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1. INTRODUCAO

A liberacdo modificada de farmacos visa reduzir a frequéncia de administracdo, melhorar o desempenho do
tratamento e a manutencao das concentracdes do insumo farmacéutico ativo (IFA) na faixa terapéutica por intervalos
de tempo maiores, sendo vantajosa principalmente para farmacos de meia-vida curtas e solubilidade baixa, como a
indometacina. As formulagdes orais podem ser na forma de sistemas multiparticulados que consistem em
subunidades carreadoras do IFA e que juntas compdem a dose necessaria. Esses sistemas promovem dispersdes
mais uniformes do IFA no trato gastrointestinal, minimizando irritacGes e favorecem uma melhor absor¢do do
farmaco, além de menor ocorréncia de efeitos colaterais (DEY; MAJUMDAR; RAO, 2008; KARNA et al., 2015;
KAFFASH et al., 2019; VIDART et al., 2017).

Os polimeros naturais tém sido amplamente investigados para o desenvolvimento de sistemas
multiparticulados. Dentre eles, destacam-se a sericina e a k-carragenina. A sericina é uma proteina hidrofilica que
apresenta biocompatibilidade, atividade antibacteriana e auséncia de imunogenicidade. Sintetizada pelas glandulas
do bicho-da-seda, o material apresenta potencial aplicagdo em sistemas de liberagdo controlada devido ao caréater
anfifilico, sendo capaz de promover ligacbes com moléculas polares e apolares, caracteristica que torna seu uso
significativo como carreadora de farmacos (ARAMWIT; SIRITIENTONG; SRICHANA, 2012; MIYAKE et al.,
2003; SANTINON et al., 2021; VIDART et al., 2017). Enquanto a carragenina ¢ um polissacarideo sulfatado e
hidrofilico, extraida de algas vermelhas e pode ser utilizada em sistemas de entrega de farmacos devido a
caracteristicas como biocompatibilidade, baixa toxicidade, baixa imunogenicidade, além da capacidade de
gelificacdo e suscetibilidade a degradagdo por enzimas secretadas pelos humanos. A forma k-carragenina possui a
capacidade de formacdo de géis de maior resisténcia, principalmente na presenca de ions K* (DONG; WEI; XUE,
2021; Ll etal., 2014; PETTINELLI et al., 2020).

A adicdo de agentes reticulantes como proantocianidina (PA), alcool polivinilico (PVA),
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e a carboximetilcelulose (CMC) atua para a reticulagéo entre os constituintes
da matriz polimérica, podendo promover perfis de liberacao de IFA prolongados (SANTINON et al., 2021). Assim,
0 presente trabalho visa avaliar o desempenho das formulagdes para liberagdo modificada do farmaco indometacina
a partir de sistemas multiparticulados compostos por sericina, k-carragenina e reticulantes PA, PVA, HPMC e CMC.

2. METODOLOGIA

A empresa BRATAC forneceu os casulos do bicho-da-seda. Para a extragéo de sericina, foram adicionadas
40 g de casulos cortados e secos a 1 L de dgua destilada. A mistura foi colocada em autoclave a 1 kgf.cm de pressdo
e 120 °C durante 40 minutos. O material extraido foi resfriado a temperatura ambiente por 24 h e congelado. Em
seguida, a sericina foi descongelada e filtrada para obtencdo da sericina de alta massa molar por fracionamento. A
sericina de alta massa molar foi resolubilizada em autoclave e sua concentracgdo foi ajustada a 3% (m/V) pelo método
das massas, conforme descrito por Da Silva (2016). A k-carragenina (Merck, Saint Louis-MO, USA) foi dissolvida
em agua destilada, aquecida a 70°C em banho termostatico e agitada a 200 rpm por 1 h.

Para a obtencéo das formulagdes, os volumes de sericina e k-carragenina foram misturados de acordo com as
formulag®es descritas na Tabela 2 e homogeneizados em Ultraturrax® a 4000 rpm, durante 10 minutos. Em seguida,
a respectiva massa de IFA foi adicionada ao sistema, que foi novamente agitado a 8000 rpm por 30 minutos. Por
fim, o agente reticulante foi adicionado e o sistema mantido sob agitacdo durante 20 minutos. As solugfes foram
bombeadas por uma bomba peristaltica (Masterflex Model L/S-14, USA) a 0,6 mL/s e gotejadas na solucéo de KCI
(5 % m/V) sob agitagdo magnética para formacdo das particulas. As particulas formadas foram inseridas em uma

XXX Congresso de Iniciagao Cientifica da UNICAMP — 2022 1



nova solucdo de KCI para completa reticulacdo durante 30 minutos e as esferas obtidas foram lavadas com agua
destilada e secas em temperatura ambiente.

Para determinar a eficiéncia de incorporacdo do IFA nas formulagbes, pesou-se 0,01 g de particulas
contendo o IFA, adicionado-as em erlenmeyer com 50 mL de solucéo tampéo fosfato pH 6,8 (KH,PO4 + NaOH) e
Tween 80 (0,5 % v/v), sob agitacdo a 37,0 °C, 150 rpm por 24 h. A concentracdo da solucdo foi determinada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). As eficiéncias de incorporacdo (E;) e de carregamento (E,) de IFA
pelas particulas foram avaliadas pelas Equacfes 1 e 2, respectivamente.

E; = (C,/C,) x 100 (1) E. = (ms/m,)x 100 (2)

Em que C, e C; sdo as concentragOes experimentais e tedricas de IFA, respectivamente. Enquanto, m; e
m,, representam a massa de IFA nas particulas e massa das particulas.

As particulas produzidas foram submetidas as caracterizacGes descritas na Tabela 1 por difratometria de
raios X (DRX), espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), microscopia éptica (MO),
microscopia eletrdnica de varredura (MEV), analises termogravimétricas (TGA/DTG), microscopia hot-stage e
calorimetria exploratéria diferencial (DSC), adsorc¢do e dessorcao de N2 (BET) e picnometria a gas Hélio.

METODO OBJETIVO EQUIPAMENTOS E CONDICOES

DRX Determinar cristalinidade X’ Pert-MPD (Philips) radiacio Ka do cobre, comprimento de onda de 1,54 A, 40kV, corrente
do material de 40 mA, 20 na faixa de 5 a 50° em passos de 0,02° e velocidade de 0,02°/s.

FTIR Determinar grupos Thermo Scientific, Nicolet 6700 (Madison, USA), comprimento de onda: 4000-400 cm™,
funcionais resolucdo de 4 cm™ e 32 scans sob pastilhas de KBr.

MO Determinar o didmetro  Microscépio Estéreo National, DC4-456H. Software ImageJ, 200 didmetros submetidos a
médio das particulas ajuste a curva gaussiana pelo software Origin para determinar o didmetro médio (D).

MEV Anélise morfolégica das LEO Electron Microscopy (LEO 440i, MOD. 6070, Cambridge — England). Polarizador
particulas e do IFA Polaron Sputer Coater (VG Microtech, MOD. SC7620, Uckfield - England), 50 pA e 10 kV.

TG/DTG Determinar a estabilidade Modelo DTG-60, marca Shimadzu em atmosfera inerte de N2 com fluxo de 50 mL/min e taxa
térmica dos materiais de aquecimento de 10 °C/min em uma faixa de temperatura de 30 a 1000 °C.

DsC Estudo do polimorfismo DSC1 (Mettler Toledo), com atmosfera inerte de nitrogénio, fluxo de 50 mL/min, taxa de
dos materiais aquecimento 10 °C/min.

BET Determinagdo da 4rea Modelo NOVA1200e, marca BET Quantachrom.
superficial

Picnometria  Determinagéo da  Modelo Picndmetro Accupyc 11 1340 marca Micrometrics (USA). Variagdo de pressédo de

a gés hélio densidade real 0,5 a 52000 psia.

Tabela 1 - Condicdes e objetivos dos métodos de caracterizagdo de particulas

Para os ensaios de dissolugdo in vitro, uma massa de particulas que continha a dose do IFA comercial
Indocid® (50 mg) foi inserida em um dissolutor de comprimidos, juntamente a uma solugdo de HCI (pH 1,2) com
Tween 80 por 2 horas para simulagdo do meio gastrico. Na sequéncia, as particulas foram dispostas em meio entérico
simulado (tampao fosfato de potassio pH 6,8). Foram coletadas amostras do meio de dissolu¢do em intervalos de
tempo para obtencdo da concentragdo do IFA por HPLC. Os dados obtidos de porcentagem de liberagéo por tempo
foram utilizados para a construcao de curvas de dissolucéo para as formulagGes propostas.

Para melhor compreensdo dos mecanismos de libera¢do do IFA, os modelos de Ordem zero (Equacéao 3),
Primeira ordem (Equacgdo 4), Higuchi (Equacdo 5), Hopfenberg (Equacdo 6), Kosmeyer-Peppas (Equacéo 7) e
Weibull (Equacéo 8) foram ajustados as curvas de dissolugdo com uso do software Maplel7. O parametro Q
representa a quantidade de farmaco liberada em um intervalo de tempo t, Q, representa a quantidade inicial de
farmaco, Qt / Q® representa a fracdo de farmaco liberada em t, enquanto Ky, K1, Ky, Ko, Kxp S80 as constantes
dos respectivos modelos. Na Equagéo 6, para n=2 o sistema é cilindrico, enquanto n = 3 indica formato esférico.
Para a avaliacdo dos modelos, foram calculados o Coeficiente de Determinacdo (R?) e o Critério de Informacéo
Akaike (AIC) (COSTA; LOBO, 2001; 2006; FREITAS, 2020).

Q= Q+Ky-t(3) Inln (Q) =lnin(Qy) — K, -t (4) Q = Ky-t'/2 (5)

QDO CO.

& 1-[1-2 ') = Kot (D) 0 = 0f1-ew (£2)] @

3. RESULTADOS E DISCUSSAO:

3.1 Andlise de Eficiéncia de Incorporacdo e Carregamento

A formulacéo F4 da Tabela 2 apresentou alta eficiéncia de incorporagdo e com um valor de desvio padréo
dentro do aceitavel. As formulacdes FPA, FPVA, FHPMC e FCMC demonstraram bons valores para E; (>94%),
indicando boa adesdo do farmaco as formulac6es propostas.
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Formulacdo Sericina (m/v) Carragenina (m/v) IFA (g) Reticulante (m/v) Ei (%) Ec (%) D (mm) R2

FO 1,6% 0,95% - - - 1,36 £0,02 0,96
F4 1,6% 0,95% 2 - 102,7+2,2 46,7+0,7 157+0,02 0,93
FPA 1,6% 0,95% 2 0,5% 94,7+22 400+12 156+0,02 0,92
FPVA 1,6% 0,95% 2 0,5% 983+12 411+05 1,38+0,01 0,93
FHPMC 1,6% 0,95% 2 0,3% 97,1+12 384+08 154+0,02 0,93
FCMC 1,6% 0,95% 2 0,3% 988+47 396+19 165+0,01 0,95

Tabela 2 - Proporgdes das formulagdes, E; e E., didmetro médio das particulas e R2 para a distribuigdo Gaussiana dos diametros.

3.2 CaracterizacGes

3.2.1 Area superficial especifica e Picnometria a gas hélio

A érea superficial especifica da amostra FO (sericina/k-carragenina) determinada por BET foi de 3,696 m2/g
e a densidade real determinada por picnometria a gas hélio foi de 0,7216 g/cm3. Dessa forma, as particulas sem o
IFA possuem é&rea superficial disponivel para a incorporacéo do IFA, além de baixo valor de densidade real.

arredu

ra e microscopia optica

! A Figura 1 contém as micrografias obtidas por MEV para as
formulagfes FO e FCMC, que se mostraram aproximadamente
esféricas, assim como as demais formulagGes. Para as
particulas de FO, a superficie e o interior sdo lisos, enquanto
as particulas contendo o IFA apresentaram pontos
caracteristicos dos cristais de indometacina, conforme a
imagem da particula de FCMC, o que confirma a incorporagao
do IFA & matriz polimérica, corroborando as eficiéncias de

' - incorporacdo da Tabela 2.

Figura 1 - Micrografias para FO e FCMC, vista frontal ampliada 150x - Os didmetros médios obtidos por MO e o ajuste de acordo com
(&), 1500 (b) e corte transversal ampliado 1500x (¢). a distribuicio Gaussiana estio representados na Tabela 2. As
formulacbes FPVA e FPA contém a mesma proporc¢do de reticulante e apresentaram diferencas nos tamanhos das
particulas. Assim, o tipo de reticulante tem potencial impacto no didmetro das particulas, ndo sendo demonstrada
relacdo direta com sua respectiva propor¢do, mas pode estar associado ao tamanho da cadeia do polimero e ao
crosslink estabelecido entre as cadeias (VIEIRA et al., 2022).

3.2.3DRX e FTIR

O espectro de DRX para a k-carragenina (Figura 2a) demonstrou uma configuragdo amorfa do material,
com picos mais expressivos em 20 igual a 18,9°; 19,6° e 24,8°. O espectro da formulagdo FO, composta por sericina
e k-carragenina, indica boa compatibilidade entre os polimeros através da criacdo de uma matriz polimérica amorfa,
com picos em 26 igual a 40° e 28° caracteristicos de sericina e carragenina, respectivamente (FREITAS, 2020;
MIYAKE et al., 2003; SHARIFZADEH et al., 2016). Enquanto a indometacina apresentou estrutura cristalina, com
picos bem definidos em 26 entre 10,2° € 29,3°. As formulagdes F4, FPA, FPVA, FHPMC e FCMC mantiveram 0s
picos cristalinos do farmaco, que foram sobrepostos aos picos de FO, indicando que o IFA se mantém preservado
na matriz polimérica, contribuindo para manutengdo de seu efeito terapéutico (FEROZ; DIAS, 2021; FREITAS,
2020).

3.2.2 Microscopia eletronica de v
: — e )

FO

-

No espectro FTIR apresentado na Figura 2b, a formulacdo FO apresenta bandas caracteristicas de grupos
amida tipo | da proteina na faixa entre 1600 -1700 cm™, além de uma banda compreendida entre 1500-1600 cm
pela presenca dos grupos amida Il da sericina. Para as amostras F4, FPA, FPVA, FHPMC e FCMC a banda referente
a amida | é verificada e os espectros apresentam expressiva diminui¢do da banda da amida I, indicando maior
ocorréncia da conformacédo da proteina na forma de bobinas aleatérias nestas formulacgdes, que proporciona maior
solubilidade. Em todas as formulacdes foram observadas bandas entre 1200 e 1350 cm™ atribuidas a amidas 111
(FREITAS, 2020; MIYAKE et al., 2003; SHARIFZADEH et al., 2016). Ademais, para formulacGes com o farmaco
ha picos entre 1690 e 1230 cm™ que ndo encontrados para a formulagdo sem o IFA, sendo indicativos do IFA
incorporado nas particulas, ja que a indometacina apresenta bandas caracteristicas em 1600, 1464, 1312 e 1221
cm® (GUERRA, 2012; PAIVA et al., 2015; SANTOS, 2018). As bandas caracteristicas dos reticulantes ocorrem
majoritariamente em 3000-3500 e entre 1500-900 cm coincidindo com a faixa de picos do IFA, o que ndo permite
a deteccdo isolada de cada reticulante nos espectros (FEROZ; DIAS, 2021; FREITAS, 2020; SANTINON et al.,
2021; SILVA, 2016).

3.2.4 Analises Termogravimétricas
A Figura 2c contém as curvas TG/DTG e DTA das formulacGes FO, F4 e FPA. A formulacdo FO apresentou
diminuicdo de massa em 100°C devido a perda de &gua absorvida pelas particulas. Em 275 °C foi observada uma
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perda de massa devido a alteracdo da rede polimérica do polissacarideo e em 555 °C devido a clivagem das ligagdes
peptidicas e degradagdes dos grupos laterais dos aminoacidos constituintes da sericina. Para a formula¢do F4
identificaram-se picos de perda de massa similares aos picos de FO, porém com novo pico proximo a 300°C,
caracteristico da degradacdo da indometacina. A adi¢do de reticulantes as formulagfes mantém as faixas de
temperatura em que ocorrem as perdas de massa, devido a degradacdo de PA em 300°C, de PVA entre 375 e 600°C,
de HPMC em 355°C e de CMC entre 253 e 300°C, coincidindo com as faixas de temperatura em que ocorrem a
degradacgdo da blenda com o IFA, o que ndo altera expressivamente as curvas para as formulagdes contendo os
reticulantes. As curvas obtidas para FHPMC e FCMC foram similares as curvas de FPA e FPVA, expressas na
Figura 2c (DHARMALINGAM, K.; ANANDALAKSHMI, 2019; FREITAS, 2020; GUERRA, 2012;
SHARIFZADEH et al., 2016; SILVA, 2016).
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Figura 2 — Espectros de (a) DRX e de (b) FTIR, (c) perfis TG/DTG e DTA FO, F4, FPA e FPA.

3.3 Perfis de Dissolucao e Modelagem matematica

Todas as formulacbes apresentaram gastrorresisténcia pois as porcentagens de liberagdo em pH 1,2 foram
de 6,96; 6,22; 9,21; 6,87 e 1,38 para F4, FPVA, FPA, FHPMC e FCMC, respectivamente. Os perfis de dissolucdo
in vitro em pH 6,8 estdo representados na Figura 3, em que para tempos inferiores a 400 min., o perfil de liberacéo
é similar para as formulagGes com e sem os reticulantes. Entre 600 e 1200 min., verificou-se que as particulas FPA
e FHPMC liberaram menores quantidades de IFA em relacdo a F4. Para tempos de liberagéo superiores a 1400 min.,
verifica-se que as formulagGes contendo reticulantes possibilitaram maior porcentagem de liberacdo de IFA em
comparagdo a F4, o que é importante ao se considerar que o tempo de transito intestinal pode variar entre 1440 e

4320 min. (GOUVEIA, 2011).

800

1000

Temperatura (°C)

AmiAt (mg/s) ou perda de massa (mg)

De acordo com a Tabela 3, 0 modelo de ordem zero ndo descreveu bem a dissolugdo, indicando que a
liberac&o ndo e constante no tempo. Enquanto o modelo de primeira ordem apresentou bom ajuste, sugerindo que a
quantidade de IFA a ser liberada é proporcional a quantidade presente nas particulas. Assim, a quantidade de IFA
liberado diminui com o tempo (COSTA; LOBO, 2001; SANTINON et al., 2021). De acordo com os resultados
descritos na Tabela 3, 0 modelo de Weibull descreveu melhor os dados experimentais de dissolugdo para todas as
formulagdes contendo reticulantes, com Rz > 0,98 e AIC < 84,39. Como o pardmetro b deste modelo foi inferior a
1 para todas as formulagdes, as curvas possuem formato parabolico. Ademais, o parametro b foi inferior a 0,75 para
as formulagbes FPA, FPVA e FHPMC, o que indica difuséo de Fick. Para FCMC, b ficou compreendido entre 0,75
e 1, caracteristico de difusdo Fickiana e transporte do caso Il (a matriz polimérica sofre inchago e relaxamento para
liberacdo do farmaco). O modelo de Higuchi, que pressupde difusao segundo a Lei de Fick, se ajustou bem as curvas
de todas as formulacGes FPA, FPVA e FHPMC. Além disso, o parametro n de Kosmeyer-Peppas é
aproximadamente 0,5 para as formulacGes, 0 que esta associada a uma difusdo segundo a Lei de Fick. Os dados
também foram bem representados pelo modelo de Hopfenberg que considera formato esférico (n = 3), além de
indicar que a erosdo da matriz é a etapa limitante da liberacdo do IFA (COSTA; LOBO, 2001; PAPADOPOULOU

et al., 2006; FREITAS, 2020).
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FPA FPVA FHPMC FCMC

KO 0,069 0,082 0,064 0,075 m F4 m FPA FPVA A FHPMC v FCMC
Ordem zero R2 0,832 0,826 0,820 0,788 1004 o
AIC 127,269 119,279 130,604 136,626 v & A
Primeira K1 0,0016 0,0020 0,0017 0,0024 80 - v ¥ A
ordem R? 0,955 0,977 0,973 0,991 @ o Y : 3 - L/
AIC 101,652 84,942 95,316 79,991 < A .
KHI 2,346 2,603 2,345 2,679 S 60d Z Ll
Higuchi R2 0,974 0,971 0,976 0,955 g ; ;
AIC 89,138 84,771 90,448 102,707 8 i
Hopfenberg KHO3 0,00043 0,00054 0,00047 0,00064 : 40
n=3 R? 0,933 0,954 0,951 0,978 [ i
AIC 109,492 96,655 106,394 94,982 20+ 5
Hopfenberg KHO2 0,00057 0,00075 0,00068 0,00075 ;7
h=2 R? 0,918 0,941 0,940 0,950
AIC 113,397 101,172 110,049 106,722 0 —T T T T T T T T
KKP 3,218 3,472 3,596 4,313 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Kosmeyer- n 0,454 0,457 0,438 0,431 .
Peppas R? 0,976 0,973 0,981 0,960 TEmTpo (nin)
AlIC 88,503 84,823 86,608 100,586 Figura 3 — Curva de dissolugéo in vitro em meio entérico com
a 88,238 102,904 100, 872 157,055 porcentagem de IFA liberado por tempo para F4, FPA, FPVA,
Weibull b 0,696 0,748 0,725 0,841 FHPMC e FCMC.
R? 0,982 0,997 0,996 0,997
AIC 84,389 53,595 63,750 64,042

Tabela 3 - Dados da modelagem matematica para os perfis de dissolugdo de FPA,
FPVA, FHPMC e FCMC.

4. CONCLUSOES

Os testes de eficiéncia de incorporagdo apresentaram elevadas porcentagens de incorporagdo do IFA pelas
formulagcbes F4, FPA, FPVA, FHPMC e FCMC, corroborada pelas analises de MEV, além da preservacdo da
estrutura do farmaco por DRX e FTIR. As formulacdes FPA e FHPMC possibilitaram perfis de dissolucdo
prolongados, atingindo liberacGes maiores do que F4 em tempos préximos ao fim do tempo de transito intestinal,
seguindo uma difuséo Fickiana.
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