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RESUMO

PREPARO, CARACTERIZACAO E DESEMPENHO DE SISTEMAS POLIMERICOS
NANOESTRUTURADOS COM ACAO TUBERCULOSTATICA

Alessandra Lifsitch Vigcosa

Orientadoras: Bluma Guenther Soares e Maria Inés Ré

Um dos maiores desafios no processo de desenvolvimento de produtos
farmacéuticos € formular utilizando farmacos pouco soluveis em agua e de baixa
velocidade de dissolucdo, tais como a rifampicina. Esta possui biodisponibilidade
variavel e é até hoje componente essencial do regime terapéutico para o tratamento
da tuberculose, o que coloca a eficacia do mesmo em situagdo duvidosa. Este
trabalho apresenta o preparo, caracterizacdo e o desempenho in vitro de
nanocompdsitos poliméricos baseados em poli(alcool vinilico) diretamente
associados a rifampicina sob a forma de hidrogéis e particulas obtidas por spray-
drying. Dois tipos de argilas foram utilizadas: a montmorilonita e a sepiolita que
influenciaram de formas diferentes as estruturas dos sistemas nanocompdésitos
poliméricos conferindo respostas diferentes de desempenho in vitro. Os resultados
mostram que os sistemas desenvolvidos apresentam uso promissor na modulagao
da velocidade de dissolugao da rifampicina. Em particular, os sistemas particulados
se mostraram interessantes uma vez que permitem contribuir como material de
partida para formulagdes farmacéuticas de uso oral. Uma nova forma de
apresentacao do farmaco obtida através de inovador processo de cristalizagdo em
anti-solvente na presenca de agentes estabilizantes como a
hidroxipropilmetilcelulose e a sepiolita também foi estudada. A reducdo do tamanho
do farmaco para escala nanométrica assim como sua alteracdo de estrutura
cristalina (amorfizacdo) melhoraram as propriedades de solubilidade e cinética de
dissolucdo da rifampicina e abrem uma possibilidade de preparacdo de materiais

hibridos, poliméricos ou ndo, até o momento, nao identificados na literatura.

Rio de Janeiro
2010



ABSTRACT

PREPARATION, CHARACTERIZATION AND PERFORMANCE OF
NANOSTRUCTURED POLYMERIC SYSTEMS WITH TUBERCULOSTATIC
ACTION

Alessandra Lifsitch Vigcosa

Thesis Supervisors: Bluma Guenther Soares e Maria Inés Ré

One of the biggest challenges in the pharmaceutical product development
process is to formulate using poorly water soluble drug with slow dissolution rate,
such as rifampicin. It has a variable bioavailability and is until today an essential
component of the currently therapeutical regimen to tuberculosis treatment that
places its efficacy in a doubtful situation. This work presents the preparation,
characterization and in vitro performance of polymeric nanocomposites based on
poly(vinyl alcohol) associated to rifampicin under hydrogels and spray-drying
particles forms. Two types of clays had been used: montmorillonite and sepiolite that
had influenced by different ways the polymeric nanocomposites systems structures
and in vitro performance outcomes.The results show that the developed systems
present promising use in modulating rifampicin dissolution rate. In particular, the
particulate systems because of their potencial use as raw material for the oral
pharmaceutical formulations use. A new drug presentation form obtained by
innovative anti-solvent crystallization in the presence of stabilizers agents such as
hydroxypropylmethylcellulose and sepiolite was also studied. The drug particle size
reduction for nanometric scale as well as its crystalline structure change
(amorphization) had improved the solubility properties and dissolution kinetic of
rifampicin and opens a possibility of hybrid materials preparation , polymeric or not,

until the moment not identified in the literature.

Rio de Janeiro
2010
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Figura 5.13. Perfil reologico das suspensdes de PVA/MOM. Cada curva é a
média das analises realizadas.

Figura 5.14. Perfil reologico das suspensdes de PVA/SEP. Cada curva € a
média das analises realizadas.

Figura 5.15. Aspecto fisico dos hidrogéis nanocompdsitos de PVA/argila: (a)
ausente de carga de farmaco e (b) com carga de farmaco.

Figura 5.16. Perfis de raios X dos hidrogéis nanocompositos com RIFA e
com a maior concentragao de argila MOM (PVAM5R) em comparagdo com
os perfis de raios X dos hidrogéis de PVA, de PVA com RIFA (PVAR) e dos
materiais de partida MOM e RIFA. Estes dois ultimos tiveram seus picos de
difrac&o caracteristicos assinalado com retangulos.

Figura 5.17.0 Perfil de raios X dos hidrogéis nanocompdsitos de PVA/MOM
com e sem RIFA em comparagéo aos hidrogéis de PVA e PVA/RIFA. A linha
pontilhada indica a regidao do pico de difracéo principal para MOM pura. As
curvas foram deslocadas verticalmente para melhor visualizagao.

Figura 5.18. Perfis de raios X dos hidrogéis nanocompdsitos com RIFA e
com a maior concentragéo de argila SEP (PVAS5R) em comparagao com os
perfis de raios X dos hidrogéis de PVA, de PVA com RIFA (PVAR) e dos
materiais de partida SEP e RIFA. Estes dois ultimos tiveram seus picos de
difragao caracteristicos assinalado com retangulos.

Figura 5.19. Perfil de raios X dos hidrogéis nanocompositos de PVA/SEP
com e sem RIFA em comparagao aos hidrogéis de PVA e PVA/RIFA. A linha
pontilhada indica a regido do pico de difragao principal para SEP pura. As
curvas foram deslocadas verticalmente para melhor visualizacao.

Figura 5.20. Curvas de DSC dos hidrogéis nanocompésitos com RIFA e com
a maior concentragao de argila MOM em comparagao com as curvas de
DSC dos hidrogéis de PVA, PVA/RIFA, e dos materiais de partida MOM e
RIFA.

Figura 5.21. Curvas de DSC dos hidrogéis nanocompositos de PVA/MOM .
As curvas foram deslocadas verticalmente para melhor visualizacao.

Figura 5.22. Curvas de DSC dos hidrogéis nanocompésitos com RIFA e com
a maior concentragao de argila SEP em comparagao com as curvas de DSC
dos hidrogéis de PVA, PVA/RIFA, e dos materiais de partida SEP e RIFA.
Figura 5.23. Curvas de DSC dos hidrogéis nanocompésitos de PVA/SEP. As
curvas foram deslocadas verticalmente para melhor visualizagao.

Figura 5.24. Cinética do intumescimento dos hidrogéis de PVA em pH 7,4 a
30°C contendo MOM, na presenc¢a ou nao do farmaco RIFA.

Figura 5.25. Cinética do intumescimento dos hidrogéis de PVA em pH 7,4 a
30°C contendo SEP, na presencga ou nao do farmaco RIFA.
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Figura 5.26. Capacidade maxima de absorgao de agua pelos hidrogéis
normalizado em relagcdo a massa de PVA (massa absorvida/massa de PVA
nos filmes).

Figura 5.27. Reducédo da capacidade de absorgédo de agua dos hidrogeis
(%) com relagdo a capacidade de absorcéo de agua de hidrogeis puros de
PVA.

Figura 5.28. Quantidade de PVA desprendida dos hidrogeis imersos em
agua durante 24 horas (% em massa).

Figura 5.29. Perfil cinético de dissolugao da rifampicina a partir dos hidrogéis
nanocompositos de PVA/argila/RIFA.

Figura 5.30. % Dissolvido de rifampicina a partir dos hidrogéis
nanocompoésitos de PVA/argila/RIFA apds 10 e 60 min. de contato com o
meio de dissolugao (ensaio in vitro).

Figura 5.31. Aplicagdo do modelo matematico de Higuchi para a dissolugéo
dos hidrogéis nanocompdsitos de PVA/argila/RIFA (grupo C1).

Figura 5.32. Aplicagado do modelo matematico de Higuchi para a dissolugéo
dos hidrogéis nanocompdsitos de PVA/argila/RIFA (grupo C2).

Figura 5.33. Comparagao entre as curvas cinéticas experimentalmente
obtidas e curvas calculadas pelo modelo de Higuchi para os grupos C1 e C2.
Figura 5.34. Perfil reologico das suspensdes diluidas de PVA/MOM . Cada
curva € a média das anadlises realizadas.

Figura 5.35. Perfil reologico das suspensdes diluidas de PVA/SEP . Cada
curva € a média das andlises realizadas.

Figura 5.36— Aspecto fisico das particulas hibridas obtidas da secagem das
suspensdes por spray-drying: (a) ausente de carga de farmaco e (b) e com
carga de farmaco.

Figura 5.37. Fotomicrografias obtidas por MEV das particulas hibridas de
PVAp e PVARp em : (a) maior e (b) menor magnificag&o.

Figura 5.38. Fotomicrografias obtidas por MEV das particulas hibridas de
PVAM1p e PVAMS5p em : (a) maior e (b) menor magnificagéo.

Figura 5.39. Fotomicrografias obtidas por MEV das particulas hibridas de
PVAM1Rp e PVAMSRp em : (a) maior e (b) menor magnificagao.

Figura 5.40. Fotomicrografias obtidas por MEV das particulas hibridas de
PVAS5p e PVAS1p em : (a) maior e (b) menor magnificagao.

Figura 5.41. Fotomicrografias obtidas por MEV das particulas hibridas de
PVAS5Rp e PVAS1Rp em : ((a) maior e (b) menor magnificag&o.

Figura 5.42. Perfis de raios X das particulas hibridas com RIFA e com a
maior concentracéo de argila MOM (PVAMSRp) em comparagdo com os
perfis de raios X dos hidrogéis de PVA (PVAp), de PVA com RIFA (PVARp) e
dos materiais de partida MOM e RIFA. Estes dois ultimos tiveram seus picos
de difragao caracteristicos assinalado com retangulos.

Figura 5.43. Perfil de raios X das particulas hibridas de PVA/MOM com e
sem RIFA em comparacgao as particulas de PVA e PVA/RIFA. A linha
pontilhada indica a regido do pico de difracédo principal para MOM pura. As
curvas foram deslocadas verticalmente para melhor visualizacao.

Figura 5.44. Perfis de raios X dos hidrogéis nanocompositos com RIFA e
com a maior concentragao de argila SEP (PVAS5Rp) em comparagao com
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Figura 5.45. Perfil de raios X das particulas hibridas de PVA/SEP com e sem
RIFA em comparagéao aos hidrogéis de PVA e PVA/RIFA. A linha pontilhada
indica a regido do pico de difragao principal para SEP pura. As curvas foram
deslocadas verticalmente para melhor visualizagao.

Figura 5.46. Curvas de DSC das particulas hibridas obtidas por spray-drying
com RIFA e com a maior concentragdo de argila MOM em comparagao com
as curvas de DSC dos hidrogéis de PVA, PVA/RIFA, e dos materiais de
partida MOM e RIFA.

Figura 5.47. Curvas de DSC das particulas hibridas obtidas por spray-drying
de PVA/MOM . As curvas foram deslocadas verticalmente para melhor
visualizacao.

Figura 5.48. Curvas de DSC das particulas hibridas obtidas por spray-drying
com RIFA e com a maior concentracéo de argila SEP em comparagéo com
as curvas de DSC dos hidrogéis de PVA, PVA/RIFA, e dos materiais de
partida SEP e RIFA.

Figura 5.49. Curvas de DSC das particulas hibridas obtidas por spray-drying
de PVA/SEP. As curvas foram deslocadas verticalmente para melhor
visualizagao.

Figura 5.50. Férmula estrutural da rifampicina quinona (Wollinger,2008).
Figura 5.51. Exemplo de cromatograma obtido para o doseamento de
rifampicina nas particulas hibridas de PVA/argila/RIFA.

Figura 5.52. Cromatograma obtido para RIFA.

Figura 5.53. Isotermas de sorpgéo de vapor d’agua para RIFA pura e
formulada com PVA e com PVA-argila.

Figura 5.54. Perfil cinético de dissolugao da rifampicina a partir das particulas
hibridas de PVA/argila/RIFA obtidas por spray-drying.

Figura 5.55. % Dissolvido de rifampicina a partir das particulas hibridas de
PVA/argila/RIFA apds 9 e 60 min de contato com o meio de dissolugao
(ensaio in vitro).

Figura 5.56. Aplicagdo do modelo matematico de Higuchi para a dissolugéo
das particulas hibridas obtidas por spray-drying.

Figura 5.57. Comparagao entre as curvas cinéticas experimentalmente
obtidas e curvas calculadas pelo modelo de Higuchi.

Figura 5.58. Representagdo do mecanismo de liberagao da rifampicina das
particulas obtidos por spray-drying segundo modelo de Higuchi.

Figura 5.59. Representagdo do mecanismo de liberagao da rifampicina das
particulas hibridas obtidas por spray-drying: particulas sofrem
intumescimento e eroséo.

Figura 5.60. Perfil cinético de dissolugao das particulas hibridas de
PVA/sepiolita/RIFA (PVAS1Rp e PVAS5Rp) e de PVA/RIFA (PVARp) em
comparacgao aos perfis cinéticos obtidos de misturas fisicas destes
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formulagdes das particulas.

Figura 5.61. Estrutura do 1-etil 3-metil imidazolium metil-fosfonato (cation

= 1-etil-3-metil imidazolium; anion = metil-fosfonato).

Figura 5.62. Variagao da solubilidade da rifampicina com a composi¢éo da
mistura de liquido ionico e tampao fosfato.

Figura 5.63. Cinetica de cristalizac&o da rifampicina para a relagdo LI:TF de
1:5.
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recristalizada (condi¢des: LI: TP de 1:5 ; 4h de agitagao).
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presenca de sepiolita em liquido i6énico (Cris 09) e em presenga de HPMC

(0,5% em tampao fosfato — Cris 15) comparados a RIFA de origem.
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Figura 5.85. Aplicagdo do modelo matematico de Hixson-Crowell aos perfis
de liberacéo in vitro para alguns dos experimentos de melhores resultados
obtidos neste estudo.

XX

161

161



INDICE DE TABELAS
Tabela 3.1. Principais técnicas para melhorar a solubilidade ou para
aumentar a area de superficie disponivel para a dissolugdo (Adaptado de
Patel, 2009).
Tabela 3.2a. Resumo dos sistemas de liberacao de tuberculostaticos
utilizando rifampicina.
Tabela 3.2b. Resumo dos sistemas de liberacdo de tuberculostaticos
utilizando rifampicina.
Tabela 4.1. Composi¢cédo e denominagao das amostras hidrogéis
nanocompositos de PVA/argila.
Tabela 4.2. Modelos/ordens de liberagao e suas respectivas equagoes
matematicas.
Tabela 4.3. Condigdes de operagao do spray dryer de bancada.
Tabela 4.4. Denominagao dos experimentos e descrigcao das condi¢oes de
recristalizagao.
Tabela 4.5. Lista das caracterizagdes realizadas para os materiais de partida
e item referéncia do texto relativo a metodologia utilizada.
Tabela 5.1. Caracteristicas fisicas e fisico-quimicas de RIFA.
Tabela 5.2. Angulo de contato da rifampicina.
Tabela 5.3. % Dissolvido de rifampicina ao longo do tempo de 180 minutos.
Tabela 5.4. Resultados de viscosidade das suspensdes nanocompdsitos de
PVA/argila.
Tabela 5.5. Resultados de pH das suspensdes.
Tabela 5.6. Densidade real dos hidrogéis nanocompdsitos de PVA/argila.
Tabela 5.7. Valores dos parametros cristalinos para os hidrogéis
nanocompositos.
Tabela 5.8. Parametros térmicos obtidos por DSC para os hidrogéis
nanoestruturadas.*
Tabela 5.9. Resultados de T, (alfa e beta) obtidos por DMA das amostras
nanocompositos de PVA/argila.

Tabela 5.10. Valores de M. e tamanho de malha para os diversos
Hidrogéis.

Tabela 5.11. Resultados de Teor de rifampicina nos hidrogéis
nanocompositos de PVA/argila/RIFA.

Tabela 5.12. Modelo de liberagado segundo o coeficiente de correlagéo (r)
para os hidrogéis nanocompdésitos de PVA/argila/RIFA.

Tabela 5.13. Valores médios (n=3) dos parametros de dissolu¢éo a partir do
modelo Higuchi dos hidrogéis nanocompdsitos de PVA/argila/RIFA.

Tabela 5.14. Rendimentos do processo de spray-drying.

Tabela 5.15. Resultados de viscosidade das

suspensdes diluidas de nanocompdsitos de PVA/argila.

Tabela 5.16. Analise granulométrica das particulas hibridas de PVA/argila.
Tabela 5.17. Resultados de densidade maxima de empacotamento das
particulas hibridas.

Tabela 5.18. Area superficial das microparticulas nanoestruturadas de
PVA/SEP.

Tabela 5.19. Valores dos parametros cristalinos para as particulas hibridas.
Tabela 5.20. Parametros térmicos obtidos por DSC para as particulas
hibridas obtidas por spray-drying.*

Tabela 5.21. Resultados de teor de agua das particulas hibridas de

XXi

20

21

30

36

37
46

53
60
61
62
67
69
71
76
77
82

84

89

92

94

96
97

105
106

106

111
113

117



PVA/argila.

Tabela 5.22. Resultados de teor em base seca de rifampicina nas particulas
hibridas de PVA/argila obtidos por CLAE.

Tabela 5.23. Razao entre as areas de RQUI/RIFA nas particulas hibridas de
PVA/argila.

Tabela 5.24. Modelo de liberagado segundo o coeficiente de correlagéo (r)
para as particulas hibridas de PVA/argila/RIFA.

Tabela 5.25. Valores médios (n=3) dos parédmetros de dissolugdo a partir do
modelo Higuchi das particulas hibridas de PVA/argila/RIFA.

Tabela 5.26. Solubilidade da rifampicina nos solventes puros.

Tabela 5.27. Solubilidade da rifampicina em diferentes solventes.

Tabela 5.28. Solubilidade da rifampicina em misturas de liquido idnico e
tampao fosfato com diferentes composicdes

Tabela 5.29. Balango de material e os rendimentos tedrico para os
experimentos de cristalizacao realizados com diferentes relacdes LI/TP.
Tabela 5.30. Rendimentos do processo de recristalizagéo.

Tabela 5.31. Resultados de pH dos sobrenadantes das diferentes etapas do
processo de recristalizagao por anti-solvente (medigdes realizadas entre 25 e
28 °C).

Tabela 5.32. Resultados de teor de agua das amostras recristalizadas de
rifampicina.

Tabela 5.33. Resultados de Teor de rifampicina em base seca nas amostras
recristalizadas.

Tabela 5.34 - Razéo entre as areas de RQUI/RIFA na amostras
recristalizada de rifampicina (Cris03).

Tabela 5.35 — Rendimentos do processo de recristalizag&o.

Tabela 5.36 — Resultados de pH dos sobrenadantes das diferentes etapas do
processo de recristalizagdo modificada (medigdes realizadas entre 25 e 28
°C).

Tabela 5.37. Resultados de didmetro médio das amostras de rifampicina
recristalizadas pelo processo modificado.

Tabela 5.38. Resultados de teor de agua das amostras recristalizadas
obtidas pelo processo modificado.

Tabela 5.39. Resultados de Teor de rifampicina em base seca nas amostras
recristalizadas pelo processo modificado.

Tabela 5.40. Modelo de liberagado segundo o coeficiente de correlagéo (r)
para as particulas recristalizadas.

Tabela 5.41. Valores de k e equagdes de regressao a partir dos modelos de
primeira ordem e Hixson-Crowell para alguns dos experimentos de melhores
resultados obtidos neste estudo.

Tabela 5.42. Valores médios (n=3) dos parametros de dissolugéo a partir do
modelo Hixson-Crowell para alguns dos experimentos de melhores
resultados obtidos neste estudo.

xxii

118
120
125
126
131
132
133
134
135
136
144
145
146
150
151

154

155

156

160

162

163



xXXiii
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de novas terapias para a tuberculose, doencga infecciosa do
sistema respiratorio, € um dos grandes desafios para a saude publica (Sosnik, 2009).
Dados epidemioldégicos narram um crescente numero de casos de tuberculose no Brasil e
no mundo. Segundo a Organizagao Mundial da Saude, cerca de um tergo da populagéo
mundial (aproximadamente 2 bilhdes de pessoas) esta infectada por Mycobacterium
tuberculosis, agente etiologico da tuberculose. Em 2008, foram relatados 9,4 milhdes de
novos casos de tuberculose no mundo equivalente a 139 casos por 100 mil habitantes.
Ainda em 2008, 1,8 milhdes de pessoas morreram no mundo, o equivalente a 4500
mortes por dia. Apds a SIDA, a tuberculose é a segunda doencga infecciosa que mais
mata. A tuberculose é endémica em paises em desenvolvimento, mas a infeccao
ressurgiu em paises desenvolvidos. O numero de mortes por tuberculose esta em
crescimento no mundo e mais da metade de todas as mortes ocorrem somente na Asia
(WHO, 2009). O alto indice de pacientes co-infectados com SIDA/tuberculose fez com
que a OMS declarasse emergéncia sanitaria global desde 1993 (Sosnik, 2009). O Brasil
ocupa o décimo oitavo lugar entre os 22 paises com maior projecdo de incidéncia de
tuberculose no mundo, com 48 casos por 100 mil habitantes (WHO, 2009).

A farmacoterapia mais eficaz para a tuberculose é baseada em uma combinacgao
multi-droga de isoniazida, pirazinamida, rifampicina e etambutol. A longa duragdo do
tratamento e a grande quantidade de comprimidos do esquema terapéutico ndo sdo bem
aceitos pelos pacientes e a baixa aderéncia ao tratamento € uma das principais razdes da
ineficacia do tratamento, contribuindo também para a resisténcia multi-drogas (Sosnik,
2009).

No intuito de melhorar este quadro, o uso de doses fixas combinadas (FDC - Fixed
Dose Combination) baseadas em rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol em
uma so formulacao foi recomendado pela OMS, pelo Center for Disease Control (CDC) e
pela International Union Against Tuberculosis and Lung Disease (IUATLD) (Toit, 2006),
mas ainda assim a preocupagao em termos epidemiologicos continua.

E de consenso que o principal problema no desenvolvimento de sistemas de
liberacdo para atuacdo terapéutica da tuberculose é a baixa biodisponibilidade da
rifampicina. A rifampicina € o unico componente hidrofébico das FDCs, pertencendo a
classe Il do SCB (baixa solubilidade e alta permeabilidade) (Panchagnula, 2004; Sosnik,
2009). O estado sdlido da rifampicina tem sido postulado como um dos responsaveis pela
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sua baixa/variavel biodisponibilidade’ em formulagdes orais de rifampicina (Agrawal,
2004).

Superar 0s principais inconvenientes tecnolégicos dos agentes terapéuticos
(solubilidade aquosa limitada, estabilidade e biodisponibilidade variaveis) para aumentar a
aderéncia ao tratamento assim como aumentar a efetividade das drogas nos reservatérios
infecciosos continua sendo um dos principais objetivos da Tecnologia Farmacéutica.
Neste contexto, a nanotecnologia parece ser uma das mais promissoras abordagens. O
mercado global de nanotecnologia baseado na liberagdo de farmacos espera crescer de
cerca de US$ 3,4 (2007) para US$ 220 bilhdes até 2015 (Sosnik, 2009).

Sistemas nanocompdsitos que empregam polimeros hidrossoluveis tém sido
amplamente usados em sistemas de liberacdo de farmacos, no preparo de sistemas
poliméricos nanoestruturados com propriedades especificas (tais como melhoria das
caracteristicas de molhabilidade do farmaco, favorecimento de sua dissolugdao e
solubilidade em condicbes fisioldgicas) e representam uma estratégia de obtengao de
novos sistemas poliméricos para liberagdo de farmacos de baixa solubilidade em agua

tais como a rifampicina (Aguzzi, 2007; Papadimitriou, 2009).

O desenvolvimento de sistemas de liberagdo de uso oral especialmente nos paises
em desenvolvimento ainda € uma necessidade onde sistemas injetaveis ou inalantes sao

caros e nao muito bem aceitos pelos pacientes (Toit, 2006).

Dentro do contexto apresentado, o presente trabalho consiste no desenvolvimento e
caracterizagao de sistemas poliméricos nanoestruturado baseados em poli(alcool vinilico)
— PVA e argilominerais usando como farmaco modelo a rifampicina. O desempenho in
vitro destes sistemas poliméricos para fins de utilizacdo em formas farmacéuticas sélidas
de uso oral também sera abordado assim como a nanonizagao do farmaco modelo no
intuito de melhorar seu estado solido antes da incorporagdo nos sistemas poliméricos

estudados.

O desenvolvimento de novas formulagbes farmacéuticas de tuberculostaticos com
propriedades programaveis como o controle da velocidade e perfil de dissolugdo do
farmaco ampliara as possibilidades de tratamento da tuberculose, tornando as
campanhas de combate a doenga do Ministério da Saude mais eficazes em beneficio da

saude da populaciao brasileira.

! Define-se biodisponibilidade como a velocidade e extensdo com que um farmaco é absorvido a partir de
uma forma farmacéutica e se torna disponivel nolocal de acdo (Storpirtis. 1995.)



2. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo principal a obtengédo e caracterizagdo de
novos sistemas nanocompdsito de poli(alcool vinilico) — montmorilonita (PVA/MOM) e
poli(alcool vinilico) — sepiolita (PVA/SEP) associados a um farmaco pouco soluvel em
meio aquoso, a rifampicina, de forma a modular sua liberagao.

Para se atingir o objetivo principal, trés estratégias serao investigadas, constituindo

os objetivos especificos do trabalho:

1) Obtencdo e caracterizacdo de nanocompositos de PVA/MOM e PVA/SEP
associados a rifampicina sob a forma de hidrogel e em diferentes composi¢des, visando
avaliar o efeito da composigcdo como modulador da liberagéo do farmaco.

2) Obtengao por secagem em spray-drying e caracterizagdo de particulas hibridas
de PVA/MOM e PVA/SEP associados a rifampicina, e em diferentes composi¢des. Avaliar
o efeito da composi¢ao como modulador da liberagdo do farmaco principalmente no que
se refere ao desempenho biofarmacotécnico quando em formas farmacéuticas sélidas
orais de uso popular no tratamento da tuberculose.

3) Obtencao do farmaco modelo sob a forma de nanoparticula, a partir da técnica
de recristalizacdo em anti-solvente, visando alterar e controlar suas caracteristicas fisico-
quimicas e velocidade de dissolucdo para incorporacdo futura nos sistemas

nanocompadsitos desenvolvidos.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Estratégias para alterar a solubilidade de farmacos

Os farmacos sao raramente administrados sozinhos, e sim como parte de uma
formulacdo em combinagcdo com varios componentes ndo medicinais com funcao
farmacéutica variada e especializada. O desenvolvimento de uma formulagéo apropriada
exige considerar as caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas de todas as substancias
e ingredientes utilizados no fabrico do produto. Uma propriedade fisico-quimica
importante dos farmacos € solubilidade, especialmente a solubilidade em sistemas
aquosos. Varios novos farmacos com atividades farmacologicas interessantes vém sendo
descobertos, porém 35- 40% destes novos farmacos apresentam baixa solubilidade
aquosa (Patel, 2009). Infelizmente muitos destes farmacos em potencial tém suas
pesquisas abandonadas em seus estagios iniciais de desenvolvimento em fungao de
problemas de solubilidade (Dhirendr, 2009). Segue abaixo a equagdo modificada de

Noyes-Whitney com relagao a velocidade de dissolugao (Patel, 2009):

dC DS
K= - 3.1
o~ Ky € -C (3.1)

Onde:

dC/dt = velocidade de dissolucéo;

K = coeficiente de dissolugao ou de transferéncia de massa;
D = coeficiente de difusao;

S = area de superficie;

V = volume do meio de dissolucao;

h = espessura da camada de difusao;

Cs = solubilidade maxima no meio de dissolucao;

Ct = concentragao do farmaco na solugéo no tempo t;

(Cs — Cy) = gradiente de concentragao.

Para aumentar a velocidade de dissolugdo a partir da equacdo, as seguintes

consideragdes podem ser feitas:



- Diminuigdo do tamanho de particula do farmaco;

- Otimizacao das caracteristicas de molhabilidade da superficie do farmaco;
- Diminuicao da espessura da camada de difusao;

- Garantir a condicéo sink ? de dissoluc&o;

- Aumentar a solubilidade do farmaco.

A solubilidade e a velocidade de dissolucdo de um farmaco sdo determinantes na
biodisponibilidade oral, e etapa limitante da absor¢cdo dos farmacos no trato
gastrointestinal. Consequentemente a baixa solubilidade resulta em baixa
biodisponibilidade e variagdo na concentragcdo sanguinea do farmaco. Aumentar a
biodisponibilidade oral de farmaco ainda é um dos temas mais desafiadores do
desenvolvimento de farmacos. As diferentes modificacdes fisicas e quimicas geralmente

utilizadas para contornar este desafio estdo resumidas na Tabela 3.1.

2 Condicdo sink - Descreve um sistema de dissolugdo que é suficientemente diluido de forma que o processo de
dissolugdo néo é impedido pela saturagdo do farmaco no meio. Uma condigado sink existe se, na dissolugao de 100 %
do farmaco na maior dosagem do produto a ser testado, a concentracdo de ndo mais que 1/3 da saturagédo é atingida.



Tabela 3.1. Principais técnicas para melhorar a solubilidade ou para aumentar a area de

superficie disponivel para a dissolugao (Adaptado de Patel, 2009).

TECNICAS Referéncias
|. MODIFICACAO FiSICA

Tamanho de particula
Reducao de tamanho (Gao, 2008; Keck, 2006)
Nanosuspensdes (Muller, 2001; Ambrus, 2009)
(Hancock, 1997; Rasenakc,
2004; Shailesh, 2006)

(Henk, 1997)

Modificacdo do hébito cristalino

Polimorfos

Complexagao/solubilizagéo
(Wong, 2006; Ghebremeskel,
2007; Janssens, 2008)
(Cirri, 2006; Rama, 2006;
Carrier, 2007)

Uso de tensoativos

Uso de ciclodextrinas

Dispersédo em carreadores

Misturas eutéticas (Naima, 2001)
(Jain, 2006; Vasconcelos, 2007;
Dispersdes sdlidas Majerik, 2007; Papadimitriou,
2009; Dhirendr, 2009)
Solugdes solidas (Dittgen, 1995)

Il. MODIFICACAO QUIMICA

Pro-farmacos soluveis (Hemenway, 2007; Chassaing,

2008)

Sals (Karavas, 2006)

O SCB para farmacos destaca a dissolugao como etapa limitante para a absorgao
oral das classes Il e IV. As formas farmacéuticas convencionais para esta classe de
farmacos, no entanto, tém desempenho errados ou variaveis durante a avaliacdo pré-
clinica e clinica. Como geralmente € mais caro alteragdes no redesenho da entidade
quimica, nesses casos se faz necessario o desenvolvimento de formulagdes mais efetivas
e capazes de superar estas limitagcoes e liberar o farmaco na concentragdo 6tima para o

efeito terapéutico desejado (Shailesh, 2006).

3.2. Materiais Hibridos



O desenvolvimento da ciéncia dos materiais trouxe importantes contribuicbées no
avango da tecnologia. A busca constante por novos materiais com desempenho e
propriedades otimizadas para aplicacdes inovadoras e o aperfeicoamento de materiais ja
existentes € um desafio e um dos motivos da evolucéo técnica e cientifica atual. Nesse
contexto, encontra-se a possibilidade de combinar no nivel molecular ou nanométrico os
componentes organicos e inorganicos, resultando em novos materiais conhecidos como
hibridos organo-inorganicos. Esses materiais hibridos, além de oferecerem a oportunidade
de combinar de forma sinérgica as propriedades fisico-quimicas inerentes de seus cons-
tituintes, permitem obter novas propriedades, resultantes da combinagdo de seus
componentes, devido ao tamanho reduzido dos dominios que os compdem (Benvenutti,
2009).

3.2.1. Hidrogéis nanocompdsitos

Hidrogéis sao redes poliméricas tridimensionais constituidas de polimeros
hidrofilicos ou parcialmente hidrofilicos, que apresentam grande capacidade de retencao
de agua, desde um limite minimo de 10 — 20% até milhares de vezes seu peso seco em
agua (Peppas, 1986). Desde o trabalho pioneiro de Wichterle e Lim em hidrogéis de
poli(hidroxi-etilmetacrilato) (Wichterle, 1960), uma enorme gama de hidrogéis, com as
mais diversas propriedades e estruturas foi obtida, consequentemente expandindo o
leque de aplicagbes para os mais diversos campos da ciéncia e tecnologia. Os hidrogéis
se assemelham ao tecido natural mais que qualquer outra classe de biomateriais
sintéticos. Isto se deve ao seu elevado conteudo de agua e consisténcia mole. Além
disso, o0 alto conteudo de agua contribui para sua biocompatibilidade. Com isso eles
podem ser usados em lentes de contato, membranas biosensoras, revestimento para
coragoes artificiais, materiais para pele artificial e sistemas para liberacido de farmacos.
Estes sistemas de liberacdo baseados em hidrogéis podem ser usados para uso oral,

retal, ocular, epidermal e subcutaneo (Peppas, 2000).

O poli(alcool vinilico) (PVA) é certamente um dos polimeros hidrofilicos mais
utilizados na preparagcédo de hidrogéis poliméricos para as mais diversas aplicagées por
possuir propriedades interessantes tais como: boa resisténcia quimica, processabilidade,

biocompatibilidade e biodegradabilidade (Paranhos, 2007a)



Nos ultimos anos, houve um enorme esforco mundial na busca pela compreensao
dos principios e mecanismos que regem o preparo e utilizagdo dos chamados materiais
nanocompositos (Ray, 2003; Paul, 2008).

Nanocompdsitos sdo polimeros carregados de particulas para os quais pelo menos
uma dimensdo das particulas dispersas esta na faixa nanométrica. Segundo Paul e
colaboradores, nanocompdsitos sao materiais que contém particulas na faixa de tamanho
de 1-100 nm (Paul, 2008). Podem-se distinguir trés tipos de nanocompdsitos dependendo
de quantas dimensdes das particulas dispersas estejam na faixa de nanédmetros. Quando
as trés dimensdes estdo em tal faixa, esta-se trabalhando com nanoparticulas
isodimensionais, assim como nanoparticulas de silica esféricas obtidas por métodos sol-
gel in situ ou por polimerizagdo promovida diretamente a partir de sua superficie, mas
também podem incluir nanogrupos (nanoclusters) semicondutores e outros. Quando duas
dimensdes sdo nanométricas e a terceira é maior, formando estruturas alongadas, fala-se
em nanotubos ou fios (whiskers), como, por exemplo, nanotubos de carbono e fios de
celulose, os quais sao extensivamente estudados como nanocargas de reforgo,
acarretando materiais com propriedades excepcionais. O terceiro tipo de nanocompdésitos
€ caracterizado por apenas uma dimensdo na faixa nanométrica. Nesse caso, a carga
esta presente na forma de laminas de um a alguns nanédmetros de espessura e centenas
ou milhares de nanémetros de comprimento. Esta familia de compdsitos pode ser reunida
sob 0 nome de nanocompdsitos polimero-cristais lamelares. Esses materiais sdo quase
exclusivamente obtidos pela intercalagao do polimero (ou monémero subsequentemente
polimerizado) dentro das galerias dos cristais lamelares hospedeiros (Alexandre, 2000).

Dentre todos os potenciais precursores nanocompositos, aqueles baseados em
argilas e silicatos lamelares tém sido os mais amplamente investigados, provavelmente
devido aos materiais argilosos iniciais serem de facil disponibilidade e porque sua quimica
de intercalacdo tem sido estudada ha longo tempo. Devido as particulas de tamanho
nanomeétrico obtidas por dispersao, tais nanocompadsitos exibem propriedades mecanicas,
térmicas, opticas e fisico-quimicas marcadamente melhoradas quando comparados com o
polimero puro ou compdsitos convencionais (microescala) (Lepoittevin, 2002). Materiais
lamelares sédo potencialmente bem adequados para a modelagem de compdsitos
hibridos, pois seus elementos lamelares possuem alta resisténcia e rigidez ao plano e alta
razao de aspecto (Pinnavaia, 1983). Virtualmente, todas as familias de sdélidos lamelares
partiiham desses atributos, mas as argilas esmectitas (por exemplo, montmorilonita) e

silicatos lamelares relacionados sdo os materiais de escolha para a modelagem de
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nanocompdsitos poliméricos por duas razdes principais. Primeiramente, eles exibem uma
quimica de intercalagdo muito rigida, o que permite que eles sejam quimicamente
modificados e tornem-se compativeis com polimeros organicos para dispersdo em uma
escala nanométrica. Em segundo lugar, ocorrem de forma obliqua na natureza e podem
ser obtidos em uma forma mineralogicamente pura a baixo custo. Argilas esmectitas
podem também ser sintetizadas sob condicdo hidrotérmica, mas argilas naturais
purificadas normalmente oferecem uma vantagem de custo sobre os analogos sintéticos
(Wang, 2000).

Segundo Kokabi, variados tipos de nanocompoésitos de PVA-argila foram
preparados e suas propriedades investigadas (Kokabi, 2007). Nanocompdsitos de PVA-
argila foram preparados por casting de uma suspensdo de PVA e montmorilonita.
Estudou-se a estrutura dos nanocompdsitos obtidos e encontrou-se a coexisténcia de
camadas de montmorilonita exfoliadas e intercaladas, especialmente em baixas e
moderadas cargas desses silicatos, estes nanocompdsitos tiveram as propriedades
mecanicas, térmicas e de transmissédo de vapor de agua superiores ao do PVA puro e
seus compositos convencionais. Nanocompositos de PVA-argila foram sintetizados pelo
método de intercalacdo em solugdo usando argilas de troca ibnica sddicas e de alquil-
amonio. Estudos morfolégicos mostraram que argilas sédicas foram mais facilmente
dispersas na matriz de PVA que as de alquil-aménio, além de possuirem melhores
propriedades mecanicas. Nanocompositos de PVA-argila também foram preparados pelo
mesmo método e experimentos de difusdo de agua e acetona in situ foram realizados. Foi
observado que a carga de argila exerce pequena influéncia na taxa de retengao de agua,
enquanto a taxa de difusdo da acetona € significativamente reduzida de acordo com o
aumento da carga de argila no nanocompdsito. Nanocompdsitos de PVA-argila foram
também preparados via polimerizagdo via radical livre in situ com 2,2-azobis-
isobutironitrila como iniciador. A partir dele foram estudadas a estrutura, viscosidade,
estabilidade térmica, resisténcia mecanica e propriedades 6ticas em comparacado ao PVA
puro. Nanocompdsito de PVA-montmorilonita foram preparados via criogelificacao e suas
propriedades fisicas e mecanicas investigadas (Kokabi, 2007).

Nanocompdésitos de PVA contendo nanotubos de carbono foram preparados por
dispersao direta dos nanotubos em solugdo aquosa de PVA por Tsai e Huang. A
suspensao PVA/nanotubos foi submetida a ciclos de congelamento e descongelamento a
-20°C. Os resultados indicam que a dispersao dos nanotubos de carbono na matriz de

PVA se mostrou estavel ao longo do tempo. O uso destes nanocompdsitos em eletrodos
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para voltametria ciclica mostrou que a aplicabilidade destes materiais como sensores
eletroquimicos é bastante significativa (Tsai, 2000). Entre os trabalhos nacionais, destaca-
se a preparagao e caracterizagao de hidrogéis nanocompdsitos de PVA-montmorilonita
preparados por casting. Os resultados mostram que as razdes de inchamento para os
hidrogéis de PVA-momtmorilonita diminuiram em presenga da argila e que esta atua
como estabilizante da rede polimérica (Paranhos, 2007a) Hidrogéis nanocompdsitos de
PVA-montmorilonita e poliéster sulfonado foram preparados e seu tamanho de volumes

livres avaliado por espectroscopia de vida média do pésitron. (Paranhos, 2007b)

3.2.2. Uso de argilas para melhorar a taxa de dissolucéo de farmacos

As argilas sado usadas comumente para retardar e/ou promover liberagdo em sitio
especifico, mas também podem ser usadas para aumentar a dissolucdo de farmacos
(Aguzzi , 2007). Monkhouse e Lach foram os primeiros a descrever o uso de silica e acido
silicico como agentes adsorventes (Monkhouse, 1972 a, b). A esmectita aumentou a taxa
de dissolucgao in vitro de farmacos insoluveis nao-ibnicos e de carater acido. A liberagao
do farmaco da superficie foi promovido pela ligagdo entre eles e concomitantemente a
molhabilidade do farmaco aumentada em funcéo das propriedades hidrofilicas da argila
(McGinity, 1980; Kreuter, 1981; Takahashi, 1991a, b). Comprimidos preparados por
compressdo direta do adsorbato hidroclorotiazida-veegum apresentam completa
dissolucéo (100 %) em 10 min enquanto os comprimidos do mercado liberam somente 50
% da dose no mesmo tempo (Aguzzi, 2007). O adsorbato Fenitoina — montmorilonita
aumentou a biodisponibilidade deste farmaco em humanos em comparagao as capsulas
de fenitoina sédica comerciais (Koeleman , 1990). Ito e colaboradores reportaram que
niveis sanguineos de indometacina em ratos a partir de formas farmacéuticas
transdérmicas baseadas em compdsitos farmaco-montmorilonita foram maiores quando
comparados com compostos controle contendo apenas indometacina cristalina (lto ,
2001).

Neste trabalho as argilas de interesse foram a montmorilonita sddica e a sepiolita.
3.2.2.1. Montmorilonita (MOM)

A MOM pertence a familia dos silicatos, mais especificamente ao grupo dos
filossilicatos 2:1. De um modo geral, sua estrutura cristalina € composta por uma camada
octaédrica central de hidroxido de aluminio ou magnésio unida, na forma de sanduiche,

por duas camadas tetraédricas compostas de SiO4, sendo que na composigdo geral,
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invariavelmente acompanham moléculas de agua e se apresentam em uma estrutura
lamelar uma vez que todos os membros desse grupo possuem habito achatado ou em
escama (Santos, 1989). A espessura das camadas é de aproximadamente 1 nm e suas
dimensdes laterais podem variar de 30 nm até centenas de micrometros. Essas camadas
se organizam empilhando-se umas sobre as outras (unidas por interagdes fracas do tipo
Van der Walls) com espagamentos regulares denominados espagamentos intercamadas
ou galerias. Substituicbes isomorficas de cations de maior valéncia por cations de menor
valéncia no interior das camadas nem sempre sdo compensadas na estrutura de alguns
argilominerais. Como consequéncia, € gerado um excesso de cargas negativas. Essas
cargas negativas sao contrabalangadas por cations de metais alcalinos ou alcalino-
terrosos situados no interior das galerias (Santos, 1989; Fonseca, 2003). Detalhes da

estrutura da MOM s&o representados na Figura 3.1.
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Figura 3.1. Estrutura da montmorilonita em sua forma natural (Coelho, 2007).

Este tipo de silicato € caracterizado por uma carga superficial moderada conhecida
como capacidade de troca de cations (CEC - cation-exchange capacity), sendo
geralmente expressa em meq/100g. A MOM apresenta comprimento e largura de cerca
de 250 nm, o que resulta em uma area superficial da ordem de 700 m?/g. Esse alto valor

de area superficial € responsavel pelas excepcionais alteracbes nas propriedades dos
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polimeros com ela combinados (Wang, 2000). MOM ¢ a argila mais empregada no estudo
e obtengao de materiais poliméricos nanocompdsitos (Ray, 2003).

Pelo fato de apresentar elevada hidrofilicidade, MOM é amplamente utilizada para
o0 preparo de nanocompoésitos com polimeros hidrofilicos, tais como PVA, poli(N-
isopropilacrilamida), poli(acido lactico), entre outros (Forni, 1989; Lee, 2003; Lee, 2004;
Ray, 2005).

3.2.2.2. Sepiolita (SEP)

Sepiolita € um argilo-silicato de magnésio hidratado e com férmula geral
Si12030Mgs(OH)4(H20)4-8H20. Seu aspecto fibroso revela uma estrutura baseada na
alternéncia de blocos e tuneis (padrao zeolitico) que crescem na diregao da fibra (eixo c).
Cada bloco estrutural € composto de duas camadas tetraédricas de silica e uma camada
octaédrica central contendo magnésio. Devido a descontinuidade da camada externa de
silica, um significante numero de grupos silanol (Si-OH) esta presente na superficie desta
argila.

A estrutura cristalina da sepiolita pode ser vista na Figura 3.2. O espagamento
observado entre as laminas gera poros do tipo zedlita, com segao transversal de 3,5 x
10,6 A2. A morfologia acicular da sepiolita gera uma area superficial com cerca de 380 m?,
consideravelmente maior do que a observada para silicatos lamelares do tipo
montmorilonita (80 m2). Esta elevada area superficial pode gerar uma elevada dispersao
da argila na matriz polimérica, gerando interessantes propriedades (Kojdecki, 2005).

it b g Channels

Grupos Si-OH / Canais

#arz Tetral Folhas tetraédricas
I octah  Folhas octaédricas

Figura 3.2. Estrutura cristalina da sepiolita (Choudhury, 2009).
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Devido a sua estrutura zeolitica, sepiolita contém 4 diferentes tipos de moléculas
de agua: (i) higroscopica, referente a absor¢do de umidade do ar pelos grupos silanol
presentes na superficie; (ii) zeolitica, moléculas de agua que ocupam os canais zeoliticos
sem que haja interagcbes com a superficie dos mesmos; (iii) ligada, moléculas de agua
que interagem com ions insaturados localizados nas paredes internas dos canais; (iv)
hidroxilica, resultante das interagdes entre as moléculas de agua e os grupos silanol
presentes nos trechos descontinuos da camada externa de silica (Tartaglione, 2008).

A sepiolita é encontrada na Espanha (maior produtor mundial), seguida da Turquia
(Anatodlia) e dos Estados Unidos (Nevada). No Brasil, ja foram identificadas pequenas
jazidas em Ponte Alta (MG), Jacuba e Sao José do Tocantins(GO) e em Brumado (BA).
Atualmente, as principais aplicagdes industriais da sepiolita sdo baseadas nas
propriedades ab-adsortivas do argilomineral: agente clarificante e descorante de liquidos;
auxiliar de filtracdo; ab-adsorvente industrial; suporte de catalisadores e de biocidas, além
das suas excelentes propriedades reoldgicas em dispersdes aquosas e em solventes
organicos. Sepiolita também pode ser utilizada em desodorantes do meio ambiente; como
ab-adsorvente de dejetos de animais (em “cat litter”, “banheiros de gatos”, principalmente
na Europa); em tintas de asfalto; em agentes anti-empedrantes; em filtros de cigarros; em
platisois e borrachas; em nutricdo animal; em detergentes; em cosméticos; em produtos
agricolas, como por ex. na formulagcado de fertilizantes; com espessador de graxas; em
papéis para copia sem carbono (Kojdecki, 2005).

Seu baixo teor de ferro a torna compativel com farmacos susceptiveis a oxidagao
(Hermosin, 1981).

Em funcao destas propriedades mostra-se um excelente material para ser usado
como excipiente em produtos farmacéuticos (Viseras, 1999).

Os primeiros estudos sobre nanocompdsitos de PVA/sepiolita surgiram ainda em
2006. Zheng e colaboradores investigaram nanocompdsitos de epoxi reforgcados com
sepiolita e sua propriedades mecanicas (Zheng, 2006) Alkan e colaboradores, estudaram
nanocompositos de poli(vinil alcool) (PVA) com sepiolita natural e também tratada pelo
calor pelo método de dispersdao em solugao (Alkan, 2009) e Vicosa e colaboradores,
estudaram o efeito da sepiolita nas propriedades fisicas e de inchamento de hidrogéis

nanocompaosticos contendo PVA, sepiolita e rifampicina (Vigosa, 2009)

3.3. Processo de secagem por atomizacdo para associar farmaco e adjuvante
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A técnica de spray-drying, € uma tecnologia muito utilizada em diversos segmentos
industriais, incluindo o farmacéutico. Embora necessite de investimentos médios ou
elevados em instalagcbes e operacdo, varias vantagens justificam a sua crescente
utilizagcdo. Dentre essas vantagens esta a reprodutibilidade da técnica para obtencéo de
particulas, a aplicabilidade tanto com materiais sensiveis quanto resistentes a
temperatura, a capacidade de processar diversas matérias-primas e a flexibilidade na
formulacdo. Os fatores de formulagcdo e os parédmetros de processo determinam as
propriedades das particulas produzidas (Ré, 2006). O processo envolve quatro estagios
sequenciais e pode ser observado na Figura 3.3: (a) Atomizagdo dos materiais de
alimentacgao através de um bico atomizador; (b) Contato das goticulas produzidas com o
ar; (c) Secagem (d) Coleta do produto sdlido (microparticulas) obtido. Em comparagao
com as outras técnicas de microencapsulagdo, a secagem por atomizagdo oferece a
vantagem de ser um processo de etapa unica. Adicionalmente tem-se a rapidez, pequena
dependéncia sobre as caracteristicas de solubilidade do farmaco e do polimero, e

facilidade de escalonamento.

atorizagio l

| I atormizador

>—{— jix

contato
SprAYy-ar

ar de entrada filtro  aguecimento

secagern I

ciclone

solugin
suspensio
etrlsHo

@ separacio produto
Figura 3.3. Representacado esquematica do funcionamento do equipamento spray-dryer

(Ré, 2006).
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Essas caracteristicas fazem com que a avaliagao das suas potencialidades como
um método de encapsulacdao de farmacos tenha se tornado uma area de pesquisa de
interesse crescente (Ré, 1998; Ré, 2002; He, 1999).

Microparticulas contendo um agente ativo podem ser preparadas por spray-drying a
partir de sistemas homogéneos (solugbes) ou heterogéneos (dispersdes). No caso de
solugdes, o ativo e o polimero estdo co-dissolvidos em um mesmo solvente. No caso de
dispersoes, particulas finamente divididas do ativo sdo incorporadas a uma solugao
polimérica. A solugcédo ou suspensao € atomizada e seca em secadores spray-dryer. Com
a evaporagao do solvente, o polimero precipita e aprisiona o sélido disperso (suspenséo-
mae) ou os cristais precipitados (solugdo-mae). A microestrutura gerada € mais
usualmente conhecida como microesfera em aplicagbes médicas e farmacéuticas (Ré,
2006). A escolha do polimero depende de uma série de fatores como a necessidade de
uso de materiais soluveis, biodegradaveis, dependendo da rota de administragdo ou
eliminacdo e da regido de absorgdo no caso de droga farmacéutica. Consideragdes de
toxicidade, alergia e irritabilidade sao de fundamental importancia. Dentre as principais
categorias de materiais encapsulantes que vem sendo utilizadas, podem-se mencionar
alguns derivados de celulose (Wan, 1992; Zgoulli , 1999, Billon, 2000); polimeros e co-
polimeros biodegradaveis derivados de acidos poli-laticos e poli-glicélicos (Baras, 2000;
Prior, 2000); polimeros e co-polimeros derivados de acidos poliacrilicos e metacrilicos
como Eudragit tipos L100-55, L30D, NE30D, RS30D, RS100 (Zgoulli, 1999;) e os
polimeros como alginatos, quitosana e outras gomas naturais (Takeuchi , 1998; He ,
1999).

Vaérios estudos apresentados na literatura tém avaliado a forma, a morfologia e
outras caracteristicas fisicas de produtos microencapsulados por spray-drying como uma
funcdo das condi¢cdes do processo e da formulagao (Billon, 2000; Prior, 2000; Baras,
2000). No entanto, a possibilidade de formulacdo das microparticulas preparadas com
polimero por spray-drying em formas solidas diversas (comprimidos, suspensdes ou
dentro de capsulas gelatinosas usadas como veiculo de administracdo oral do
medicamento) tem sido vista pela area farmacéutica como uma das grandes vantagens
do processo de microencapsulagao por spray-drying (Zgoulli, 1999; He, 1999). Isto porque
o controle direto da liberagdo das drogas apenas pelas microparticulas produzidas por
spray-drying nem sempre se mostra efetivo (He, 1999). Alguns destes autores acreditam

que apenas substancias de natureza lipofilica possam ser encapsuladas por spray-drying
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e terem garantida uma liberagdo mais lenta e controlada. Comprimidos tém sido usados
como um bom controle de dosagem de drogas com polimeros. Eles podem ser
preparados por compressao direta de uma mistura de polimero e de um principio ativo
com outros excipientes que facilitem a compressao ou entdo mais recentemente a partir
de microparticulas de droga e polimero preparadas por spray-drying. Os comprimidos
preparados a partir deste ultimo método tém demonstrado um melhor controle da
liberacdo, porque o principio ativo esta impregnado ou aprisionado em uma matriz
polimérica com propriedades de permeabilidade e solubilidade diferentes daquelas da
mistura fisica de ambos os componentes (ativo-polimero). Como exemplo pratico, pode-
se mencionar o trabalho de Takeuchi e colaboradores que prepararam, por spray-drying,
microesferas de teofilina com varios polimeros hidrofilicos em sistemas aquosos
(Takeuchi, 1998). Eles atribuiram o bom controle da liberacdo da teofilina dos
comprimidos a dispersdo homogénea desta droga dentro das microparticulas geradas no
processo de spray-drying. Apesar desse uso promissor de microparticulas de polimero e
ativo produzidas por spray-drying para a preparagao de comprimidos com maior controle
da velocidade de liberacdo do ativo, esforcos da comunidade técnico-cientifica
internacional tém sido concentrados no desenvolvimento de formulagdes que permitam o
uso das microparticulas, para controle direto da liberacdo do ativo. Darbandi e
colaboradores  estudaram as propriedades aerodindmicas de microparticulas de
rifampicina obtidas por spray-drying destinadas a absor¢ao pulmonar (Darbandi, 2008).
Dentre os polimeros utilizados, materiais hidrofilicos como carboximetilcelulose sddica
(NaCMC), hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e metilcelulose (MC) tém sido empregados
em fungéo de suas caracteristicas de hidratacéo e de capacidade de formagao de gel na
superficie das particulas, constituindo uma barreira efetiva a difusdo de materiais ativos
hidrossoluveis (Wan, 1992; Ermis, 1999; Billon, 2000). De acordo com a literatura, os
melhores resultados foram obtidos com NaCMC, o que tem sido atribuido a sua maior

hidrofilicidade em relagdo aos demais polimeros (Wan, 1992; Ermis, 1999).

3.4 - RIFAMPICINA: o fa&rmaco-modelo

E dificil fazer qualquer generalizacdo com relacdo & biodisponibilidade da
rifampicina tanto para formulagdées genéricas FDCs quanto para rifampicina sozinha pois
a variabilidade foi encontrada em ambos os casos. Outros antituberculostaticos das

composi¢cdes FDC como a isoniazida, pirazinamida e etambutol ndo apresentam
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problemas de biodisponibilidade pois pertencem a classe | (alta solubilidade e alta
permeabilidade) do BCS. A rifampicina € o unico componente hidrofébico das FDCs a
qual pertence a classe Il do BCS (baixa solubilidade e alta permeabilidade (Panchagnula,
2004; Agrawal, 2005), sendo portanto alvo de grande interesse de estudo e eleita aqui
como farmaco-modelo. A rifampicina apresenta polimorfismo, e existe em duas formas
polimoérficas, forma | e |l. Existe também na forma de hidrato e varios solvatos, os quais se
convertem eventualmente em forma amorfa a temperatura ambiente ou apéds
desolvatacdo. (Agrawal , 2004). A forma Il é transformada em | pela mistura em presenca
de acido estearico a temepratura ambiente ou pelo aquecimento com n-octanol em cerca
de 55 °C. A forma amorfa cristaliza em forma | a 50°C em presenca de n-dodecano ou a
temperatura ambiente na presenga de n-octanol. (Pelizza, 1977). O polimorfismo tem sido
postulado como sendo um dos responsaveis pela sua baixa/variavel biodisponibilidade em
formulagdes orais de rifampicina (Agrawal, 2004; Panchagnula, 2006a e b), porém alguns
autores relatam que o polimorfismo néo tem efeito na dissolugéo intrinseca da rifampicina,
sendo o tamanho de particula o mais importante (Panchagnula, 2006b; Panchagnula,
2008) Outro agravante € a proporcao entre as formas | e Il e teor de amorfo que pode
variar de lote a lote de um mesmo processo de fabricagdo (Pelizza , 1977; Henwood,
2000; Henwood, 2001). A forma amorfa da rifampicina € reportada como tendo baixa
velocidade de dissolucdo, porém recentes trabalham mostram que o conteudo de amorfo

nao tem efeito nos perfis de dissolugao de cristais de rifampicina (Panchagnula, 2008).

Jindal e colaboradores relatam o efeito do tamanho das particulas na
biodisponibilidade e dissolugdo da rifampicina. Eles observaram que o tamanho de
particula ndo tem efeito significativo na absorgdo desse farmaco. Entretanto, quando o
farmaco é muito fino (didametro médio < 10 um), a presenga de forgas eletrostaticas pode
resultar em formagdo de aglomerados afetando a dissolugdo e gerando uma baixa
biodisponibilidade (Jindal, 1994).

A associagdo medicamentosa mais comum ocorre entre rifampicina e isoniazida.
Porém, a rifampicina em meio acido sofre uma hidrélise para formar a 3-formilrifampicin
(3FRSV), que é insoluvel e muito pouco absorvida (Dekker, 2003). De acordo com
Shishoo e colaboradores, o0 método de analise descrito nos compéndios farmacéuticos
oficiais ndo consegue diferenciar a rifampicina do produto de degradacdo e o ensaio de
dissolugdo ndo garante sua biodisponibilidade a partir de FDC (Shishoo, 1999). Dessa

forma, a adequada caracterizagdo das matérias—primas, visto as divergéncia encontradas
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na literatura para a rifampicina, e das diversas formulagcbdes oriundas destas, tém uma

importancia primordial na garantia da eficacia do medicamento.

3.4.1. — Principais caracteristicas fisico-quimicas

Sua formula molecular é C43HssN4O42, com peso molecular de 822,96 e sua

férmula estrutural esta representada na Figura 3.4 (Connors, 1986).

CH,

CH,CO0 .

CH, 0.

Figura 3.4. Férmula estrutural da Rifampicina

Apresenta-se como po cristalino, vermelho-amarronzado. Seu ponto de fusdo varia

de 183 a 188°C com decomposicdo. E totalmente soltvel em cloroférmio e DMSO; soltvel
em acetato de etila, metanol e tetrahidrofurano; é levemente soluvel em agua, acetona e
tetracloreto de carbono (Connors, 1986; The Merck Index, 2001).
O pH resultante de uma suspensédo aquosa a 1% de rifampicina fica entre 4 e 6,5. A
funcdo acida da rifampicina tem sido associada as hidroxilas presentes nas posicdes C1,
C4 e Cg (pKa = 1,7). Sua funcgao basica é associada ao nitrogénio piperazinico (pKa =
7,9). A rifampicina deve ser armazenada em recipientes herméticos e sob temperaturas
nao superiores a 40°C (Connors, 1986; Martindale, 1996).

A degradacéo de rifampicina em solugdes aquosas € um processo pH dependente.
A rifampicina nao é estavel em pHs extremamente baixos. E também foi sugerido que em
pHs alcalinos a rifampicina esta sujeita a uma maior degradagao. Deste modo, o pH onde

a estabilidade é maxima deve ser esperado em algum ponto préximo a neutralidade
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(Seydel, 1970; Jindal, 1995). Ela também sofre oxidacdo sob condi¢cbes alcalinas na
presenca de oxigénio atmosférico tendo como produto de degradagdo a rifampicina-
quinona. Estima-se que uma suspensao aquosa a 1% de rifampicina perca 20% da sua
poténcia a cada 10 h a temperatura ambiente. Uma suspensio de 1% de rifampicina em
um xarope simples (85% de glicose) também se mostrou quimica e biologicamente

estavel por 6 a 7 semanas se armazenada de 2 a 8°C (Connors, 1986).

3.4.2. Estratégias para aumento da biodisponibilidade

Solubilidade e biodisponibilidade de farmacos séo fatores inter-relacionados e
frequentemente constituem uma barreira no desenvolvimento de formas farmacéuticas.
Nos tratamentos convencionais, muitas vezes, uma grande quantidade de farmaco é
administrada e uma grande fracdo é excretada sem exercer nenhuma atividade.
Alternativas eficientes que tornem os farmacos mais disponiveis para determinado sitio de
absorcdo, com taxas de dissolugao mais adequadas, tém sido amplamente descritas na
literatura e visam direcionar os farmacos para sitios especificos do organismo, aumentar
sua solubilidade em sistemas aquosos, promover sua liberagao controlada e aumentar o

efeito terapéutico (Lima, 2006).

Varios estudos vém sendo feitos no desenvolvimento de sistemas de liberacéao,

utilizando rifampicina conforme apresentados na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2a. Resumo dos sistemas de liberagao de tuberculostaticos

utilizando rifampicina.

Farmaco Sistema de Viade Método de Referéncia
liberacéo e administracéo preparagao
polimero
empregado
RIF, INH, Microparticulas Oral, sozinho ou Dupla (Ain , 2002)
PYZ, ETB usando PLG combinado emulsificagao
e evaporagao
do solvente
RIF, INH, PYZ Nanoparticulas Oral Emulsdo (Pandey, 2003)
usando PLG multipla
RIF, INH Bomba osmética Oral Processo em (Prabakaran,
usando HPMC e Fase inversa 2004)
NaCMC
RIF, INH Microparticulas Subcutanea, Dupla (Dutt, 2001)
usando PLG inalatéria emulsificagao
e evaporagao
do solvente
RIF Microesferas Inalatoria/Aerossol  Evaporagdo de (Barrow ,1998)
usando PLG solvente
RIF, INH Microesferas Inalatéria Combinagao (Sharma, 2001)
usando PLG de extracdo e
evaporagao de
solvente
RIF Microparticulas Inalatéria Spray-drying (Suarez,
usando PLGA 2001)
RIF Microparticulas Inalatéria Evaporagdo de (O'hara, 2000)
usando PLGA solvente e
spray-drying
RIF Microparticulas - Difusdo de (Manca, 2008)
usando solvente em
quitosana-PLGA emulsio
RIF Microesferas Inalatéria Evaporagéo de (Ito, 2004; Ito, 2008))
usando PLGA solvente e
Emulsificagédo
em membrana
RIF Nanoparticulas - Difusdo de (Esmaeili, 2007)
solvente em

usando PLGA

emulsao

RIF: Rifampicina, INH: isoniazida, PYZ: pirazinamida, ETB: etambutol, PLG: poli(DL-lactide-co-glicolide),
PLGA: acido polilactico-co-glicélico), HPMC: hidropropilmetilcelulose, NaCMC: carboximetilcelulose sédica,)
L-PLA: poli(L-lactide).
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Tabela 3.2b. Resumo dos sistemas de liberagao de tuberculostaticos

utilizando rifampicina.

RIF, INH, PYZ
e RIF, INH,
PYZ, ETB

RIF

RIF

Nanoparticulas
usando alginato

Lipossomas

aerossolisaveis
formulados com
lipossomas

provenientes da
fosfatidilcolina e
colesterol do ovo

Lipossomas
catibnicos

Microparticulas
de(L-PLA)

Micro e nano
particulas de
Rifampicina pura

Complexo
rifampicina-
ciclodextrina

Encapsulacao
com poli(vinil
pirrolidona)- acido
poli(metacrilico)

Inalatéria

Inalatoria

Inalatoria

Inalatéria

Inalatéria

Oral

Geleificagao
cation induzida
do alginato

Lipossomas
neutros séo
preparados
pelo  método
do hidrogel.

Imobilizagao
em poliestireno

Processo de
anti-solvente
em meio
supercritico

Processo de
anti-solvente
em meio
supercritico

Complexacéao
em suspensao

(Zahoor, 2005)

(Zahoor , 2006)

(Vyas, 2004)

(Pasquardini, 2008)

(Patomchaiviwat, 2008)

(Reverchon, 2002)

(Tewes, 2008)

(Kumar, 2009)

RIF: Rifampicina, INH: isoniazida, PYZ: pirazinamida, ETB: etambutol, PLG: poli(DL-lactide-co-glicolide),
PLGA: &cido polilactico-co-glicélico), HPMC: hidropropilmetilcelulose, NaCMC: carboximetilcelulose sédica,)
L-PLA: poli(L-lactide).

Apesar das inumeras formas de liberagdo apresentadas na Tabela 01 ainda se faz

necessario o desenvolvimento de um sistema de liberacdo oral ndo sustentado ou lento,

mas que garanta uma melhor biodisponilidade da rifampicina por um melhor controle de

sua dissolucao no sistema fisiolodgico. (Toit, 2006).
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3.4.3 — Nanonizacao para aumento da biodisponibilidade

Conforme ja mencionado, a absorcédo oral de farmacos pouco soluveis em agua
pode ser melhorada pelo aumento da velocidade de dissolu¢édo do farmaco através do
aumento da sua area superficial e, aumento da solubilidade de saturacéo, Cs, do farmaco.
O primeiro aspecto pode ser atingido por micronizagao, entretanto para alguns produtos
este procedimento ndo é suficiente devido a solubilidade muito baixa em meio aquoso.
Desta forma, o aumento da area superficial ndo possibilita a obtengdo de uma rapida
velocidade de dissolugdo para atingir niveis plasmaticos terapéuticos. Porém, a
transformagdo de microcristais do farmaco em nanocristais poderia aumentar sua
absorcao oral. Isto porque a redugéo para nanocristais, além de aumentar a velocidade de
dissolugdo do farmaco (aumento da area superficial) aumenta, simultaneamente, a sua
solubilidade de saturacdo (Cs). Deste modo, as particulas de nanocristais podem ser
administradas por via oral e por via intravenosa em suspensfes aquosas. Alta
biodisponibilidade (até 100%) de um farmaco pode ser obtida com nanocristais com
diametro médio entre 200-400 nm. Nesta faixa de didmetro é possivel a aplicacdo destes
farmacos por via intravenosa, ja que seu tamanho € muito menor que o didmetro dos
vasos capilares (5-6 mm) (Duran, 2010). A nanonizagdo de farmacos pode ser alcancada
através de diferentes técnicas, que se distinguem entre as tecnologias bottom-up e top-
down. A tecnologia top-down inicia seu processo a partir de macrosuspensdes e a
diminuicdo do tamanho de particular € obtido por processo de atrito mecanico (moagem)
(Mauludin, 2009; Eerdenbrugh, 2008)). A técnica de moagem mais estudada € a
homogeneizagao a alta pressao (Gao, 2008; Keck, 2006). Tal método exige muito tempo,
alta energia, introdugdo de impurezas, controle inadequado do tamanho de particula e
efeito eletrostatico, favorecendo assim a técnica de bottom-up para producdo de
nanoparticulas (Ali, 2009).

A tecnologia bottom-up (utilizada na terceira parte deste trabalho de doutorado)
envolve métodos de precipitacdo e inicia com moléculas que estdo dissolvidas e sao
precipitadas através da adicdo do anti-solvente. O processo de precipitagdo com anti-
solvente € uma técnica promissora para a producédo de particulas ultrafinas, a qual se
baseia ha mudanca da supersaturacdo causada pela mistura da solucdo e o anti-solvente
(Mauludin, 2009). Uma solugdo supersaturada € metaestavel, o que quer dizer que

qualquer perturbacdo pode provocar uma modificacdo do estado levando a um estado
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final estavel predeterminado (Shekunov, 2000). Neste método os dois solventes devem
ser misciveis. ldealmente o farmaco deve se dissolver no solvente e ndo no anti-solvente.
A precipitagao ocorre instantaneamente pela rapida desolvatacdo do farmaco. O principal
ponto para preparar as particulas ultrafinas por precipitacdo anti-solvente € criar
condicbes que favorecam a formacdo rapida das particulas e pouco ou nenhum
crescimento da particulas, evitando problemas de aglomeragdo (Mauludin, 2009). Com o
objetivo de evitar o crescimento e aglomeragao das particulas hidrofébicas o HPMC vem
sendo utilizado com estabilizante no anti-solvente aquoso por sua caracteristica de nao
ser toxico, facil producéo e boa solubilidade em agua (Zhang, 2009). Esta técnica vem
sendo empregada com sucesso na preparagao de varios nanocristais de farmacos tais
como a hidrocortisona (Ali, 2009), a espironolactona (Dong, 2009), a budesonida, o
danazol, e a predinisolona (Zhang, 2009). Este procedimento necessita da mistura de dois
solventes com algumas consequéncias limitantes:

- Introdugdo, na maioria dos casos, de um solvente inflamavel e poluente em meio
aquoso;

- A necessidade de separacgao posterior de solventes por destilagao de alto custo;

- Preocupar com a remogdo do solvente no produto acabado, que apds secagem deve
conter solventes em niveis limites aceitaveis, pois muitos solventes organico sdo toxicos e
de uso limitado na area farmacéutica. Dhirendra, 2009).

Neste trabalho utilizamos como solvente um novo potencial solvente para a area
farmacéutica: o liquido iénico, o qual sera brevemente apresentado a seguir.

A nanonizagcdo tem como vantagem o aumento da biodisponibilidade oral do
farmaco nanocristalino (Duran, 2010; Kesisoglou, 2007). Esta biodisponibilidade pode ser
aumentada ainda mais através da incorporacdo dos nanocristais em nanoestruturas
como, por exemplo, em nanoparticulas lipidicas soélidas (NLS), carregadores lipidicos
nanoestruturados (CLN) ou transformado em conjugado farmaco-lipidio (CFL).

Um aspecto importante no estudo de nanonizacdo dos farmacos € a forma dos
nanocristais formados, visto que a estrutura cristalina (forma) destes pode modificar varios
aspectos da sua agado, assim como suas estabilidade e biodisponibilidade. Outros
aspectos relevantes na obtencdo de nanocristais sdo: a formacdo de uma fracdo amorfa
no cristal ou cristais completamente amorfos. Isto € comumente obtido quando os cristais
sao reduzidos utilizando-se o processo de homogeneizagao a alta pressdo. O aumento da
fragdo amorfa leva a um aumento da concentragdo de saturagao, ja que os farmacos

amorfos apresentam uma solubilidade de saturacdo maior que as formas cristalinas
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(Duran, 2010). Este aumento pode estar associado pelo fato de nenhuma energia ser
necessaria para a quebra da estrutura cristalina durante o processo de dissolucao.
(Dhirendra, 2009). Shailesh e colaboradores narram que o perfil de dissolugdo e a
biodisponibilidade de farmacos pouco soluveis em agua pode melhorar quando na forma
amorfa, porém uma adequada preparacio, caracterizacao e estabilizagcdo dessas formas
deve ser otimizada (Shailesh, 2006). Logo, o aspecto de polimorfismo é importante e deve
ser monitorado nas nanoformulacgdes, devido as implicagdes tanto na solubilidade como
nos outros parédmetros farmacocinéticos (Duran, 2010).

Keck e colaboradores, afirmam que independentemente da maneira da producao,
os farmacos nanocristalinos tém grandes vantagens como, por exemplo, a utilizagdo de
sistemas simples de producéo. Isto € de suma importancia ja que quanto mais complicado
€ o sistema de produgédo, mais tempo este produto ficara longe do mercado e dos
pacientes. Sistemas simples podem chegar, rapidamente, a ser uma realidade de
mercado. Outra vantagem importante dos nanocristais € que podem ser aplicados em

varias rotas de administragao, tais como oral, parenteral, ocular e pulmonar (Keck, 2006).

3.4.3.1. Liquidos iénicos

Os liquidos iénicos sao sais constituidos de cations organicos (por exemplo de sais
de imidazolium ou de piridinium), complexos com anions inorganicos ou organicos ( por
exemplo CI', Br 7, AICly, PFs e BF4, etc.) que tem por propriedade estarem no estado
liquido a temperatura ambiente. Varias combinag¢des de cations e anions podem existir
para dar uma grande gama de liquidos i6nicos com propriedades fisico-quimicas
diversificadas: caracteristica hidrofilica ou hidrofébica, densidade, viscosidade,
estabilidade e poder de dissolugdo de sais e de gases. Baseado sobre a idéia de uma
tecnologia inovadora os liquidos ibnicos tem como caracteristicas serem:

- Nao volateis

- Nao sao inflamaveis

- Estaveis a altas temperaturas (até 200°C ou 400°C)
- Hidrofilicos ou hidrofébicos

- Bons condutores ( eletrdlitos)

- Ampla janela eletroquimica

- Estavel frente a presenca de agua e oxigénio.
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As propriedades fisico-quimicas dos liquidos idnicos dependem da natureza e do
tamanho dos dois ions que o constituem. Por exemplo, os liquidos ibnicos que contem
anions cloreto, brometo ou trifluoroacetato sao muito soluveis em agua (hidrofilicos).
Inversamente a isso sua associacao a um anion como hexafluorophosphato a solubilidade
em agua é muito limitada (hidrofébicos), formando duas fases.

Apresentam, além disso, grande poder de solvatacdo tanto sobre compostos
organicos quanto inorganicos sem se coordenar ao produto solvatado. Em certas reacbes
quimicas, eles permitem obter uma melhor seletividade, diminuindo assim produtos
secundarios, proporcionando um melhor rendimento e otimizagdo dos custos das matérias
primas (Holbrey, 2003; Anthony, 2001; Brennecke, 2003; Seddon, 2000; Huddleston,
2001).

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes e solventes

Os reagentes e solventes empregados no trabalho experimental parecem
relacionados em ordem alfabética. O grau de pureza PA foi observado para todos os
componentes. Todos os reagentes e solventes foram utilizados como recebido.
Acetonitrila - Carlo Erba.

Acido bérico — Carlo Erba.

Acido citrico — Merck.

Acido cloridrico — Vetec.

Acido fosférico - Merck.

Acido sulfarico — Vetec.

Benzoato de sédio - Labsynth
Cloreto de potassio — Vetec.

Cloreto de sddio — Vetec.

DMSO - Fluka.

Fosfato de potassio dibasico — Merck.
Fosfato de potassio monobasico — Merck.

Hidroxido de soédio — Vetec.
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Hidroxipropilmetilcelulose ( viscosidade em 2% em solugédo aquosa a 20°C =40 — 60 cp) -
Sigma

lodeto de potassio — Isofar.

lodo - Isofar

Liquido idnico (1-etil 3-metil imidazolium metil-fosfonato->98%) - Solvionic
Montmorilonita sédica (MOM) - Cloisite Sédica - Southern Clay Products INC

Oxido de aluminio ativado — Janssen Chimica

Perclorato de sodio - Sigma

Polissorbato 80 (Tween 80) - Vetec

Rifampicina (RIFA) - Luohe Nanjiecun Pharm, China.

Rifampicina padrao secundario - Farmanguinhos lote 200610073, teor de 98,59% em
base seca, umidade de 0,7%.

Rifampicina (polimorfos | e Il) — amostras cedidas por Farmanguinhos

Sepiolita (SEP) p6 — Fluka

Sulfato de cobre — B. Herzog.

Sulfato de sédio anidro — Vetec.

4.2. Lista de equipamentos

Além das aparelhagens normalmente utilizadas na rotina laboratorial, foram

utilizados os seguintes equipamentos:

Equipamentos utilizados no IMA-UFRJ - Brasil:

- Agitador mecanico, RW20, IKA.

- Analisador térmico dinamico-mecéanico (DMTA), TA Instruments, modelo Q800.

- Banho termostatizado TC502, Brooklfield.

- Calorimetro diferencial exploratério (DSC), TA Instruments, modelo Q1000.

- Difratdmetro de raios X, Rigaku Inc., modelo Miniflex.

- Espectrofotdmetro de ultravioleta-visivel (UV-Vis), Varian, modelo Cary 100.

- Ultra Turrax T25 basic, IKA.

- Viscosimetro LVDV-IIl Ultra programmable rheometer (Software Rheocalc Versao 3.0-1),
Brooklfield.
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Equipamentos utilizados na UEZO - Brasil:

- Microscépio eletrénico de varredura (MEV), Jeol, modelo JSM-6490 LV.

Equipamentos utilizados no IPT- USP - Brasil:

- Agitador mecéanico RW11B, IKA.

- Analisador de tamanho de particula Mastersizer 2000, Malvern.

- Spray-dryer 190, Buchi.

- Viscosimetro LVDV-IIl Ultra programmable rheometer (Software Rheocalc Versao 3.0-1),
Brooklfield.

Equipamentos utilizados no EMAC - Franca:

- Agitador mecéanico RZR202, Heidolph.

- Agitador mecénico RW11B, IKA.

- Analisador de area superficial ASAP 2010, Micromeretics.

- Analisador de densidade batida, ERWEKA SVM22.

- Analisador de sor¢ao dindmica de vapor (DVS — Dynamic Vapour Sorption).

- Analisador de tamanho de particula Zetasizer — 3000HS, Malvern.

- Balancga de infravermelho modelo LJ16, Mettler.

- Calorimetro diferencial exploratério (DSC), TA Instruments, modelo Q200.

- Centrifuga modelo Avanti J-301, Beckman Coulter.

- Cromatografo liquido de alta eficiéncia serie 1100, Agilent.

- Difratémetro de raios X Philips, modelo X'pert, detector X celerator.

- Dissolutor modelo DT60, Erweka.

- Espectrofotdmetro de ultravioleta-visivel (UV-Vis), Hewlett Packard, modelo HP 8452A.
- Microscépio eletrénico de varredura (MEV), Philips, modelo XL 30 ESEM ODP.
- Picnémetro a Hélio modelo AccuPyc 1330, Micromeritics.

- Tensidmetro/gonidmetro — ILMS (Software Windrop™)
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4.3. Polimero utilizado

O poli(alcool vinilico) (PVA) utilizado neste trabalho foi fornecido pela Aldrich
(Estados Unidos). De acordo com o fabricante, o PVA utilizado apresenta as seguintes
caracteristicas: massa molar ponderal média (My) = 85000-146000 g/mol e grau de

hidrélise > 99%. A estrutura quimica do PVA é apresentada na Figura 4.1.

Louon),

OH
Figura 4.1. Estrutura quimica do PVA.

4.4. Metodologia
4.4.1. Preparacdo e caracterizagdo dos hidrogéis nanocompositos

4.4.1.1. Preparagéo dos hidrogéis nanocompadsitos

Quantidades apropriadas dos argilominerais foram dispersas em agua purificada e
deixadas em contato por 1 hora, e em seguida submetidas a agitagdo mecanica por 30
min. PVA (5% p/v) foi adicionado a suspensdao. Como antifungico foi acrescentado
benzoato de sodio 0,25% (p/v). A suspenséo foi aquecida sob refluxo e agitagdo a 90°C
durante 4 h. A Figura 4.2 apresenta a montagem utilizada. Apos resfriamento até 40°C,
rifampicina previamente dispersa em Polissorbato 80 foi adicionada em quantidades
apropriadas e a suspenséao final foi homogeneizada durante 10 min. com auxilio de um
agitador de alto desempenho IKA UltraTurrax T25 a 6.500 rpm. A Figura 4.3 apresenta
todo o fluxo de produgdo dos hidrogéis. As formulagbes e denominagbes das amostras
hidrogéis nanocompdsitos de PVA/argila estdo descritas na Tabela 4.1. Parte da
suspensao final foi armazenada para produgao das particulas hibridas, e outra vertida em
placas de Petri e mantidas em geladeira entre 8-10°C por no minimo 24 horas até a
formagdo dos hidrogéis. A espessura dos hidrogéis foi controlada pelo volume de
suspensao adicionado as placas. Os hidrogéis produzidos foram estocados em

dessecador contendo silica-gel a temperatura ambiente.
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Figura 4.2. Montagem utilizada para o preparo dos hidrogéis nanocompdsitos de
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Figura 4.3. Esquema geral de preparo dos hidrogéis nanocompdsitos de PVA/argila.
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Tabela 4.1. Composicado e denominagao das amostras hidrogéis nanocompdsitos de

PVA/argila.
Amostra PVA*  MOM SEP RIFA AT**
(%plp)  (%plp) (%op/p) (%p/p) (%p/p)
PVA 88,5 - - - 11,5
PVAR 86,2 - - 2,6 11,2
PVAM1 87,7 0,9 - - 11,4
PVAM5 84,7 4,2 - - 11,0
PVAM1R 85,5 0,9 - 2,6 11,1
PVAM5R 82,6 4,1 - 2,5 10,7
PVAS1 87,7 - 0,9 - 11,4
PVAS5 84,7 - 4,2 - 11,0
PVAS1R 85,5 - 0,9 2,6 11,1
PVAS5R 82,6 - 4,1 2,5 10,7

*Todas as suspensées foram preparadas com PVA a 5% p/v.
**AT = adjuvantes técnicos: benzoato de sodio 0,25% p/v (conservante) e polissorbato 80 0,4% p/v

(tensoativo/estabilizante).

4.4.1.2. Caracterizagdo das suspensées

4.4.1.2.1. Viscosidade

As amostras de suspensdes foram avaliadas por medidas de viscosidade, usando
um viscosimetro Brookfield LV DV-Ill na temperatura de 25°C, usando um adaptador para
amostras pequenas, acoplado a um controlador de temperatura. As medidas foram
avaliadas em diferentes taxas de cisalhamento, a fim de se determinar o comportamento

reoldgico das amostras.

4.4.1.2.2. pH

O pH das suspensoées foi determinado através de pHmetro com eletrodo de vidro

combinado a 25°C, calibrado em escala de 0,1 com as solug¢des tampao pH 4,0 e 7,0.
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4.4.1.3. Caracterizagdo dos hidrogéis nanocompdsitos de PVA/argila

Os hidrogéis gerados foram submetidos a uma série de caracterizagbes para

identificacdo de algumas de suas caracteristicas quimicas, fisico-quimicas e fisicas.

4.4.1.3.1. Densidade real

A densidade das amostras de hidrogel foi medida em um picnédmetro a hélio
AccuPyc 1330 utilizando porta amostra de 10 cm®, 30 purgas prévias as andlises, taxa de
equilibrio de 0,005 psi/min a temperatura ambiente. Foram realizadas 25 determinacdes

por amostra.

4.4.1.3.2. Difragéo de raios X - DRX

O padrées de DRX para as amostras de hidrogéis foram obtidos a temperatura
ambiente em um difratdbmetro Rigaku, modelo Miniflex, empregando radiagdo de cobre
monocromatica de A= 1,5418 A, a partir do cristal de grafite operando a 30 kV e 15 mA. As
varreduras foram executadas utilizando-se as amostras em forma de hidrogel, em uma
faixa de 2°- 40° (2 8 ) com passo de 0,05°/s a temperatura ambiente. A deconvolugao das
curvas de raios X foi realizada com o auxilio do programa Origin 7.0, utilizando-se um

ajuste Gaussiano.

4.4.1.3.3. Calorimetria exploratoria diferencial — DSC

As anadlises de DSC dos hidrogéis nanocompésitos foram realizadas em um
equipamento Perkin-ElImer DSC-7, operando a uma faixa de temperatura de 40 to 260 °C,
a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min, sobre atmosfera dindmica de nitrogénio (80
ml/min). As amostras foram cortadas do centro de cada hidrogel, com massa aproximada
de 10 mg. A temperatura de fus&o cristalina, Tn, foi tomada como o maximo do pico
endotérmico. Além disso, foi também calculado o grau de cristalinidade X; (raz&o entre AH
e AHy' , onde AH,," é a entalpia de fusdo do PVA 100 % cristalino (150 J/g).
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4.4.1.3.4. Analise dindmico-mecéanica — DMA

As propriedades termo-dindmico-mecanicas dos hidrogéis obtidos (as amostras
foram analisadas secas e nao previamente inchadas) foram estudadas através do
equipamento DMA modelo Q800 da TA Instruments, a uma frequéncia de 10 Hz no modo
de tensao; as amostras apresentaram dimensdes médias de 40 mm de comprimento, 7
mm de largura e espessura de 0,1 mm; as varreduras ocorreram na faixa de temperatura
de -40°C até 100°C a uma taxa de aquecimento de 2°C/min. Para a determinacdo da
transicao vitrea da matriz polimérica foi considerado o valor de temperatura associado ao
pico de maxima perda dindmica (moédulo de perda ou amortecimento, E”). O erro

associado a T4 observada é de 1,5 °C.
4.4.1.3.5. Parametros de rede

Os paradmetros de rede das amostras foram calculados a partir de diversas

equagdes empiricas (Matsuyama, 1997). Os valores de massa molar entre pontos de

reticulacéo (Mc) foram calculados a partir do modelo de Flory-Rehner:

M, =-6,V,6," In1-0,)+0, + 70, T" (4.1)

[

onde 9 p € a densidade do polimero, ¢p é a fracdo volumétrica de polimerono gel, £ é o

parametro de interacdo polimero-solvente (PVA-agua ~0,494 ) (Matsuyama, 1997) e V s

é o volume molar da agua (18 cm®mol-1).

A fracéo volumétrica de polimero pode ser calculada por:

[ (m VO,
0, = 1+i 2] } (4.2)

onde ms € my S840 as massas secas e inchadas, respectivamente, em agua

destilada por 24 horas a 30°C e J s € a densidade da agua.
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O tamanho de malha foi estipulado pela equacéo:

)uzC 2 4 -3 (4.3)

/ no ip

E=1 (M /M,

onde I, é o comprimento da ligacdo C-C (1,54 A), M, é a massa molecular do grupo

repetitivo do PVA (M, = 44 g/mol) e C, € uma constante igual a 8,9.

4.4.1.3.6. Medidas de inchamento

Amostras de 1x1cm dos hidrogéis foram imersas em 25 ml de solugédo-tampé&o pH
7,4 a temperatura ambiente. Antes da imersdo as amostras tiveram suas espessuras
avaliadas com um micrébmetro Mitutoyo, com precisédo de 0,001 mm. Em intervalos de
tempo pré-determinados as amostras foram secas com auxilio de papel de filtro e
rapidamente pesadas em balanga analitica. Apds este periodo, o grau de inchamento das

amostras foi obtido a partir da equacgao:

S =———x100 (4.4)

onde m; e mg sao os pesos das amostras inchadas e secas, respectivamente. O desvio

experimental aceitavel foi fixado em 10 %. Todas as analises foram feitas em triplicata.

4.4.1.3.7. Quantidade de PVA liberada dos hidrogéis.

A estabilidade estrutural dos hidrogéis foi avaliada por espectrofotometria. Os
hidrogéis foram mantidos imersos em 25 ml de tampéao 7,4 a temperatura ambiente. Apos
24 h, uma aliquota de 10 mL do meio de imersao foi tratada com solugao aquosa de acido
borico 0,65M e solugdo aquosa de iodo 0,05M/ 0,15M iodeto de potassio. Sabe-se que
complexos PVA e acido borico/iodo resultam em um complexo esverdeado. A
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absorbancia na luz visivel foi medida em espectrofotdmetro UV-visivel Cary 100 (Varian)
entre 600 e 750 nm (Joshi, 1979).

4.4.1.3.8. Teor de rifampicina nos hidrogéis nanocompdsitos de PVA/argila

Aproximadamente 50 mg de hidrogel foram solubilizados em cerca de 20 g de
DMSO. A amostra foi diluida em seguida 1:1 com DMSO para leitura de sua absorbancia
em espectrotdfometro UV-visivel em 482nm. A analise foi feita em duplicata. A curva de

calibracao é apresentada no Anexo A.

4.4.1.3.9. — Perfil cinético de dissolugdo (in vitro) dos hidrogéis nanocompdsitos de
PVA/argila

Para cada cuba de dissolugdo foram adicionados 300 ml de agua purificada
aquecendo o mesmo até 37°C + 0,5°C. Foram ent&o adicionadas amostras de hidrogel de
2x2cm de peso conhecido e devidamente aprisionadas em cesto de aco inox malha 14
mesh (n = 3). Imediatamente apods iniciou-se agitagdo com pas na velocidade de 50 rpm.
Aliquotas de 5 ml foram retiradas a cada 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120 minutos e sem
reposi¢cao do meio e com auxilio de sonda de plastico e seringa graduada. A Figura 4.4
mostra a aparelhagem de dissolucdo e detalhamento do cesto. As aliquotas foram
fitradas em filtro 0,45 uym e resfriadas. As absorbancias das aliquotas foram lidas
diretamente em espectrofotbmetro UV - visivel (HP 8452A Diode-Array
Spectrophotometer), no comprimento de onda de 333 nm, usando cubeta de quartzo de 1
cm e agua purificada como branco. A cinética de dissolucao é representada através do
grafico de % dissolvido versus tempo (min). A curva de calibragdo € apresentada no

Anexo B.
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Figura 4.4. Vista geral do equipamento de dissolugéo e detalhamento do posicionamento
do cesto.

A interpretacdo quantitativa dos valores obtidos no ensaio de dissolugdo é
facilitada pelo uso de equagdes matematicas que relacionam a curva de dissolu¢ao com
varios parametros inerentes a forma farmacéutica de apresentacdo. Os principais
modelos dependentes que foram utilizados no trabalho para a determinagdo da ordem de
liberagéo de farmacos sédo apresentados na Tabela 4.2. A escolha do modelo cinético foi
realizada pela avaliacdo do coeficiente de correlagdo R%. O modelo mais adequado é
aquele proximo da linearidade, tomando-se comumente os pontos que correspondem a

fase ascendente das curvas (Rodrigues, 2008).

Tabela 4.2. Modelos/ordens de liberacéo e suas respectivas equacdes matematicas.

Modelo/ordem Equacao
Primeira ordem M, _ ] — e
Ao
HIgUChI Hf 12
- kx
M

Hixson-Crowell

(1-% ® ok

*Onde M; é a quantidade de farmaco liberada no tempo t , M.. € a maxima
quantidade de farmaco liberado no tempo infinito e k é a constante de liberagao
associada ao farmaco liberado (Rodrigues, 2008)
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4.4.2. Preparacao e caracterizacdo das particulas hibridas obtidas por spray-drying

4.4.2.1. Preparacg&o das particulas por spray-drying

A mesma metodologia de preparagédo das suspensdes usada para preparagao dos
hidrogéis, descrita no item 4.4.1.1 foi também usada nesta fase do trabalho. As amostras
foram identificadas conforme Tabela 4.1, porém incluindo a letra “p” ao final da
codificagdo das amostras. As concentragdes de PVA, argilas, RIFA e adjuvantes técnicos
também foram exatamente as mesmas da Tabela 4.1. Quantidades apropriadas dos
argilominerais foram dispersas em agua purificada e deixadas em contato por 1 hora, e
em seguida submetidas a agitagdo mecanica por 30 min. PVA (5% p/v) foi adicionado a
suspensao. Como antifungico foi acrescentado benzoato de sddio 0,25% (p/v). A
suspensao foi aquecida sob refluxo e agitacdo a 90°C durante 4 h. Apds resfriamento até
40°C, rifampicina previamente dispersa em polissorbato 80 foi adicionada em quantidades
apropriadas e a suspensao final foi homogeneizada durante 10 min com auxilio de um
agitador de alto desempenho IKA UltraTurrax T25 a 6.500 rpm, antes de serem
submetidas a secagem por spray-drying.

A secagem das suspensdes foi conduzida no Laboratério de Tecnologia de
Particulas (IPT-USP) em Sao Paulo, em um Mini secador spray-dryer modelo 190 marca
BUCHI com capacidade nominal de evaporagdo de 1,5 kg H.O/h, operando
continuamente com fluxos concorrentes de ar e liquido e um atomizador duplo fluido com
mistura externa de fluidos, abertura do bico de 0,7 mm. Antes da secagem as amostras
foram diluidas na propor¢ao 1:1 com agua purificada e agitadas mecanicamente por 10
minutos. A Figura 4.5 mostra o equipamento utilizado nos ensaios. As particulas
preparadas foram imediatamente acondicionadas em dessecador e estocadas em
temperatura ambiente. O rendimento do processo em percentual foi calculado para cada
uma das amostras. As condi¢cbes operacionais mantidas nos ensaios estido resumidas na
Tabela 4.2.
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Embalagem de transporte das
suspensoes para Sao Paulo

Diluigao e agitacao previa da
suspensao a ser submetida a
secagem

Coleta do material solido seco

Figura 4.5. Vista geral do equipamento de laboratério tipo spray-dryer.

Tabela 4.3. Condigdes de operagao do spray-dryer de bancada.

CondicOes de operagéo

Vazao de alimentacao da suspensao (ml) 150
Temperatura de entrada do ar no secador 120 -122
(°C)
Temperatura de saida do ar no secador (°C) 84 - 90
Vazao de ar (NL/h) 600

4.4.2.2. Caracterizagdo das suspensoées

4.4.2.2.1. Viscosidade

As amostras de suspensbes diluidas foram avaliadas conforme metodologia ja

descrita no item 4.4.1.2.1.

4.4.2.3. Caracterizagdo das particulas hibridas de PVA/argila
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As particulas geradas foram submetidos a uma série de caracterizagdes para

identificacdo de algumas de suas caracteristicas quimicas, fisico-quimicas e fisicas.

4.4.2.3.1. Morfologia

As amostras em forma de p6 foram visualizadas em um microscopio eletrénico de
varredura (SEM) Jeol JSM-6490LV com detector de elétrons secundarios, apos

recobrimento das amostras com ouro (10 pym).
4.4.2.3.2. Analise granulométrica

As distribuicdes granulométricas das amostras foram analisadas em aparelho
Malvern Mastersizer 2000, que opera pelo principio de difragdo de raios laser, utilizando
hexano como meio dispersante. Neste tipo de equipamento, o didmetro médio (da3)) € 0
equivalente aquele de uma esfera que possui a mesma area projetada que a particula. E

a distribuicao de tamanho de particula (Span) é definida como :
Span = d[v,o,g] - d[v‘o,1] / d[v‘o,s] (45)

onde dy,0,1), div,0,5 € d(v,0,9) representam os didametros acumulados de 10, 50 e 90 % das

particulas, respectivamente.

4.4.2.3.3. Densidade de empacotamento

A densidade de empacotamento maximo das particulas foi determinada segundo
metodologia descrita na farmacopéia americana (USP 29, método 1). Introduziu-se em
proveta graduada seca sem compactar quantidade adequada do p6 (m) e segurando a
proveta em sua base mediu-se o volume aparente (Vp). Submeteu-se em seguida a
mesma proveta a 500 (Va) e 750 (Vp) batidas com auxilio de equipamento para medir
densidade batida Erweka. Quando a diferenca entre V, e V, era < 2%, V,, era adotado
como o volume final (V5). De acordo com a necessidade submeteu-se novamente a
mesma proveta a incrementos de 1250 batidas até que a diferenca entre analises
sucessivas fosse de 2 %. O experimento foi realizado em duplicata. A densidade de

maximo empacotamento foi calculada dividindo-se a massa de p6 pelo volume final V.
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4.4.2.3.4. Area superficial

A area superficial das microparticulas nanoestruturadas contendo sepiolita e seus
comparativos foram medidas sobre criptdnio no equipamento Asap 2010, Micromeretics.
Para analise da rifampicina pura foi utilizado gas nitrogénio. Todas as amostras foram

previamente degaseificadas a 100°C.

4.4.2.3.5. Difragdo de raios X — DRX

As anadlises de difragdo de raios X foram realizadas conforme metodologia ja

descrita no item 4.4.1.3.2.

4.4.2.3.6. Calorimetria exploratoria diferencial — DSC

As analises de DSC foram realizadas conforme metodologia ja descrita no item

4.4.1.3.3, porém utilizando cerca de 4 mg de poé.

4.4.2.3.7. Teor de agua

O teor de agua das amostras foi determinado em Balanga de infravermelho marca
Mettler modelo LJ16, a 100°C e até massa constante. Foram utilizados pesos de amostra

menores que 1 g. Os resultados foram reportados em %.

4.4.2.3.8. Teor de rifampicina e avaliagdo de rifampicina quinona

O teor de rifampicina nas microparticulas nanoestruturadas foi quantificado por

cromatografia de alta eficiéncia segunda a metodologia USP 29, descrita abaixo.

4.4.2.3.8.1. Fase Movel

Transferir 510mL de agua purificada, 350mL de acetonitrila, 100mL de tampao
fostato, 20mL de acido citrico 1M e 20mL de perclorato de sdédio 0,5M, para becher de
1000mL. Homogeneizar. Filtrar em membrana 0,45um.

Preparo do Tampao Fosfato: Pesar 136,1g de fosfato de potassio monobasico e
transferir para becher de 1000mL. Dissolver com 500mL de agua purificada. Adicionar

6,3mL de acido fosférico P.A. Completar o volume com agua purificada. Homogeneizar.
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4.4.2.3.8.2. Mistura de Solventes

Transferir 640mL de agua purificada, 250mL de acetonitrila, 77mL de fosfato de
potassio dibasico 1M, 23mL fosfato de potassio monobasico 1M e 10mL de acido citrico

1,0M para becher de 1000mL. Homogeneizar. Filtrar em membrana 0,45um.

4.4.2.3.8.3. .Curva de calibragéo

Quantidades adequadas de rifampicina padrao foram pesadas com exatidao e
devidamente diluidas com acetonitrila, homogeneizadas e em seguida devidamente
diluidas com a mistura de solvente de forma a preparar diluigdes com 20, 40, 60, 80 e 100
% de rifampicina. Cada uma foi homogeneizada e filtrada em membrana 0,45um e
utilizadas imediatamente apds o preparo. A curva de calibracdo é apresentada no Anexo
C.

4.4.2.3.8.4. Solugdo Amostra

Pesar com exatiddo 200mg de amostra e transferir para baldo volumétrico de 50
ml. Adicionar 10 ml de agua purificada e agitar por 20 minutos, em seguida completar o
volume com acetonitrila e agitar por 20 minutos. Filtrar a vacuo com filtro 0,45um .Diluir o
fitrado 10 x com mistura de solvente, homogeneizar e filtrar em membrana 0,45um e

utilizar imediatamente apds o preparo .

4.4.2.3.8.5. Parametros Cromatograficos

Equipamento: Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia.

Coluna: Empacotamento L7 de aco inox 10cm x 0,46mm (esférica) x Sum.
Detector: UV.

Comprimento de Onda: 280nm.

Fluxo: Cerca de 1,5mL/minuto.

Tempo de retencéo relativo: 0,6 para Rifampicina Quinona e 1,0 para Rifampicina.
Desvio padrao relativo: Maximo 1,0%.

Volume injetado: 50puL.
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Ajustar o aparelho para os parametros cromatograficos descritos e fazer 2 injegdes
de cada solucdo padrao e amostras. A quantificacdo foi realizada a partir de curva de

calibragdo com R? minimo de 0,999 (Anexo C)

4.4.2.3.9. Cinética de sorpg¢ao de vapor de agua

O analisador dinamico de sor¢gao de vapor possui uma microbalangca que permite
efetuar diferencas de massa de até 5X10° g. Ela mede o ganho de massa da adsorco e
da desorcao de vapor d’agua na amostra ao longo do tempo. A referéncia trata-se do
recipiente de pesagem vazio em quartzo. A umidade é gerada por uma mistura de gas,
seco e saturado de agua em proporgdes controladas por um controlador de vazao.

As amostras sdo secas durante 1 hora com gas seco e depois submetidas a 1 ciclo
de adsorgao e dessorcao a passos de 10 % por hora na faixa de 0 — 90 % de umidade.
Somente as microparticulas nanoestruturadas contendo sepiolita e seus comparativos
foram submetidas a esta analise. A duragao das analises em 80 e 90 % foram de 600
min. A temperatura de trabalho foi de 25°C. A Figura 4.6 mostra um esquema de um

sistema de sorpg¢ao dinamica de vapor.

Micrabalanga

Cémara
Isolermica

Hurnificador

Controbe de
fhuxo de gas 1

|

Amostra —e <—Referéncia

=15 T
Controle de

fiwio de gis 2 : Sonda de temperatura
e hurmidade

Figura 4.6. Esquema de um sistema de sorpc¢ao dindmica de vapor (Goalard, 2005).

4.4.2.3.10. Peffil cinético de dissolugéo (in vitro)
Para cada cuba de dissolugdo foram adicionados 300 ml de agua purificada
aquecendo o mesmo até 37°C + 0,5°C. Foram entdo adicionadas cerca de 100 mg de

amostra previamente peneiradas em malha 20 mesh (n = 3), e imediatamente apds
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iniciou-se agitacdo com pas e na velocidade de 50 rpm. Aliquotas de 5 ml foram retiradas
a cada 3, 6, 9, 12, 15, 30, 45 e 60 minutos, sem reposicdo do meio e com auxilio de
sonda de plastico e seringa graduada. A Figura 06 mostra a aparelhagem de dissolugao a
excecao do detalhamento do cesto pertinente somente a dissolugcdo dos filmes. Os pés
foram dispersos diretamente no meio de dissolugao. As aliquotas foram filtradas em filtro
0,45 um e resfriadas. As absorbancias das aliquotas foram lidas diretamente em
espectrofotbmetro UV - visivel (HP 8452A Diode-Array Spectrophotometer), no
comprimento de onda de 333 nm, usando cubeta de quartzo de 1 cm e agua purificada
como branco. A cinética de dissolugao é representada através do grafico de % dissolvido
versus tempo (min). A curva de calibragéo é apresentada no Anexo B.

A interpretacdo quantitativa dos valores obtidos no ensaio de dissolugdo segundo

os modelos cinéticos segue conforme ja descrito no item 4.4.1.3.9.

4.4.3. Nanonizagao do farmaco modelo

4.4.3.1. Determinagao experimental da solubilidade da rifampicina de partida

A solubilidade da rifampicina nos solventes puros (agua, tampéao fosfato e liquido
ibnico) ou na mistura de solventes (mistura de liquido i6nico e tampéao fosfato 6,8 nas
proporgdes em peso de 1:100, 1:20, 1:10 e 1:5) foi determinada segundo o seguinte
procedimento: A solubilidade em liquido idnico foi medida pela adicdo de um excesso de
rifampicina adicionado ao liquido idnico e mantidos sob agitacao a temperatura de (30 +
2)°C e sob presséo atmosférica durante 24 horas (a relagdo massica maxima atingida de
forma a que a viscosidade da mistura ainda permitisse agitagao foi de 3 g do farmaco e
aproximadamente 31 g de liquido i6nico). A agitacao foi garantida por agitador mecanico
girando em velocidade constante. Apdés este tempo a mistura foi centrifugada e o
sobrenadante diluido e dosado espectrofotometricamente usando espectrofotémetro UV-
Vis no comprimento de onda de 482 nm para avaliar a quantidade de farmaco dissolvido
frente a um padrao preparado no mesmo solvente e de concentracdo conhecida.

Solugdes agitadas contendo quantidades em excesso de rifampicina foram
mantidas a temperatura ambiente (25 + 2°C) e sob pressao atmosférica durante 24 horas
(nos solventes puros, agua e tampao fosfato) ou 56 h (nas misturas de solventes). A
agitacao foi garantida por agitadores magnéticos girando em velocidade constante.
Dependendo do experimento, apés 24 ou 56 horas, a agitacao foi interrompida e a
solugéo sobrenadante coletada (cerca de 0,8 g), com a ajuda de uma seringa com filtro de

37,8 milimetros de didmetro e 0,2 ym de porosidade (filtro Millipore ACRODISC PSF
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GHP 0,2um). O filtrado foi diluido no solvente adequado, para entdo ser analisado por
espectrometria de UV-Vis e estimar a quantidade de farmaco dissolvido. A absorbancia da
rifampicina foi lida no comprimento de onda de 333nm nos meios aquosos e em 475nm
na mistura de solventes (a curva de calibragdo a 475nm é apresentada no Anexo D). Os
espectros no UV-visivel encontram-se no Anexo E. Os ensaios foram feitos em duplicata.

4.4.3.2. Processo de cristalizagdo da rifampicina

A Figura 4.7 representa o esquema geral de cristalizagdo da rifampicina.

ETAPAS OPERACOES
Rifampicina + | ... > Solubilizagéo
liquido idnico

y
Rifampicina dissolvida | ........... > | Recristalizagdo
+ antisolvente

'

Centrifugagdo | ==========- » | Separacao solido-liquido
Lavagem com Lavagem
tampao fosfato 6,8 | T >
y
Centrifugagdo | === » | Separagédo solido-liquido
Lavagem com agua | et > Lavagem
y
Filtragdo | seeeeeree > | Separacao solido-liquido
Secagem em estufa | ........... > Secagem
a vacuo

,

Recuperacao do
solido

Figura 4.7. Esquema geral de recristalizagao da rifampicina.
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Maiores detalhes de cada uma das operagdes sao dadas a seguir.

4.4.3.2.1. A solubilizagéo

Foi realizada em liquido i6nico a (30°C % 2)°C e sob agitagao durante 3h (Figura
4.8).

il

Figura 4.8. Dispositivo para solubilizagdo da rifampicina em liquido iénico.

Excepcionalmente no caso do experimento Cris09 (vide tabela 4.4) adicionou-se
SEP a esta solugao de forma a chegar a concentragao de 0,5% p/p quando no total de

meio reacional, ou seja, incluindo tampé&o fosfato.

4.4.3.2.2. A recristalizagéo

A recristalizagao ocorreu por adigdo da rifampicina solubilizada em anti-solvente
(Figure 4.9). Uma solugédo de tampao fosfato pH 6,8 foi utilizada como anti-solvente para
manter o pH da reacao entre 6,0 e 6,6. A utilizagdo de agua nesta fase resultava em um
meio acido quando misturado ao residuo ainda existente de liquido i6nico. O pH acido em
torno de 3 pode favorecer a degradacao do farmaco (Connors, 1986). Esta diminui¢ao
acentuada do pH é provavelmente devido a presenca de impurezas no solvente liquido
idnico.

44



Rifampicina dissolvida
em liquido idnico

Recristalizacao da
rifampicina em
tampao fosfato pH 6,8

Figura 4.9. Recristalizagéo por efeito anti-solvente (a solugao de rifampicina e vertida
gota a gota no tampao fosfato).

Uma vez sendo esta a etapa critica do estudo de recristalizagdo, alguns
experimentos foram realizados no intuito de estudar a proporcdo massica entre solvente
(liquido i6nico) e anti-solvente (Tampao fosfato 6,8), tempo de cristalizacédo e reducao da
aglomeracao dos cristais obtidos pelo o uso de materiais com potencial acdo dispersante.
A denominacdo de cada experimento, assim como a descricdo das condi¢cbes de

recristalizacido estudadas, encontram-se na Tabela 4.4.
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Tabela 4.4. Denominacao dos experimentos e descrigcdo das condi¢coes de

recristalizacao.

Cdédigo do Proporcéo Tempo de Agente dispersante Concentracdo do agente
experimento Ll:Tampdo recristalizacdo 9 P dispersante (%op/p)**
Cris03* 1:10 30 min - -
Cris07 1:10 4 horas - -
Cris08 1:5 4 horas - -
1:5 4h Sepiolit 00
i : oras epiolita
Cris09 P (adicionada no LI)
. 0,5
Cris10 1:5 4 horas Sepiolita » .
(adicionada no tampao)
Cris11 1:5 24 horas™** - -
0,1
Cris12 1:5 4 horas HPMC . .
(adicionado no tampao)
Cris13 1:5 24 horas™** - -
Cris14 1:5 4 horas - -
0,5
Cris15 1:5 4 horas HPMC o .
(adicionado no tampéo)
Cris16 1:5 30s - -
Cris17 1:5 24 horas™™* - -

*O material recristalizado obtido foi a Unica amostra proveniente do estudo de recristalizagéo utilizada na investigacdo

de rifampicina quinona e na avaliagéo do perfil térmico por DSC.
**Concentragdo no meio reacional (LI + TP).

*** Experimentos relativos ao estudo de cinética de recristalizagéo.

4.4.3.2.3. Separacao soélido-liquido - centrifugagédo

Ao longo do procedimento de recristalizacdo da rifampicina sdo realizadas 2
operagdes de centrifugacdo. Ao final do tempo de recristalizagdo, a suspensao obtida &
centrifugada para separar o soélido do sobrenadante (Figura 4.10). Esta separacao
acontece a uma velocidade de 30000 rpm (equivalente a 108.000 G), numa faixa de
temperatura de 20 - 24°C durante 40min. O sobrenadante é filtrado (tamanho de poro de
0,2um) e diluido com a mistura solvente de LI:TP pura para analise por UV no
comprimento de onda de 475 nm e assim determinar a concentracdo de rifampicina

perdida no sobrenadante.
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Figura 4.10. Aspecto do solido recuperado apds centrifugagéo.

4.4.3.2.4. Operagéo de lavagem

O solido recuperado é lavado com um volume de tampao fosfato equivalente a
cerca de 50% do seu volume original utilizado. A suspenséo € agitada por 15 minutos
antes de ser novamente centrifugada nas mesmas condi¢des citadas no item 4.4.3.2.3.
Este procedimento destina-se a lavar o sdélido e eliminar o liquido ibnico residual. Apos a
lavagem com tampao fosfato e centrifugagao, o soélido recuperado € lavado uma segunda
vez com um volume de aproximadamente 80ml de agua para remover o tampédo. O
sobrenadante proveniente da lavagem com tampao fosfato pH 6,8 é filtrado (tamanho de
poro de 0,2um) e diluido com tampao fosfato pH 6,8 puro para analise por UV no
comprimento de onda de 333 nm e assim determinar a concentragdo de rifampicina

perdida durante esta operagéo de lavagem.

4.4.3.2.5. Separagéo solido-liquido — filtragéo

O solido lavado com agua é filtrado lentamente a vacuo e em papel de filtro com
tamanho de poro de 0,20 um (Figura 4.11). O filtrado proveniente da lavagem com agua é
filtrado (tamanho de poro de 0,2um) e diluido com agua pura para analise por UV no
comprimento de onda de 333 nm e assim determinar a concentragcdo de rifampicina

perdida durante esta operagéo de lavagem.
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Figura 4.11. Aspecto do sistema de filtragdo a vacuo (a) e aspecto do solido recuperado

apos filtracao (b).

4.4.3.2.6. Operagao de secagem

A secagem foi realizada em estufa a vacuo na temperatura de 50°C durante 24
horas. O sdlido obtido foi pesado para célculo do rendimento do processo e depois
devidamente acondicionado em embalagens plasticas e estocado em dessecador a

temperatura ambiente e protegido da luz.

4.4.3.3. Cinética de cristalizagcdo da mistura LI:TP, na proporgéo 1:5.

Apés a adigao da solugao de rifampicina em liquido iénico (na concentragéo de 9%
p/p) no anti-solvente (205g de TP), este sistema foi mantido sob agitagdo por um periodo
de 24h, com amostragens sucessivas a cada 30 minutos nas primeiras 6 horas, que
foram, entéo, filtradas (tamanho de poro de 0,2um) e diluidas para serem analisadas por
UV-Vis no comprimento de onda de 475 nm e determinar a concentragédo de rifampicina

em solucgao. Este ensaio foi repetido trés vezes.
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4.4.3.4. Caraterizacao da rifampicina recristalizada

Os cristais gerados foram submetidos a uma série de caracterizagdes para

identificacdo de algumas de suas caracteristicas quimicas, fisico-quimicas e fisicas.

4.4.3.4.1. Morfologia

As amostras recristalizadas foram visualizadas em microscépio eletrénico de
varredura Philips, modelo XL 30 ESEM ODP com detector de elétrons secundarios, apos

recobrimento das amostras com ouro.

4.4.3.4.2. Andlise granulométrica

O tamanho de particula das amostras recristalizadas foram analisadas utilizando
analisador de tamanho de particula a laser Zetasizer — 3000HS. A amostra é previamente
dispersa em 3 partes de solvente de diluicdo (solugdo aquosa de HPMC 0,1 %p/v) e

sonegada para preparar um suspensao homogénea.

4.4.3.4.3. Difragéo de raios X - DRX

O padroes de DRX para as amostras recristalizadas foram obtidos a temperatura
ambiente em um difratbmetro de raios X Philips, modelo X’pert, detector X celerator,
empregando radiacdo de cobre monocromatica de A= 1,5425 A, a partir do cristal de
grafite operando a 40 kV e 40 mA. As varreduras foram executadas utilizando-se as
amostras em forma de pd, porta amostras giratério (8s/rotagdo), em uma faixa de 5°- 60°
(20) com passo de 0,2° por 15 segundos a temperatura ambiente. A superficie irradiada é
de 10x10 mm.

4.4.3.4.4. Calorimetria exploratdria diferencial — DSC

As analises do material recristalizado foram realizadas em calorimetro diferencial
exploratério Q200, operando a uma faixa de temperatura de 20 a 300 °C, a uma taxa de

aquecimento de 10 °C/min, sobre atmosfera dinamica de nitrogénio (80 ml/min).
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4.4.3.4.5. Solubilidade em agua do material recristalizado

O ensaio de solubilidade em agua foi realizado conforme metodologia ja descrita no item
44.31.

4.4.3.4.6. Teor de agua

As analises de teor de agua foram realizadas conforme metodologia ja descrita no
item 4.4.2.3.7.

4.4.3.4.7. Teor de rifampicina

Aproximadamente 50 mg de material recristalizado foram solubilizados em cerca de
20 g de DMSO. A amostra foi diluida em seguida 1:1 com DMSO para leitura de sua
absorbancia em espectrotéfometro UV-visivel em 482nm. A analise foi feita em duplicata.

A curva de calibragao € apresentada no Anexo A.

4.4.3.4.8. Avaliacao de rifampicina quinona

A avaliagdo foi realizada por cromatografia de alta eficiéncia segunda a

metodologia USP 29, conforme ja descrito no item 4.4.2.3.8.

4.4.3.4.9. Peffil cinético de dissolugao (in vitro)

Para cada cuba de dissolugdo foram adicionados 900 ml de agua purificada
aquecendo o mesmo até 37°C + 0,5°C. Foram entdo adicionadas cerca de 50 mg de
amostra (n = 3), e imediatamente apds iniciou-se agitagdo com pas e na velocidade de
100 rpm. Aliquotas de 5 ml foram retiradas a cada em 3, 6, 9, 12, 15, 20, 30, 45, 60min
depois a cada 30 minutos até 3h sem reposicdo do meio e com auxilio de sonda de
plastico e seringa graduada. A Figura 4.4 mostra a aparelhagem de dissolugéo a excegao
do detalhamento do cesto pertinente somente a dissolucdo dos filmes. O material

recristalizado foi disperso diretamente no meio de dissolugcdo. As aliquotas foram filtradas
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em filtro 0,45 pym e resfriadas. As absorbéancias das aliquotas foram lidas diretamente em
espectrofotbmetro UV - visivel (HP 8452A Diode-Array Spectrophotometer), no
comprimento de onda de 333 nm, usando cubeta de quartzo de 1 cm e agua purificada
como branco. A cinética de dissolugéo é representada através do grafico de % dissolvido
versus tempo (min). A curva de calibragédo é apresentada no Anexo B.

A interpretacdo quantitativa dos valores obtidos no ensaio de dissolugdo segundo
os modelos cinéticos segue conforme ja descrito no item 4.4.1.3.9, porém utilizando

somente um grupo de dados referente aos primeiros 15 minutos de experimento.

4.4.3.5. Modificacbes do processo de cristalizacdo da rifampicina

O processo segue a mesma metodologia ja descrita no item 4.4.3.2, porém com a
utilizagado dos agentes dispersantes sepiolita e HPMC.

4.4.3.6. Caracterizacao da rifampicina recristalizada modificada

4.4.3.6.1. Morfologia

As analises de MEV foram realizadas conforme metodologia ja descrita no item
44.3.4.1.

4.4.3.6.2. Analise granulométrica

As analises de granulometria foram realizadas conforme metodologia ja descrita no
item 4.4.3.4.2.

4.4.3.6.3. Difragao de Raios X — DRX

As anadlises de difragdo de raios X foram realizadas conforme metodologia ja
descrita no item 4.4.3.4.3.

4.4.3.6.4. Teor de agua

As analises foram realizadas conforme metodologia ja descrita no item 4.4.3.4.6.
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4.4.3.6.5 Teor de rifampicina

As analises foram realizadas conforme metodologia ja descrita no item 4.4.3.4.7.
4.4.3.6.6. Perfil cinético de dissolugéao (in vitro)

As analises foram realizadas conforme metodologia ja descrita no item 4.4.3.4.9.
4.4.4. CaracterizagcfGes para 0s materiais de partida.

Os materiais de partida, MOM, SEP, RIFA e seus polimorfos (polimorfos | e Il)
foram caracterizados e muitas das metodologias empregadas na analise deste materiais
ja foram descritas acima. No intuito de facilitar o entendimento a Tabela 4.5 apresenta

todas as caracterizagdes realizadas para os referidos materiais, assim como o item

referéncia ja citado no texto referente a metodologia utilizada.
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Tabela 4.5. Lista das caracterizacdes realizadas para os materiais de partida e item

referéncia do texto relativo a metodologia utilizada.

Amostras Item referéncia do

Analises MOM SEP RIFA RIFAF1 RIFAF2 texto
Analise granulométrica - - X - - 4434.2
(Zetasizer)
Analise granulométrica*** - - X - - 4.4.2.3.2
Area superficial - - X - - 44234
Avaliacao de rifampicina quinona - - X - - 44.2.3.8
Cinética de sorpgéo de vapor de - - X - - 4.42.39
agua
Densidade de empacotamento - - X - - 44233
Densidade real - - X - - 4.4.1.3.1
DRX X X X X X 4.4.1.3.2*4.4.3.4.3*
DSC - - X X X 44344
Morfologia X X X - - 4.4.3.4.1
Perfil cinético de dissolugao (in - - X - - 44.34.9
vitro)
Solubilidade - - X - - 4431
Teor de agua - - X - - 4.4.23.7
Teor de rifampicina - - X - - 44347

X indica anélise realizada

- indica que a analise néo foi realizada

*Item referéncia para analise de MOM e SEP
**Iltem referéncia para analise de RIFA e polimorfos

*** Meio dispersante 6leo mineral.

A analise de angulo de contato foi realizada somente na amostra de RIFA e a

metodologia encontra-se descrita abaixo.

4.4.4.1. Angulo de contato

A interagao entre uma superficie e um determinado liquido pode ser estudada

através da medida do chamado angulo de contato 0. Este € definido como o angulo entre
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um plano tangente a uma gota do liquido e um plano contendo a superficie onde o liquido

se encontra depositado, conforme esquematizado na Figura 4.12.

T
A

5 ’YSL

Figura 4.12. llustracdo do angulo de contato 6 entre uma gota liquida e uma superficie
plana e horizontal. Nesta figura, ys € y.v s&0 a energia de superficie do solido e a tenséo
superficial do liquido em equilibrio com o vapor, respectivamente; ys. € a energia da

interface solido—liquido (Adamson, 1990).

O método direto mais utilizado para medidas de angulo de contato consta da
medida do perfil da gota de liquido sobre uma superficie sdlida. Estes se referem ao
meétodo da gota séssil. No método da gota séssil, uma gota de um liquido € depositada
sobre a superficie de um sdlido por meio de uma micro seringa. A gota é observada com
uma lente de baixo aumento, e o angulo de contato é medido através de um goniémetro.
Este tipo de medida € chamado de estatico. O valor do angulo de contato de uma gota de
liquido depende da energia de superficie da amostra e da tensdo superficial do liquido.
Um fluido é considerado molhante quando 0° < 8 < 90° e ndo-molhante quando 90° < 6 <
180° (Dionisio, 2000; Gesser, 2000)

Para efetuar a determinagao experimental do angulo de contato, uma gota de cada
solvente teste (agua) de volume constante (10 ul) foi colocada, por meio de uma seringa,
sobre a superficie do sélido devidamente compactado de forma a proporcionar uma
superficie o mais lisa possivel. As medidas dos angulos de contato foram feitas ao tempo
de 0 s (a cinética de molhagem nao foi levada em conta). Estas foram realizadas com
auxilio de uma camera que mede diretamente a imagem da gota sobre a superficie solida,
utilizando o Tensiébmetro/gonidmetro — ILMS dotado do software Windrop. As analises
foram realizadas em sala de temperatura e umidade ambientes. As medidas foram feitas
em duplicata e em pontos distintos da amostra sdlida. O desvio experimental aceitavel foi
fixado em + 1°. A Figura 4.13 mostra, de forma simplificada, um esquema do experimento

de angulo de contato.
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A Figura 4.13. Esquema simplificado do experimento de angulo de contato (Goalard,
2005).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Caracterizagcdo das substancias de partida
5.1.1. Rifampicina e polimorfos

Neste item apresentamos algumas caracterizagdes realizadas no farmaco modelo
escolhido, rifampicina (RIFA), matéria prima de partida utilizada nas formas que foram
objeto deste estudo (hidrogéis, particulas hibridas e farmaco recristalizado). Para fins
comparativos algumas caracterizagdes também foram realizadas com as amostras
representativas das formas polimérficas | e I, cedidas por Farmanguinhos. Outros ensaios
realizados para RIFA e citados na Tabela 4.5 terdo seus resultados discutidos ao longo

dos demais subitens.
5.1.1.1. Calorimetria exploratéria diferencial — DSC

Segundo Agrawal (Agrawal, 2004), a Figura 5.1 mostra a analise calorimétrica

diferencial exploratéria das formas |, |l e amorfa de rifampicina.

T

exoterma

Pico A —»
Forma |
Pico C —»
Forma Il : Pico D
PicoB —W
Amorfa :
Pico E ___\__‘_ Pico F —"
2 mW k
0 5 10 15 20 25 min

Figura 5.1. Curvas de DSC das formas I, Il e amorfa de rifampicina. Pico A: decomposigao
da forma | a 261°C (255 — 266°C); Pico B: fusao da forma Il a 189°C (180 — 197°C); Pico
C: recristalizacao da forma | a 204°C (197 — 223°C); Pico D: decomposicédo da forma | a
258°C (247 — 266°C); Pico E: exoterma da forma amorfa a 209°C (196 — 229°C); Pico F:
decomposicéo da forma amorfa a 258° C (236 — 278 °C).
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A forma | se decompde diretamente como indicado no exoterma entre 255 — 266°C.
A forma |l apresenta endoterma de fusdo a 180 — 197 °C imediatamente seguido de
recristalizacdo em forma | (exoterma entre 197 — 223 °C) que finalmente se decompde
entre 247 — 266° C. Baseado nas fusdes destas duas formas considera-se que a forma | é
estavel e a forma Il € metaestavel. A forma amorfa apresenta um evento exotérmico
comegando em 196°C, o qual em seguida se decompdbe a 258°C. Para a forma amorfa as
entalpias sdo comparativamente fracas. Um estudo complementar da forma amorfa foi
realizado avaliando-se a integridade fisica das amostras estocadas em silica gel a
temperatura ambiente. Nenhuma cristalizacdo foi evidenciada apdés um periodo de
estocagem de 18 meses indicando que a Tg da forma amorfa € acima da temperatura
ambiente o que sugere que esta forma tem baixa mobilidade molecular a temperatura

ambiente e sugere boa estabilidade termodinémica.
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% - 255°C
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= 207°C |r;
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5 196°C 080 4 fl I
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~|RIFAF1
................ — _ |
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Figura 5.2. Curvas de DSC de RIFA e seus polimorfos | (RIFAF1) e Il (RIFAF2).

Com base na Figura 5.2 a amostra RIFAF1 apresentou exoterma de decomposigao
em 267°C. A amostra RIFAF2 apresentou endoterma de fusdo em 196°C, seguido de
recristalizacdo em forma | (exoterma em 207°C) que se decompde em 255°C. Os picos
obtidos para as amostras representativas das formas polimoérficas | e |l correspondem ao
descrito na literatura. A amostra RIFA apresenta um exoterma a 208°C (189 — 226°C)

seguido de decomposicao a 259°C e segundo dados da literatura sugere ser a forma
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amorfa da rifampicina, porém tal sugestdo deve ser confirmada por DRX, caracterizagao

esta apresentada a sequir.
5.1.1.2. Difragdo de raios X - DRX

Segundo Panchagnula e colaboradores, as formas cristalinas de rifampicina
apresentam picos caracteristicos (a 13,65 e 14,35° 2 6 paraa formale a 9,93 e 11,10° 2

0 para forma Il) e a forma amorfa apresenta um halo sem picos bem definidos e de baixa
intensidade (Figura 5.3) (Panchagnula, 2008).

JMJ ’V W/IWMMW

Forma Il

b M

Intensidade (u.a.)

Figura 5.3. Perfil de DRX das formas polimérficas | e Il e amorfa de rifampicina. As areas
apresentadas nos retangulos destacam os picos caracteristicos para as formas | e Il. A

forma amorfa apresenta um halo (Panchagnula, 2008).
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Figura 5.4. Perfil de DRX de RIFA e seus polimorfos | (RIFAF1) e Il (RIFAF2).

As area destacadas com retangulos, 1 e 2, da Figura 5.4, representam os picos
caracteristicos das formas cristalinas | e Il. As areas destacadas com pontilhados na
amostra RIFA, representam a presenca dos mesmos picos representados nos retangulos
1 e 2 porém em menor intensidade.

Assim como descrito na literatura observamos para as amostras representativas
das formas polimérficas | e Il, os mesmos picos caracteristicos para estas formas
cristalinas (destacadas no retangulo como 1 e 2). Analisando somente baseado nos
dados de DRX, sugere-se que a amostra RIFA, caracteriza-se como uma mistura das
formas polimérficas | e Il, pois apresenta os picos caracteristicos de ambas as formas,
porém com menor intensidade. A sugestdo de forma amorfa para a amostra RIFA obtida
por DSC nao é totalmente verdadeira, ja que o DRX desta mesma amostra mostra picos
referentes a presenca de estado cristalino na amostra. Sugere-se, portanto, que a
amostra RIFA é uma mistura de formas polimoérficas |, 1| e amorfa. A quantificacido de

cada uma desta formas nao foi abordada neste trabalho.

5.1.1.3. Andlises fisicas e fisico-quimicas
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A Tabela 5.1 mostra algumas caracteristicas fisicas e fisico-quimicas da rifampicina

utilizada neste trabalho.

Tabela 5.1. Caracteristicas fisicas e fisico-quimicas de RIFA.

Analises
Andlise granulométrica Resultados
di.3 324,86 pm
dv,0,1) 40,27 ym
dv.0.5) 238,18 um
dv.009) 712,06 pm
Span 2,82
Densidade real (g/cm?®) 1,2422 + 0,0004
Densidade maxima de 0,742*
empacotamento (g/ml)
Solubilidade em agua (mg/g) 0,720 0,038
Teor de agua (%)* 1,82*
Area superficial (m?/g) 1,07+ 0,01 ***
Teor do farmaco em base seca (%) 99,11 +£0,95

*n=1

**O desvio aceitavel da analise foi ajustado para 0,3 %.

***Gas nitrogénio.

5.1.1.4. Angulo de contato

O angulo de contato entre rifampicina e agua foi determinado (Figura 5.5 e Tabela

5.2). Observa-se que a agua nao “molha” a rifampicina, sendo o angulo de contato

superior a 90°. Este resultado ja era esperado para agua visto a natureza hidrofébica da

rifampicina.
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Figura 5.5. Aspecto da gota de solvente sobre o leito de pds de rifampicina durante o

ensaio de angulo de contato da rifampicina em agua.

Tabela 5.2. Angulo de contato da rifampicina.

Solvente Angulo de contato erro (8°)
(6°)
Agua 115 +2

5.1.1.5. Morfologia

A amostra apresenta uma mistura de cristais irregulares tipo haste com outras

particulas irregulares de aspecto aglomerado (Figura 5.6).

Figura 5.6. Fotomicrografias obtidas por MEV dos cristais de RIFA: (a) em maior e

(b) menor magnificagao.
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5.1.1.6. Cinética de sorpgéo de vapor de agua

Os resultados referentes a este ensaio encontram-se descritos no item 5.3.3.9.

5.1.1.7. Peffil cinético de dissolug&o (in vitro)

A Figura 5.7 mostra o perfil cinético de dissolugao dos cristais de RIFA em agua ao

longo do tempo de 180 minutos e a Tabela 5.3 destaca o percentual dissolvido de

rifampicina em alguns dos tempos amostrados para facilitar a discusséo.

100

80

60

% Dissolvido

40

20

0] 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Tempo (min)

A Figura 5.7. Perfil cinético de dissolucao dos cristais de RIFA em agua.

Tabela 5.3. % Dissolvido de rifampicina ao longo do tempo de 180 minutos.

Tempo (min) % Dissolvido Desvio padrao
15 14,85 1,21
45 34,50 2,44
90 53,06 3,35
180 71,68 1,72

Observa-se que a velocidade de dissolugdo de RIFA é lenta n&do atingindo mais que
35 % apods 45 minutos e ndo mais que 72% apods 3 horas de dissolugdo. Algumas

caracteristicas deste material compdem a explicagao para este fato:
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1) A amostra apresenta baixa solubilidade em agua (0,72 mg/g, vide Tabela 5.1).

2) Possui elevado angulo de contato com a agua, em fungcdo de sua caracteristica
hidrofébica, dificultando a molhabilidade dos cristais durante o ensaio de dissolugéo ( vide
item 5.1.1.4).

3) