA, os picos exotérmicos observados nas
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elevadas temperaturas se associam as decomposicdes dos componentes da blenda (quando
h4 perda de massa associada) e, como nenhum pico estd associado a ndo perda de massa,
isso significa que quando compde a blenda, a sericina ndo recristaliza estruturas de bobinas

aleatdrias em folhas-3, conforme ocorreu para a sericina pura.

Figura 77 — Curvas de TG/DTG e DTA obtidas para a blenda de sericina e alginato (NO),

para o naproxeno puro (NPX) e para as formulacdes N1 — N4.
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As curvas de TG/DTG do naproxeno (NPX) indicam perda de massa em uma tnica
etapa, entre 180 — 320 °C, com pico em 280 °C. Na curva de DTA, se observam dois picos
acentuados: o primeiro em 160 °C, referente a fusdao do farmaco, e o segundo em 280 °C,

referente a sua degradacdo e associado a perda de massa observada anteriormente.
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Ao analisar as formulagdes N1 — N4, observam-se comportamentos semelhantes
para as curvas de TG/DTG, com pequenas perdas de massa referentes a umidade proximas
a 100 °C, seguidas de duas perdas mais significativas, entre 200 — 300 °C. Isso estd
associado a degradagdo do firmaco, mas também a decomposi¢cdo da blenda de sericina e
alginato. As demais perdas significativas de NO, a 400 e 550 °C se tornam menos
pronunciadas nas formulagdes e, em alguns casos, até deixam de acontecer, indicando a
maior estabilidade. As curvas de DTA de N1 — N4 apresentam algumas semelhancgas, com
destaque para a fusdo do naproxeno préxima a 160 °C e os picos endotérmicos associados a
degradacdo dos componentes dessas formulacdes abaixo de 300 °C. Apenas em N3 e N4,
com as maiores quantidades de farmaco adicionadas, observaram-se os eventos

exotérmicos acima de 400 °C em funcdo da degradacdo dos subprodutos da decomposicao
da blenda.

Para avaliar a compatibilidade entre a blenda de sericina e alginato e o naproxeno,

plotaram-se as curvas de DTA obtidas para NO, NPX e N4 (Figura 78).

Figura 78 — Curvas de DTA obtidas para a blenda de sericina e alginato (NO), para o

farmaco puro (NPX) e para a formulacao N4.
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Pode-se observar que no perfil de N4 ha uma sobreposi¢do das curvas individuais
obtidas para o fairmaco e para a blenda, indicando que essa curva ¢ uma soma dos eventos
térmicos observados em NPX e NO. Sendo assim, pode-se assumir que ndo houve interacao

significativa do fairmaco com a matriz polimérica em que foi incorporado, confirmando sua
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compatibilidade. O principal evento térmico associado, a fusdo do farmaco em cerca de

160 °C, se repete na formulagcdao N4.

4.2.8 Anadlise geral da producao de particulas de naproxeno incorporado a
blenda de sericina e alginato

Diante de todas as andlises apresentadas para o planejamento experimental, visando
a otimizacao da composi¢cdo de particulas compostas pela blenda de sericina e alginato com
naproxeno incorporado, observou-se que poucas variacdes foram obtidas. Apesar disso, foi
possivel obter uma tendéncia para os melhores resultados de eficiéncia de incorporacdo,
carregamento e tempo de liberacdo, em funcido das maiores quantidades de alginato e de
farmaco inicialmente adicionados. Foi possivel obter uma nova forma farmacéutica com
cardter gastrorresistente e tempo de liberacdo de cerca de 300 min, semelhante ao obtido
para o cetoprofeno incorporado a mesma blenda e reticulado covalentemente pela
proantocianidina, e para o diclofenaco de sédio incorporado na mesma blenda (VIDART et

al., 2018).

As técnicas analiticas aplicadas para caracterizacdo demonstraram que a
incorporacdo do naproxeno ocorreu em sua forma original, sem grandes mudangas em sua
estrutura, além de ter apresentado compatibilidade com a matriz polimérica empregada. A
melhor formula¢do obtida foi N4 (2,5% (m/V) de sericina, 2,8% (m/V) de alginato,
4,0% (m/V) de naproxeno).

4.2.9 Avaliacdo dos mecanismos de liberacido do naproxeno: modelagem
cinética
4.2.9.1 Ajuste dos modelos matemdticos aos dados de liberagdo das formulagoes de

naproxeno

Os modelos cinéticos apresentados na Secdo 2.3 — Farmacocinética foram ajustados
aos dados de liberacdo da Figura 60 e da Figura 71, gerando os parametros para cada
modelo e valores de R2; e AIC para avaliagdo dos melhores ajustes, apresentados na Tabela
20 e Tabela 21, respectivamente. Em negrito se destacam os maiores valores de R2; e os

menores valores de AIC, representativos dos melhores ajustes.
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Tabela 20 — Parametros dos modelos, R2,;; e AIC obtidos a partir da modelagem cinética,

para as formulagdes NPVA, NDSP, NPEG, NSER e NALG.

. Formulacoes
Modelo Parametro
NPVA NDSP NPEG NSER NALG
Ko 0,323 0325 0215 0370 0,338
Ordem-zero R%, 0,855 05500 0837 0,860 0,933
AIC 89,40 8127 69,63 7948 68,71
Ki 0,006 0,004 0003 0,006 0,006
Primeira-ordem Rzaj 0,778 0,264 0,715 0,629 0,853
AIC 90,66 85,10 7490 9505 74,46
a 12849 12588 28753 434683 2150
b 1,905 1,867 1,833 2,620 1,510
Weibull T 144 157 271 142 161
R% 0,977 0,609 0,942 0,996 0,981
AIC 63,02 82,05 60,61 4251 5593
K 4,84 3,40 2,75 4,84 4,54
Higuchi R%; 0,528 0,097 0295 0371 0,524
AIC 100,35 89,26 8589 9505 8748
Kkp 0,005  1.10° 0003 0,001 0,108
Korsmeyer- n 2,29 4,79 1,79 2,35 1,27
Peppas R% 0,993 0,933 0958 0978 00916
AIC 21,11 4421 47,63 3781 4941
k2 0,003 0,02 0001 0,003 0,002
HOpfeszerg; R% 0885 0361 0,785 0,785 0,934
e AIC 84,33 83,55 7222 8254 66,89
ks 0,002 0,01 0001 0,002 0,002
Hofr’rfleft;erg; R% 0857 0324 0,763 0736 0914

AIC 86,31 84,12 73,14 84,45 69,42
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Tabela 21 — Parametros obtidos da modelagem cinética para as formulacdes do

planejamento experimental do naproxeno e valores de R%;e de AIC para cada modelo

ajustado.
. Formulacées
Modelo Parametro

N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7
Ko 0662 0382 0525 0367 0538 0478 0511
Ordem-zero R, 0,755 0838 0862 0839 0849 0838 0,853
AIC 5441 8191 59,68 81,03 61,00 59,64 5981
o K 0,008 0,007 0008 0007 0008 0007 0,007
2;22;3' R 0,431 0741 058 074 0590 0573 0,593
AIC 60,61 8351 6805 8307 6826 6721 67,50
a 40236,8 21124,8 24287,7 31417,3 23909.8 29893,1 215456
b 2410 2,121 2178 2,134 2205 2,164 2,140
Weibll T, 81 109 103 128 97 117 106
R%, 0,989 0,990 0,991 0,985 0,987 0,988 0,987
AIC 32,06 5325 3720 57,09 41,38 3835 40,30
Kn 484 515 500 493 516 449 487
Higuchi R%, 0,13 0472 0248 0451 0258 0217 0245
AIC 6625 9224 7518 92,12 7530 7457 7482
Kxr 0,018 0,007 0015 0005 0017 0007 0013
Korsmeyer- n 1,84 1,94 1,80 1,96 1,80 1,94 1,83
Peppas R, 0940 0978 0958 098 0950 0981 0967
AIC 3999 30,52 3617 27,18 5684 29,68 34,20
o 2 0,004 0,003 0003 0003 0003 0003 0,003
PRy 0,583 0864 0,744 0856 0,748 0719 0,745
B AIC 58,17 7788 6417 7796 6445 6384 6380
- 2 0,003 0,002 0002 0002 0002 0002 0,002
PINE Ry 0,528 0830 0691 0824 0697 0670 0,695
AIC 59,10 79,71 6563 7958 6585 6509 65,17

4.2.9.2 Andlise dos resultados de ajuste dos modelos matemdticos aos dados de

liberacdo das formulagoes de naproxeno

Observa-se da Tabela 20 que a formulagdo NDSP, que apresentou o perfil de
liberagdo mais distinto das demais (Figura 60), ndo foi bem ajustada por praticamente
nenhum modelo, com excecao ao de Korsmeyer-Peppas. Possivelmente isso ocorreu porque
esse modelo estd ligado a relaxacdo das cadeias (n > 0,85) pela transicio da matriz
polimérica de um estado semirrigido para um estado mais flexivel, apés o contato com a

solugdo de dissolucdo (FREIRE et al., 2017). O DSP, como mencionado anteriormente, nao

tem afinidade pelo meio tampdo, impedindo que outros mecaniSmos atuem nessa
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formulacdo. Assim, como dnico meio de liberagdo, a solu¢do penetra as particulas de forma

lenta e, consequentemente, ocorre a saida do farmaco.

Como mencionado anteriormente, os modelos de ordem zero e primeira ordem sao
empregados para fornecer informacdes sobre a cinética da liberagdo, enquanto os demais
modelos aplicados permitem obter informagdo sobre o mecanismo que envolve essa
liberacdo (CHIME; ONUNKWO; ONYISHI, 2013). Analisando-se os valores de RZ%; e
AIC, observa-se que, em geral, independente da formulacdo, o modelo de ordem zero,
caracteristico de sistemas com liberagdo controlada (Figura 50), descreveu melhor a
cinética de liberacdo do naproxeno. Nesse caso, considera-se que a forma farmacéutica nao
se desintegra e permite a liberacdo de forma lenta, liberando a mesma quantidade de
farmaco por unidade de tempo, até atingir o equilibrio da dissolu¢do. Trata-se do método de
liberacdo ideal para quando se deseja atingir uma liberagdo prolongada, sendo um modelo
amplamente empregado para descrever a dissolucdo a partir de diversas formas de liberacao
modificada (COSTA; LOBO, 2001). Em relacio as formulacdes do planejamento
experimental, nota-se que as constantes de liberacdo de ordem zero, Ky, apresentam um
resultado esperado, com as formulagdes N2 e N4 apresentando os menores valores de Ko,

corroborando com sua liberagao mais lenta, em comparagdo as demais formulagdes.

No que se refere aos mecanismos envolvidos na liberacdo, todas as formulacdes
analisadas, com exce¢do da NDSP ji explicada anteriormente, foram mais bem ajustadas
pelos modelos de Korsmeyer-Peppas e de Weibull. A partir de seus parametros de n > 0,85
e b > 1,0, respectivamente, pode-se afirmar que um mecanismo complexo estd associado a
liberacio do naproxeno, incluindo a liberacio de Super Caso II, que envolve o
intumescimento e relaxacdo das cadeias poliméricas para liberacao do farmaco (GHOSAL;
RAY, 2011; PAPADOPOULOU et al, 2006). Além disso, no que se refere
especificamente as formulagdes N2 e N4, que apresentaram a liberacdo mais prolongada,
observou-se um bom ajuste do modelo de Hopfenberg (m = 2), o que indica que o
prolongamento da liberacdo do naproxeno foi possivel também devido ao mecanismo de

erosdo da matriz polimérica (CHIME; ONUNKWO; ONYISHI, 2013).

