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INTRODUCAO

Os medicamentos de administracéo oral
séo, em geral, de liberacdo convencional, contudo,
hé& um esforco crescente nas Ultimas décadas para
o desenvolvimento de tecnologias atuantes na
liberacdo modificada (DAS; DAS, 2003). A partir da
alteracdo do encapsulamento dos farmacos,
visando a modificacdo da sua liberacdo, as
propriedades fisico-quimicas deles podem ser
aprimoradas e as limitagcdes e maleficios inerentes
a liberacéo imediata séo contornados. Sobretudo,
os sistemas modificados permitem modular e/ou
direcionar a liberacdo do insumo farmacéutico
ativo (IFA). Assim, promovem uma melhor eficacia,
mitigacé@o dos efeitos adversos, maior seletividade
de atividade e adesdo do paciente (BIZERRA;
SILVA, 2016; HENRIQUE et al., 2006; QIU; ZHOU,
2011).

Nesta perspectiva, a indometacina é
propicia para o desenvolvimento da sua liberacao
modificada. Este medicamento é um anti-
inflamatério ndo esteroide (AINE), amplamente
aplicado no tratamento de doengas reumaticas e
doencas inflamatdrias nao reumatoides
(HELLEBERG, 1981; DALMORO et al., 2018). No
entanto, o uso prolongado de AINEs no tratamento
de doencas inflamatérias cronicas é propenso ao
desenvolvimento de Ulceras gastrointestinais e
sangramentos, limitando a sua aplicacdo
(BERNARDI et al.,, 2009; THONG-NGAM et al.,
2012). Assim, a liberacdo modificada a partir de
sistemas multiparticulados permite reduzir o pico
de concentracdo e mitigar os efeitos
gastrointestinais por meio da maior dispersao das
particulas no meio gastrointestinal (GANDHI et al.,

1999; PEZZINI et al., 2007). Além disso, pode
contornar a necessidade de mdltiplas dosagens
diarias associada a liberagao convencional desse
IFA, favorecendo a adeséo do paciente.

Por outro lado, a combinacéo de polimeros
visando a sinergia de caracteristicas favoraveis a
formacao de uma matriz para liberacdo modificada
de farmacos ja é bastante reconhecida e
estabelecida (LI et al., 2014). Tanto a sericina
quanto a Kk-carragenina ja se mostraram
promissoras para entrega de anti-inflamatorio
(VIDART et al.,, 2018; FREITAS et al., 2018;
PETTINELLI et al., 2020.; PRADO et al., 2008),
contudo, ndo hé& literatura sobre sistemas
multiparticulados com esses dois polimeros
combinados, tampouco para entrega de
indometacina.

Isto posto, essa pesquisa objetivou-se ao
estudo da liberacdo modificada do anti-inflamat6rio
indometacina pela incorporacdo na blenda
desenvolvida de sericina e k-carragenina com
sistema multiparticulado. Especificamente, foi
realizada a extracéo e o fracionamento da sericina,
0 preparo da blenda seguindo um planejamento
experimental fatorial completo e a avaliacdo da
eficiéncia de incorporacdo e de carregamento,
além da caracterizacao das particulas produzidas.

METODOLOGIA

Materiais

Os materiais utilizados foram casulos do
bicho-da-seda Bombyx mori, fornecido pela
empresa BRATAC do ramo de fiacdo de seda,
localizada na cidade de Londrina — PR, e a k-
carragenina fornecida pela Sigma-Aldrich (Saint
Louis-MO, USA). O farmaco indometacina foi
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adquirido pela empresa MAGIS PHARMA
localizada na cidade de Campinas — SP.

Métodos:
Limpeza e extracdo da sericina

Os casulos do bicho da seda foram
submetidos a um tratamento fisico para remover
as impurezas grosseiras. Em seguida, foram
cortados em pequenas fracdes para aumentar a
superficie de contato e facilitar o processo de
extracdo da sericina. A extracdo da proteina
sericina foi realizada pelo método de autoclave nas
condicdes de 1 kgf.cm=? de pressdo, temperatura
de 120 °C e tempo de 40 minutos. Apos a extragao,
para obter a sericina de alta massa molar foi
utiizado o método de congelamento e
descongelamento.

Preparo das particulas de sericina, k-carragenina
e IFA

Para o preparo da blenda, a sericina foi
ressolubilizada em autoclave e ajustou-se sua
concentracdo para 3,0 % (m/V) pelo método das
massas, conforme descrig&o de Silva et al. (2016).
A k-carragenina foi dissolvida em agua destilada e
aguecida a 60 °C em banho termostatico com
agitacdo a 200 rpm, durante 1h. Apés esse
periodo, os volumes de sericina e k-carragenina
foram adicionados, segundo os valores
estabelecidos no planejamento experimental. Os
polimeros foram homogeneizados em Ultraturrax®
a 4000 rpm, durante 10 minutos. A massa de IFA
correspondente ao planejamento foi adicionada a
emulsdo e o sistema foi submetido a agitacdo de
8000 rpm por 30 minutos.

Andlise da eficiéncia de incorporacdo e
carregamento do IFA

Para a determinacdo da eficiéncia foram
pesadas 0,01 g das particulas contendo o IFA e
adicionadas em um erlenmeyer 50 mL de solucéo
tampédo pH 6,8 (KH2POs4 + NaOH) e Tween 80
(0,5%). Os Erlenmeyers foram colocados numa
incubadora Shaker a 37,0 °C, 150 rpm durante 24
h. Apés esse periodo, a suspensao foi colocada no
sonicador por 10 minutos e, em seguida, filtrada

(0,22 pm). A concentracdo da solucdo foi
determinada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) (Shimadzu, Japao), com fluxo de
1,5 mL/min coluna analitica: C18 (150 mm x 4,6
mm, 5,0 ym), temperatura da coluna de 25 °C,
volume de inje¢cdo de 20 pL, detecgdo no
comprimento de onda de 240 nm, utilizando como
fase movel acetonitrila/acido fosférico 0,2 % na
proporgéo 50:50 (v/v) (NOVAKOVA et al., 2005) A
eficiéncia da incorporagédo (E;, %) serd avaliada
pela Equacao 1.

Cg (D)
E; = —.100
13 CT

Em que Cg é a concentracdo experimental
obtida por HPLC e C; é a concentracdo teérica
dada pela fracdo massica do farmaco na particula.
A eficiéncia do carregamento do farmaco (E.,%
m/m) sera determinada por uma relacdo de
massas conforme a Equacéo 2.

m
E.= 2 100 @
My
Em que m; € a massa de farmaco na
particula e m,, € a massa das particulas.

Testes de dissoluc¢éo in vitro

A metodologia de dissolugéo foi realizada
conforme as descricbes da Farmacopeia
Americana (USP) para a indometacina. O ensaio
foi realizado em dissolutor de comprimidos e
capsulas, constituido de recipientes abertos de
forma cilindrica e fundo hemisférico do tipo cesto
com rotacdo de 75 rpm e temperatura de 37,0+ 1
°C. Foram realizados ensaios em meio gastrico
simulado (MGS) com HCI 0,1 M (1000 mL), pH 1,2,
durante 2h e em meio entérico simulado (MES)
com solugcdo tampédo fosfato pH = 6,8. Foram
retiradas aliquotas de 5 mL durante 24 h.

Caracterizagdo das particulas

A caracterizacdo das amostras foi
realizada por adsorcéo e dessorcéo de nitrogénio,
termogravimetria  (TGA), andlise diferencial
térmica (DTG), densidade real, conforme descrito
na Tabela 1.

Caracterizagao das particulas de sericina/k-carragenina e sericina/k-carragenina/lFA

Anélise Equipamento Parametros Objetivo
TGA/DTG Marca Shimadzu, modelo Atmosfera inerte de N, fluxo de 50 Comportamento térmico das
DTG-60, mLmin™ e taxa de aquecimento de 20 particulas pela avaliagdo da
°C.min"tem uma faixa de temperatura  perda de massa com o tempo
de 30 a 1000 °C
Picnometria Picnémetro Accupyc Il Temperatura média de 25 °C com 10 Determinagdo da densidade

1330 (Gas Pycnometer,

ciclos de purga, 10 ciclos de andlise real das particulas

marca Micrometrics, USA) uma taxa de equilibrio de 0,050

psig.min?

Tabela 1 — Descricdo das andlises de caracterizagdo das particulas de sericina/k-carragenina e sericina/k-carragenina/IFA
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Preparo  das
experimental

particulas e planejamento

A partir do método de gelificacdo
ionotropica foram feitas com sucesso as particulas
(Figura 1a) constituidas pela blenda de sericina
1,6% e k-carragenina 0,95% (m/V). Similarmente,
foram  desenvolvidas particulas com a
incorporagcdo de 3,0 de IFA, apresentadas nas
Figuras 1b e 1c. Em geral, as particulas
apresentaram forma esférica, embora quando
secas, tornaram-se menos arredondadas e mais
rigidas.

‘:‘:),.X_f:
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e

Figura 1 — Particulas de a) sericina 1,6% e k-carragenina
0,95%; b) sericina 1,6%, k-carragenina 0,95% e 3,0 g de
indometacina e c) secas.

Durante o preparo, observou-se que 0 uso
de concentragdes de k-carragenina inferior a 0,9%,
resultou em particulas nédo esféricas e quebradicas
e concentracdes superiores a 0,95% implicaram
em viscosidade muito alta, impedindo a etapa de
gotejamento na solugéo de KClI para producéo das
particulas, devido & caracteristica de

espessamento da «k-carragenina. Além disso,
concentracdes de sericina inferiores a 1,2%
geraram particulas disformes e concentracdes
superiores a 1,6% combinadas com k-carragenina
a 0,95% dificultaram o gotejamento. Assim,
elaborou-se o planejamento experimental fatorial
completo considerando dois niveis e trés variaveis
(23), com trés repeticbes no ponto central para
estimar o erro experimental apresentado na Tabela
2.

Eficiéncia de incorporacédo e carregamento do IFA

A eficiéncia de incorporacao relaciona a
guantidade de indometacina nas particulas
produzidas e a quantidade adicionada para o
preparo destas, enquanto o carregamento do IFA
expressa a quantidade de indometacina presente
nas particulas em relacdo a massa total delas.
Esses dois parametros sao importantes para
avaliar formula¢des farmacéuticas.

Estatisticamente, os resultados desses
parametros (Tabela 2) indicaram que a quantidade
de IFA foi o Unico fator principal significativo com
nivel de confianca de 95%. O aumento da massa
de IFA de 2g para 3g nas formula¢des reduz a
eficiéncia de incorporacdo e o carregamento. Por
outro lado, tendo em vista que a faixa de variagéo
das concentracdes dos polimeros é estreita,
sugere-se que a concentracdo de polimero
influencia na capacidade da matriz de aprisionar o
IFA.

Eficiéncia de incorporagéo e carregamento do IFA

Formulacdo k-carragenina (g/100mL) Sericina (g/100mL)

IFA (g) Eficiéncia (%) Desvio EF Carregamento (%) Desvio CR

F1 0,90 1,2
F2 0,95 1,2
F3 0,90 1,6
F4 0,95 1,6
F5 0,90 12
F6 0,95 12
F7 0,90 1,6
F8 0,95 1,6
F9 (1) 0,925 1,4
F9 (2) 0,925 1,4
F9 (3) 0,925 14

W W W W NDNDNDDN

LASEN]
(204,

2,5

99,91 1,8446 51,37 0,2820
101,02 1,1647 50,35 0,2430
100,54 1,4840 51,69 0,4286
103,25 3,3542 53,64 2,4381
98,07 1,5746 56,46 1,6668
97,10 4,3865 58,15 2,2337
97,40 2,2279 58,78 2,9898
96,66 3,7943 57,93 0,6989
99,74 53,99

99,70 0,0314 54,51 0,3707
101,52 55,99

Tabela 2 — Planejamento experimental fatorial completo 23, eficiéncia de incorporagdo e carregamento da indometacina em blenda de
sericina e K-carragenina.

Dissolucao in vitro

Foi realizado o ensaio de dissolu¢cdo em
meio &cido com a formulagcdo F4 composta por k-
carragenina 0,95 (% m/V), sericina 1,6 (% m/V) e
IFA 2,0 g. ApOs 2h a formulagdo apresentou uma
liberag&o de 5,67 + 1,76% no MGS. Este resultado
aponta o carater gastrorresistente da blenda, que
deve ser inferior a 10%, segundo farmacopeia

USP. No MES, a formulacao F4 apresentou uma
liberagdo acentuadamente mais lenta que o
medicamento comercial Indocid® (Grafico 1a).
Assim, constatou-se que as particulas de k-
carragenina e sericina com formulagdo F4
proporcionaram a liberacdo modificada da
indometacina, prolongando a liberacdo do IFA por
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até 20 h em pH 6,8, melhorando sua eficacia
terapéutica.

Observou-se ainda que as particulas
produzidas com concentrac@es de sericina no nivel
mais baixo do planejamento experimental e com
massa de indometacina no nivel superior,
resultaram numa alta liberacdo de IFA em meio
acido. Este comportamento pode provavelmente
estar associado a baixa concentragdo dos
polimeros que resultaram num baixo grau de
reticulacdo entre as cadeias. Isso posto, foram
produzidas particulas com concentracdo de k-
carragenina fixa (0,90 % (m/V)) e com maior
concentracao de sericina (2,0 e 2,5 % (m/V)). Para

semelhantes aos resultados obtidos por FA4.
Contudo, as particulas apresentaram aspecto mais
esférico e bem definido. Os perfis de dissolucéo
em MES estdo apresentados no Grafico 1b, em
que FA corresponde a formulagdo com sericina
2,0% (m/V) e FB a sericina 2,5% (m/V). Ambas
apresentaram perfis de dissolucdo de IFA
semelhantes, entretanto, comparando com F4, a
liberacé@o do IFA é ligeiramente mais rapida. Este
comportamento pode estar associado a
concentracao mais baixa de k-carragenina em FA
e FB. Além disso, as formulagbes com maiores
concentracdes de sericina apresentaram maior
liberacdo de IFA em equilibrio, inclusive, em

estas formulag0es, a eficiéncia de comparacéo a formulagdo comercial.
encapsulamento e carregamento  foram
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Gréfico 1 - Perfil de dissolugdo da indometacina na formulagdo comercial (Indocid®) e da matriz polimérica a base de sericina e k-
carragenina em meio entérico simulado (tampao pH = 6.8); F4: k-carragenina 0,95 (% m/V), sericina 1,6 (% m/V) e IFA 2,0 g; FA: k-
carragenina 0,90 (% m/V), sericina 2,0 (% m/V) e IFA 2,0 g; FB: k-carragenina 0,90 (% m/V), sericina 2,5 (% m/V) e IFA2,0 g

Caracterizagdo das particulas

As particulas de sericina e k-carragenina
apresentaram densidade real de 0,6105 + 0,0006

g/cm3. A andlise termogravimétrica, por sua vez,
permitiu avaliar a decomposi¢cdo térmica das
particulas de sericina/k-carragenina com e sem a
indometacina (Grafico 2).
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Gréfico 2 - Perfis de TG/DTG e DTA obtidos para a (a) sericina/k-carragenina sem indometacina e (b) sericina (1,2 % m/V), k-
carragenina (0,95 % m/V) e indometacina (2,0 g)

XXIX Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNICAMP - 2021 4



Observa-se ao analisar as curvas de
TGA/DTG e DTA Gréfico 2a e 2b, uma perda de
massa atenuada nas proximidades de 100 °C
relativa a umidade do material e da agua ligada
aos hidrogénios dos grupos hidroxila da sericina e
dos grupos disponiveis da k-—carragenina
(KASSAB et al.,, 2019). Em seguida, ocorrem
perdas de massa mais significativas entre 200 e
600 °C para a blenda de sericina/k-carragenina
sem IFA, com picos mais pronunciados em 257 —
298 °C, 315-472°C, 472 — 424 °C, 728 — 782 °C.
As perdas de massa nesses intervalos estéo
associadas a degradacdo dos grupos laterais dos
aminoécidos da sericina como também a clivagem
das ligac6es peptidicas da proteina (FREITAS et
al., 2021; ZHANG et al., 2012). Além disso, estédo
relacionadas a perda dos grupos sulfatados da k-
carragenina (—-OS03-). Na curva de TGA/DTG e
DTA da formulacdo F4 observa-se regides de
perda de massa entre 140 — 194 °C, 240 — 300 °C,
320 — 438 °C, 520 — 616 °C. Essas faixas séo
semelhantes ao perfil obtido para a formulagéo
sem |IFA, somado aos eventos de fusdo e
degradagdo da indometacina principalmente na
regido entre 140 — 500 °C, onde picos s&o mais
pronunciados, sobretudo no DTA.

CONCLUSOES

A blenda de sericina/k-carragenina foi
aplicada com sucesso a incorporagdo de
indometacina e permitiu a liberacdo modificada do
IFA. Somente a quantidade de IFA afetou
estatisticamente a eficiéncia de incorporagédo e
carregamento de IFA. As particulas se mostraram
gastrorresistentes e prolongaram a liberagdo do
IFA por até 20 h em meio entérico simulado. A
caracterizacdo das particulas avaliou o seu perfil
de decomposicdo térmica e a densidade real
(0,6105 £ 0,0006 g/cm3).
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