Da Tabela 20, analisando-se o parametro 74 do modelo de Weibull, observa-se que
o maior valor para esse parametro € atingido por NPEG. Porém, como sua curva ndo
atingiu valor adequado no equilibrio, seu pardmetro ndo pode ser comparado aos demais.

Excluindo essa formulacdo, NALG obteve o maior 7, dentre as demais, confirmando a
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influéncia do alginato na prolongacdo da liberacdo, seguida por NDSP, a qual ja havia
demonstrado o melhor aprisionamento do fdrmaco no meio tampdao, porém sem
caracteristica gastrorresistente. Da Tabela 21, N4 € a formulacdo que apresenta maior valor

de Ty, confirmando sua caracteristica de liberacdao prolongada diante das demais.

O modelo de Higuchi apresentou o ajuste menos satisfatério para todas as
formulacdes, o que evidencia que a difusdo ndo atua na liberacdo do farmaco a partir da
blenda de sericina e alginato (KALEEMULLAH et al., 2017). A explicagdo para o ajuste
ndo satisfatorio desse modelo para o presente caso e para todos os demais apresentados
nessa tese pode estar em determinadas hipdteses assumidas por ele. De acordo com esse
modelo, o fairmaco estd distribuido de forma homogénea dentro da matriz e a matriz nao
pode intumescer durante a liberacao de farmaco. Porém, o que se observa para a blenda em
questdo € exatamente o contrdrio: o fairmaco ndo se distribui de forma homogénea, como
observado principalmente pelas micrografias obtidas por MEV, e também sdo particulas
sujeitas ao intumescimento ao entrar em contato com o meio de dissolu¢do, fato observado
visualmente durante os ensaios e confirmado pelos bons ajustes do modelo de Korsmeyer-

Peppas (PATEL et al., 2016).

Esse resultado também foi obtido por outros autores, como Medina et al. (2015),
que avaliaram a liberacdo de naproxeno a partir de materiais de silica mesoporosa. Os
melhores ajustes também foram obtidos para os modelos de Korsmeyer-Peppas e Weibull,

em detrimento do modelo de Higuchi.

Comparando-se os resultados obtidos com aqueles do farmaco cetoprofeno,
observa-se que o naproxeno € liberado de forma mais prolongada do que o anterior, mesmo
quando incorporado somente a blenda de sericina e alginato. A justificativa pode estar em
suas formulas estruturais, as quais apresentam como principal diferenca a presenca de uma
funcdo éter no naproxeno e de uma funcio cetona no cetoprofeno. Eteres sio pouco polares
e, em geral, pouco reativos. Ja a carbonila da cetona € fortemente reativa e polar, sujeita
especialmente a reacdes de adi¢do nucleofilica. Assim, é possivel que o cetoprofeno, ao
entrar em contato com a solucdo tampao, foi rapidamente liberado por sua atragdo pelo
solvente polar (4gua). No caso do naproxeno, parte de sua estrutura sendo caracterizada
como pouco polar, indica menor atragdo pelo solvente polar, atrasando sua liberacao

(KOTZ; TREICHEL; TOWNSEND, 2011).
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4.2.10 Avaliacao do processo de reticulaciao térmica: ensaios de liberacao in
vitro

Como mencionado anteriormente, o processo de reticulagdo térmica € uma das
técnicas de reticulacdo existentes para aprimorar as caracteristicas de uma matriz
polimérica. Assim como realizado para o cetoprofeno, as duas melhores formulagcdes de
naproxeno, em termos de dissolugdo in vitro (N2 e N4), foram submetidas ao processo de

reticulacdo térmica, ou seja, a secagem controlada em duas etapas sequenciais a 40 °C e a

100 °C, durando 24 h cada uma.

O resultado avaliado nessa fase foi a dissolugdo in vitro em tampao pH 7,4, uma vez
que o processo de reticulagdo térmica nao afeta a varidvel eficiéncia de incorporagdo ou
carregamento, pois ndo ha a adi¢do ou destruicdo de qualquer componente das particulas.
Na Figura 79 sao apresentados os perfis de dissolu¢do das formulacdes N2 e N4 em

comparacao com as respectivas formulacdes submetidas a secagem, TN2 e TN4.

Figura 79 — Curvas de dissolu¢do in vitro em tampao pH 7,4 das formulacdes
(A) N2 e TN2, (B) N4 e TN4.
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Observa-se, na Figura 79, que o processo de reticulagdo térmica nio contribuiu para
retardar a liberacao das formulagdes de naproxeno, como havia ocorrido com o cetoprofeno
incorporado somente a blenda de sericina e alginato. Possivelmente, o efeito da secagem foi
mais pronunciado no cetoprofeno pela presenca do grupo funcional cetona. Esse grupo €
mais polar do que o grupo funcional éter do naproxeno. Assim, ele é capaz de atrair para si
maior quantidade de 4gua e, portanto, estd mais sujeito as mudancgas estruturais causadas

pela eliminacdo dessa dgua durante a reticulacdo térmica, ficando disponivel para formar

novas ligacdes de hidrogénio.
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No caso do naproxeno, a funcdo éter forma entre si forcas do tipo dipolo-dipolo.
Quando na presencga de dgua, é capaz de realizar ligacdes de hidrogénio com ela, apesar de
possuir menor atracdo por esse solvente. Assim, quando a dgua € eliminada durante o
processo de secagem, o grupo funcional ndo fica disponivel para novas ligacdes
intramoleculares em funcdo das forcas ja existentes dentro dele, levando a poucas

mudancas antes e apds a reticulacdo térmica.

4.2.11 Caracterizacao das particulas de naproxeno obtidas por reticulaciao
térmica

4.2.11.1 Andlises térmicas
Para avaliar o efeito do processo de reticulacdo térmica sobre as particulas, foram

obtidas as curvas de TG/DTG e DTA das formulacdes TN2 e TN4, apresentadas na Figura

80, em comparacdo com as curvas que haviam sido obtidas para N2 e N4.

Figura 80 — Curvas de TG/DTG e DTA obtidas para as formulagdes TN2 e TN4 e

comparagdo com as curvas de N2 e N4.
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Como ja era de se esperar e ja havia sido observado para o cetoprofeno, aqui
também a reticulacdo térmica foi efetiva na remoc¢do da umidade das particulas, ja que a

perda de massa observada anteriormente abaixo de 100 °C, ndo aconteceu nas formula¢des
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TN2 e TN4. Com excecdo dessa etapa, as demais perdas observadas na faixa de 200 —
300 °C, em funcdo da decomposicdo ou degradacdo dos componentes das formulacdes, se
repetem, mesmo apds a secagem das particulas, evidenciando que sua estrutura nio foi
significativamente alterada. Os eventos térmicos da curva de DTA também se repetiram,
mas em diferentes intensidades, sendo predominantes os eventos endotérmicos em N2 e
TN2 e, em N4 e TN4, ocorrendo eventos exotérmicos em temperaturas acima de 450 °C.
Isso significa que a reticulagdo térmica permitiu obter resultados similares no que se refere

a estabilidade térmica das particulas.

4.3 Analises complementares das melhores formulacoes de cetoprofeno e
naproxeno

4.3.1 Analises térmicas: calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e
microscopia hot-stage (HSM)
Na Figura 81 é possivel observar as curvas de DSC obtidas para os firmacos puros

(Ceto e NPX) e para as melhores formulacdes de cada um deles (KPA-1 e N4).

Figura 81 — Curvas de DSC obtidas para (A) cetoprofeno puro (Ceto) e formulacao KPA-1
e (B) naproxeno puro (NPX) e formulagdao N4.
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Uma das informacdes que a andlise de DSC fornece € a temperatura de transi¢ao
vitrea (7,), presente em estruturas amorfas que ndo sofrem fusido, e que caracteriza a
transicdo de um estado vitreo (quebradico) para um estado emborrachado (mais maleavel)
(ZAHARUDDIN; NOORDIN; KADIVAR, 2014). Tanto a sericina quanto o alginato
apresentam estrutura amorfa, com temperaturas de transicdo vitrea esperadas proximo a
170°C e 80,6 °C, respectivamente (NAKAMURA; MAGOSHI; MAGOSHI, 1993;
SWAMY; RAMARAJ; SIDDARAMAIAH, 2010). Como observado nas andlises de DRX,
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apesar da matriz proteica apresentar um cardter predominantemente amorfo, quando se
incorporam os farmacos cetoprofeno e naproxeno, as formulacdes passam a apresentar
caracterfstica predominantemente cristalina. Por essa razdo, ndo se detectou o parametro 7,
em nenhuma das formulagdes da Figura 81, mesmo nas temperaturas esperadas para os

componentes da matriz.

Outra informacao obtida da andlise de DSC e que também ja havia sido obtida nas
andlises de DTA, € a temperatura de fusdo (7,,) das amostras em questdo. Da Figura 81,
para o cetoprofeno, o evento endotérmico da fusdo ocorre a 7,, = 97,02 °C com o inicio da
transicdo ocorrendo em 7puser = 92,94 °C e o calor de transicao de 98,60 J/g, enquanto para
0 naproxeno, o evento endotérmico de fusdo é observado em 7,, = 156,48 °C, com inicio da
transicdo em Tonser = 155,43 °C e calor de transi¢ao de 143,17 J/g. Nas formulagdes KPA-1
e N4 os valores de T,, dos farmacos se alteram para 88,65 °C e 153,12 °C, respectivamente,
confirmando que as moléculas de fairmaco foram incorporadas majoritariamente em sua
forma original de agregados cristalinos, sem apresentar grandes mudancas em sua estrutura
para um estado amorfo ou dispersos molecularmente, conforme as andlises de DRX ja

haviam evidenciado.

Além dos eventos da fusdo, outros eventos endotérmicos podem ser visualizados
nas curvas de DSC das formulagdes KPA-1 e N4. Uma banda ampla endotérmica em
108,47 °C na curva de N4 € equivalente a perda de dgua, e o fato de ndo ter aparecido em
KPA-1 pode estar associado a proximidade com o ponto de fusdo do farmaco. Além disso,
em ambas as formulacdes hd a ocorréncia de um pico acima de 200 °C (218,34 °C para
KPA-1 e 206,81 °C para N4), associados as decomposicdes e degradacdes dos componentes
da matriz polimérica, observadas também nas andlises de TG/DTG e DTA. A inexisténcia
de outros picos, diferentes do esperado para os componentes puros, indicam que ndo ha
interacdo quimica entre o fidrmaco e a matriz carregadora, confirmando sua

compatibilidade.

Para visualizar o comportamento dos firmacos e das formulacdes diante do aumento
da temperatura e confirmar as observagdes da analise de DSC, foi realizada Microscopia
Hot-Stage (HSM), através da qual se obtém micrografias das particulas diante do controle
da temperatura. Na Figura 82 sdo apresentadas imagens obtidas para o cetoprofeno e para
uma particula da formulacdo KPA-1 em corte da se¢do transversal e uma particula da

formulacao KPA-1 inteira, em diferentes temperaturas.
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Figura 82: Micrografias obtidas por HSM para (a — d) cetoprofeno puro em ampliacdao de

20x, para (e —h) o corte da secdo transversal de KPA-1 e para (i— m) KPA-1 em amplia¢do
de 10x, nas temperaturas de (a, e, i) 30 °C, (b) 92 °C, (c, f, j) 97 °C, (d) 100 °C, (g, 1) 220 °C
e (h,m) 250 °C.

Pode-se observar na Figura 82 (a — d) o comportamento do firmaco puro diante do
aumento da temperatura. Inicialmente, na temperatura ambiente (a), € possivel observar os
cristais de farmaco. Quando se atinge a Tonse: do cetoprofeno, proximo a 92 °C (b), observa-
se o inicio do processo de fusdo, com a maior mudanca observada na 7, em cerca de

97 °C (c). A 100 °C (d) o farmaco ja estd completamente fundido.

Analisando as particulas em corte e inteiras, ndo € possivel observar o fendbmeno de
fusdo do farmaco proximo a 97 °C (f, j) em nenhuma delas. De acordo com a analise de
DSC, esse fendmeno deveria ser visualizado pelo menos no corte da particula (f), porém a
obtencdo de imagens ndo permitiu sua observacdo. No caso da particula inteira isso
acontece porque o fairmaco esta aprisionado em seu interior, o que dificulta a visualizagdo
dessa transi¢do do cetoprofeno. As demais micrografias (g, h, 1, m) foram obtidas acima de
200 °C, e as mudangas observadas se referem a decomposicdo e degradagdo dos

componentes da matriz polimérica (sericina, alginato e PA).



203

Na Figura 83 sdo apresentadas imagens obtidas para o naproxeno e para uma
particula da formulacdo N4 em corte da se¢do transversal e uma particula da formulagao N4

inteira, em diferentes temperaturas.

Figura 83: Micrografias obtidas por HSM para (a — d) naproxeno puro em ampliacdo de

20x, para (e —h) o corte da secdo transversal de N4 e para (i — m) N4 em ampliacdo de 10x,
nas temperaturas de (a, e, i) 30 °C, (b) 155 °C, (c, f, j) 158 °C, (d) 160 °C, (g, 1) 220°Ce
(h,m) 250 °C.

Na Figura 83 (a — d) observa-se o comportamento do formaco (naproxeno) diante do
aumento de temperatura. Na temperatura ambiente (a) sdo visualizados os cristais de
farmaco. Proximo a 155 °C (b) hd o inicio da fus@o do farmaco, com maior énfase préxima

a 158 °C (c) e a 160 °C (d) a transicao j4 finalizada, com o farmaco completamente fundido.

O fendmeno de fusdo do naproxeno também ndo pdde ser observado nem no corte
da formulacdo N4 (f) nem na particula inteira (j), possivelmente pela dificuldade em se
obter imagens mais claras do firmaco no interior da particula e por ele se apresentar
aprisionado no interior, respectivamente. Acima de 200 °C (g, h, 1, m) as decomposigdes e
degradacdes dos componentes da matriz sé puderam ser visualizados para as particulas
inteiras, possivelmente porque os produtos da degradacdo ficaram escondidos pela particula

analisada, ndo sendo possivel observa-los.
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4.3.2 Estudo de citotoxicidade e viabilidade celular

A Figura 84 apresenta as placas para cultura de células, fechadas e abertas, apds a
etapa de incubacdo de 72 horas, j4 com as linhagens de células HaCaT (queratindcito
humano transformadas) em contato com as amostras analisadas, além das placas apds a
adicdo do MTT com a coloracdo arroxeada, caracteristica da conversdo do sal tetrazolium

em formazan.

Figura 84 — Imagens das placas para cultura de células empregadas no ensaio de viabilidade
celular/citotoxicidade apds 72 horas de incubagio, sendo (A) placas fechadas, (B) placas

abertas para demonstragao e (C) placas ap0ds a adicao do MTT.

Da Figura 84 (C), é possivel observar que alguns dos pogos ndo apresentaram a
coloragdo arroxeada, que seria indicativa da presenca de células vidveis. Para confirmar o
resultado observado, foi calculada a viabilidade celular para cada amostra. O perfil de
viabilidade celular para as diferentes concentracdes dos fiarmacos puros cetoprofeno
(CETO) e naproxeno (NPX), de suas respectivas formulacdes, KPA-1 e N4, e das
correspondentes formulagdes sem farmaco (BPA e NO), além do controle positivo

cloridrato de doxorrubicina (DX na Figura 84 (C)), sdo apresentados na Figura 85.
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Figura 85 — Viabilidade celular, obtida a partir do ensaio MTT, de células em contato com
o controle positivo cloridrato de doxorrubicina (DOX), os fairmacos puros cetoprofeno
(CETO) e naproxeno (NPX), as formulacdes KPA-1 e N4 e as respectivas formulagdes sem

farmaco, BPA e NO.
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Pode-se observar que a maioria das curvas da Figura 85 apresentaram valores de
viabilidade celular acima de 100%, o que significa que a viabilidade celular das células em
contato com as amostras foi maior do que a do controle negativo. Isso é algo que pode
ocorrer em resultados de ensaio de MTT e pode ser explicado por algumas razdes. Esse
ensaio depende da reducdo mitocondrial para conversio do tetrazolium em formazan.
Assume-se que essa conversao depende do niimero de células vidveis, porém € possivel que
o contato das células com as amostras resulte em aumento da atividade enzimaética, sem
necessariamente afetar a viabilidade celular. Outra possibilidade é que tenha havido
influéncia das variacOes naturais do metabolismo, jd& que o controle negativo é obtido
apenas pela incubagdo de células no meio, ou ainda que o contato com as amostras tenha
estimulado a proliferacdo das células HaCaT. Resultados similares foram reportados por
Ossowicz et al. (2020) e Poradowski; Obminska-Mrukowicz (2019) para o cetoprofeno e
por Karami et al. (2016) para o naproxeno, com valores de viabilidade celular

ultrapassando 100%.
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A partir dos dados da Figura 85, pode-se determinar o parametro ICso, que se refere
a concentracdo da amostra que causa 50% de inibi¢do do crescimento celular, sendo
considerada nesse caso citotoxica (NOVOHRADSKY ef al., 2014). Pode-se observar que,
para o controle positivo cloridrato de doxorrubicina, o valor de ICso foi de 0,037 +
0,029 ug/mL, ou seja, em concentracdes acima desse valor, a viabilidade celular encontra-
se abaixo de 50% e, portanto, € considerada a ocorréncia de citotoxicidade por parte da
substncia analisada. Para todas as demais amostras analisadas, ICso > 100 pg/mL,
indicando que nenhuma delas alterou o perfil de viabilidade celular da linhagem de células
HaCaT, confirmando a biocompatibilidade in vitro das formas farmacéuticas desenvolvidas

no presente trabalho, para células de HaCat, na faixa de concentra¢des avaliadas.

Resultados similares foram obtidos em estudos anteriores que avaliaram particulas
compostas pelos mesmos polimeros avaliados nesse trabalho. Martins et al. (2015)
avaliaram a citotoxicidade e viabilidade celular de linhagens de células cancerigenas Caco-
2 e de células sauddveis VERO, pelo contato com particulas de quitosana/alginato, com ou
sem nanoparticulas de ouro encapsuladas. Ambas as particulas apresentaram boa
biocompatibilidade com ambas as linhagens analisadas, sendo que as particulas com
nanoparticulas de ouro encapsuladas apresentaram uma pequena toxicidade as linhagens
avaliadas. Das; Dey; Kundu (2014) avaliaram a citotoxicidade de nanoparticulas de sericina
sobre linhagem de células de fibroblastos de ratos, obtendo que nao houve inibicao
significativa do crescimento celular de acordo com o ensaio MTT. Sendo assim, confirma-
se o bom resultado obtido nessa tese, de que matrizes de sericina e alginato sdo
biocompativeis e, portanto, podem ser adequadas ao wuso humano, necessitando

posteriormente de ensaios in vivo para confirmar os resultados obtidos in vitro.

A titulo de ilustragdo, a partir da placa da Figura 84 (B) foram obtidas também
micrografias em ampliacdo de 50X, em microscopio invertido, para visualizar a presenga ou
auséncia das células apés o contato com as amostras. As micrografias obtidas para os
farmacos puros cetoprofeno (CETO) e naproxeno (NPX), para suas respectivas
formulacdes, KPA-1 e N4, para suas formulacdes sem farmaco (BPA e NO), para o controle
positivo cloridrato de doxorrubicina e para o controle negativo (células sem adi¢do de nada)

sdo apresentadas na Figura 86.



207

Figura 86 - Micrografias em ampliacdo de 50x apds a incubacdo de HACAT em contato
com cetoprofeno (CETO), naproxeno (NPX), formulagdes KPA-1 e N4, formulagdes sem
farmaco (BPA e NO), para o controle positivo cloridrato de doxorrubicina (DOX) e para o

controle negativo (CO0), nas concentragdes (A) 0,0001 ug/mL e (B) 100 pg/mL.

DOX(A)

KPA-1(A) KPA-1(B)

Pode-se observar, das micrografias da Figura 86, a presenca de células vidveis na
maior parte delas, especialmente ao fazer a compara¢do com o controle negativo (C0). No
caso especifico de DOX, na maior concentracio, Coluna (B), as células estdo mortas, o que
confirma a auséncia de coloragdo arroxeada em alguns pocos da imagem da Figura 84 (C).
Além disso, em algumas micrografias das formulacdes contendo a blenda, observa-se a
presenca de manchas escuras, referentes a matriz polimérica que nao se dissolveu
completamente no PBS. Essa pode ser outra razdo para a elevada viabilidade celular
observada na Figura 85 (> 100%). A presenca desses residuos da matriz pode ter causado
interferéncia na leitura da absorbancia, gerando valores maiores do que os observados

somente para as células.

4.4 Resumo geral dos resultados obtidos

A etapa de incorporagcdo do cetoprofeno, desenvolvida através de planejamento

experimental, indicou que apenas a quantidade de cetoprofeno teve influéncia significativa
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sobre a varidvel carregamento. Apesar disso, observaram-se as maiores eficiéncias para
menores quantidades de alginato e os maiores carregamentos para menores quantidades de
alginato e maiores quantidades de farmaco. A eficiéncia de incorporacdo do cetoprofeno
variou na faixa de 74,96 £+ 0,55% a 91,19 = 0,41% e o carregamento na faixa de 20,54 +
0,15% a 40,25 £0,23%. Foi produzida uma formulacio somente com alginato, que
apresentou eficiéncia de incorporagdo inferior (66,07 £+ 0,75%), o que demonstra a

importancia da sericina para incorporagao do cetoprofeno.

A liberacdo in vitro do cetoprofeno foi realizada diretamente em tampao fosfato (pH
6,8) e verificou-se que o maior tempo de liberacdo foi obtido para a formulacio somente
com alginato, o que indica que esse polimero € o responsavel pela prolongacao da liberagao
do cetoprofeno. Em relacdo as formulagdes do planejamento, os maiores tempos de
liberag@o ocorreram para as maiores quantidades de firmaco. Baseado nesses dados, pode-
se concluir que a formulacdo K3 (2,5% m/V de sericina, 2,0% m/V de alginato e 4,0% m/V
de cetoprofeno) foi a melhor formulacdo desenvolvida, apresentando-se como uma nova
forma farmacéutica ao ser comparada, inclusive, com a forma comercial Profenid®

Entérico.

A formulacdo K3 atingiu o equilibrio da dissolu¢do em apenas 180 min. Sendo
assim, foi proposta a adicdo de um agente reticulante covalente visando aprimorar a
liberacdo, obtendo o melhor resultado pela adicio da PA. A formulagdo com menor
quantidade de PA (KPA-1) indicou os melhores resultados, com eficiéncia de incorporagao
de 91,11 + 0,53% e carregamento de 40,49 + 0,24%, além da caracteristica gastrorresistente
e o maior tempo de equilibrio na liberacdo in vitro (~300 min). Portanto, a melhor
formulacao para incorporacdo do cetoprofeno foi KPA-1 (2,5% m/V de sericina, 2,0% m/V
de alginato, 4,0% m/V de cetoprofeno, 0,5% m/V de PA).

Os modelos matematicos foram ajustados aos dados de liberagdo in vitro, com a
formulac@o K3 apresentando cinética de ordem zero, em que se atinge uma concentragao de
farmaco constante no plasma sanguineo, e a formulacio KPA-1 apresentando cinética de
primeira ordem, caracteristica de formas de liberacio sustentada. Em relacdo aos
mecanismos de liberacdo, ambas indicaram um mecanismo de liberagdo complexo,
envolvendo mais de um mecanismo, a saber, inchamento e relaxacdo da matriz, além de

erosao.
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Com os resultados das melhores formulacdes de cetoprofeno (K3 e KPA-1), foi
realizado ainda o processo de reticulacdo térmica, avaliado através de ensaios de dissolucao
in vitro. Como resultado, observou-se a alteracdo da caracteristica gastrorresistente da
formulacdo KPA-1, além do equilibrio ter sido atingido em um tempo menor apds a
reticulacdo térmica. No caso da formulagdo K3, observou-se um aumento do tempo de
liberacdo apds a reticulacdo térmica. Logo, esse ndo é um processo interessante para a

incorporacdo do firmaco em questdo.

Foram realizadas andlises de DRX, FT-IR, MEV, MO e TG/DTG e DTA para
caracterizar as formulacdes obtidas. Amostras da blenda e da blenda reticulada com PA
foram caracterizadas por DRX e FT-IR, para compara¢do com a mistura fisica dos mesmos
componentes. Observou-se reducdo da cristalinidade ap6s a formagdo da blenda, com ou
sem o agente reticulante, evidenciando a compatibilidade entre os polimeros componentes
dessa formulacdo. Além disso, observou-se que as estruturas secunddrias de folhas-fB da
sericina foram transformadas em bobinas aleatérias, apds a formagao da blenda, o que é
interessante para aplicacdo farmacéutica, uma vez que essa ¢ uma forma mais solivel e
pode permitir a liberacdo gradual de farmaco. Em relacdo as formulacdes obtidas, foi
mantida a caracteristica cristalina do firmaco, porém com intensidade reduzida. Os grupos
funcionais do farmaco foram preservados em todas as formulag¢des, indicando que nao
ocorre uma forte interacdo desse componente com os polimeros da blenda. A andlise de
MEV demonstrou a incorporacdo do farmaco na forma de cristais e evidenciou sua
presenca no interior das particulas. As particulas de cetoprofeno, incluindo aquelas com
PA, tiveram didmetros médios na faixa de 0,88 = 0,10 — 1,47 £ 0,09 mm, o que é adequado
para aplicagdo em sistemas multiparticulados. Termicamente, os eventos associados aos
componentes das particulas foram observados, como a fusdo do farmaco (90 — 130 °C) e a
decomposicao e degradacdo dos componentes poliméricos e do cetoprofeno acima de
200 °C. Sendo assim, confirmou-se a compatibilidade e estabilidade do processo de

incorporagao.

As formulacdes K3 e KPA-1 e suas respectivas formulagdes reticuladas
termicamente (TK3 e TKPA), também foram submetidas a ensaios de estabilidade
acelerado e de longa duragdo, os quais indicaram que apenas KPA-1 manteve suas
propriedades de liberacdo inicial, confirmando que a reticulagdo quimica pode colaborar
com a efetividade da incorporagdo do farmaco, possibilitando atender requisitos para a

aplicacao farmacéutica, como qualidade, eficicia e seguranca.
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Em relacdo as formulagdes com naproxeno, foi realizada preliminarmente a
avaliacdo da presenca ou auséncia de agentes reticulantes covalentes, tendo sido avaliados
PVA, DSP e PEG, além de uma formulacdo sé com alginato, obtendo-se eficiéncias de
73,07 £4,13% a 89,33 £ 1,90%, com a menor eficiéncia obtida para NALG, confirmando a
importancia da sericina também na incorporacdo do naproxeno. Foram obtidos
carregamentos de 18,14 + 0,67% a 30,44 £+ 1,72%, diretamente influenciados pela fracdo de

farmaco presente.

No que se refere a dissolugdo in vitro, a formulacio NDSP foi a dnica que ndo
apresentou gastrorresisténcia. Em meio entérico, a formulacdo NPV A apresentou valores de
liberacdo acima de 100%, a NPEG atingiu o equilibrio em 63% e a NALG equilibrou em
90%. Sendo assim, o melhor resultado foi obtido para NSER, com tempo de equilibrio de

300 — 360 min e 98% de liberacao do farmaco.

A partir desses resultados, realizou-se planejamento experimental para otimizacao
da composicdo de particulas de sericina/alginato/naproxeno, variando-se as quantidades
inicialmente adicionadas desses dois ultimos componentes. As eficiéncias de incorporagdo
foram obtidas na faixa de 73,24 + 7,78% a 81,08 + 1,98% e os carregamentos na faixa de
20,08 £ 0,39% a 34,47 + 3,66%. Estatisticamente, somente o carregamento foi influenciado
pela quantidade de naproxeno. No entanto, notou-se que as maiores eficiéncias foram
obtidas para conjuntos de menores ou de maiores quantidades de alginato/firmaco. Os
maiores carregamentos foram obtidos para maiores quantidades de naproxeno e os maiores
tempos de liberacdo foram obtidos para maiores quantidades de alginato. Assim, a melhor
formulacao obtida foi N4 (2,5% (m/V) de sericina, 2,8% (m/V) de alginato e 4,0% (m/V)
de naproxeno). Uma formulagdo similar a ela, composta somente por alginato, demonstrou
semelhanga em termos de incorporacao de farmaco, porém com menor tempo de liberagao.

No caso do naproxeno, a responsdvel por prolongar a liberagdo do farmaco foi a sericina.

Em relagdo a modelagem cinética, tanto para formulacdes com agentes reticulantes
quanto para as do planejamento experimental, observou-se mecanismo de liberagdao
complexo, envolvendo erosdo e intumescimento da matriz polimérica. O modelo cinético
de ordem zero foi o que melhor se ajustou aos dados, uma vez que esse € mais adequado

para descrever sistemas de liberacio controlada.
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As andlises de DRX, FT-IR, MEV, MO e TG/DTG e DTA confirmaram a
incorporacdo do fdrmaco em todas as formulagdes. A cristalinidade do naproxeno se
manteve, porém, em intensidades reduzidas. Os picos referentes aos grupos funcionais do
farmaco foram replicados em todas as formulagdes, confirmando sua incorporagdo na
forma original, com parte tendo se misturado fisicamente a matriz. As micrografias do
MEV também demonstraram a presenca dos cristais de farmaco internamente nas
particulas. Foram obtidos didmetros médios na faixa de 1,07 £ 0,13 — 1,58 £+ 0,08 mm,
tamanhos adequados a sistemas multiparticulados. Termicamente, a fusdao do firmaco foi

mantida nas formulac¢des (160 °C), além dos fendmenos de decomposicao e degradacdo do

farmaco e da matriz polimérica acima de 200 °C.

O processo de reticulagdo térmica aplicado as formulacdes N2 e N4, que foram as
que apresentaram maior tempo de equilibrio da dissolu¢do, demonstrou ndo afetar a

dissolucao.

As melhores formulagdes do cetoprofeno e do naproxeno, KPA-1 e N4,
respectivamente, foram submetidas a andlises complementares de DSC e Microscopia Hot-
Stage. A partir delas foi possivel confirmar a ocorréncia da fusdo dos farmacos puros, ja
observada nas andlises de DTA. Além disso, verificou-se que as particulas mantém o
farmaco aprisionado mesmo apds sua fusdo e que apenas apds a temperatura de
decomposicdo e degradacdo de seus componentes € possivel visualizar tais fendmenos.
Sobre essas mesmas formulagdes também foi realizado estudo de viabilidade celular e
citotoxicidade, o qual indicou que as formas farmacéuticas desenvolvidas ndo sdo
citotoxicas, apresentando biocompatibilidade e, portanto, sendo adequadas para o uso

humano de acordo com testes in vitro.
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5 CONCLUSOES

Na presente tese foi proposto o desenvolvimento de particulas a base de sericina e
alginato para incorporag¢do dos farmacos cetoprofeno e naproxeno, visando obter novas
formas farmacéuticas, de liberacdo retardada e prolongada. O objetivo geral dessa tese foi
atingido, haja vista que novas formas farmacéuticas foram obtidas para cada fairmaco, com
alta taxa de carregamento (40,49 + 0,24% para o cetoprofeno e 33,41 £+ 0,66% para o
naproxeno), estabilidade fisico-quimica comprovada por meio das técnicas analiticas de
DRX, FT-IR e andlises térmicas, empregadas para caracterizacdo das particulas com e sem
farmaco, e nenhuma toxicidade comprovada em células de linhagem HaCaT, na faixa de
concentragao de 100 — 0,0001 pg/mL de células. Além disso, foram atingidos os equilibrios
das liberacdes em cerca de 300 min para ambos os firmacos avaliados e também foram
comprovadas a compatibilidade entre o firmaco e a matriz polimérica empregada, sem a
ocorréncia de grandes interacdes entre eles, e a obten¢do de particulas com tamanho
adequado a sistemas multiparticulados. No caso do cetoprofeno, a sericina demonstrou
atuar positivamente sobre sua incorporacdo, enquanto no caso do naproxeno, a sericina

colaborou com a prolongac¢do de sua liberacao.

Assim, pode-se concluir que o sistema matricial composto pela blenda de sericina e
alginato € interessante a incorporacdo dos farmacos anti-inflamatérios cetoprofeno e
naproxeno, tendo sido demonstrada a necessidade da reticulacdo para atender os objetivos
pretendidos no caso do cetoprofeno. Essa necessidade pode ser em fung¢do da maior
afinidade do grupo éter do naproxeno pelos grupos funcionais da matriz polimérica, o que
ndo ocorre com 0 grupo cetona do cetoprofeno, necessitando de um agente extra para
aprimorar sua incorpora¢do. A blenda em questdo demonstrou capacidade de erodir e
intumescer na presenca dos fluidos simuladores do meio gastrointestinal, permitindo a
liberacdo do farmaco incorporado, tornando-se objeto de interesse para sistemas de
liberacao controlada. Além disso, se mostrou ndo citotoxica, se adequando a possibilidade

de uso em organismos humanos.
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6 SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

Visando a continuidade dos estudos desenvolvidos nesta tese, sugerem-se como

possiveis trabalhos futuros a realizacdo de:

e Modificacdo da blenda para incorporacdo do cetoprofeno e do naproxeno,
visando prolongar ainda mais a liberagdo;

e Avaliacio da eliminacdo dos efeitos colaterais do cetoprofeno e do
naproxeno apds a incorporacio na blenda de sericina e alginato;

e Avaliacdo de outros agentes reticulantes covalentes naturais;

e Incorporacdo de outros farmacos que apresentem efeitos colaterais ou
problemas na liberagdo;

e Realizagdo do ensaio de estabilidade das formulacdes com naproxeno;

e Diminui¢do dos tamanhos das particulas desenvolvidas para encapsular em
capsulas gelatinosas ou na forma de comprimidos;

e Realizar ensaios in vivo para confirmar a biocompatibilidade observada nos

ensaios in vitro de citotoxicidade e viabilidade celular.
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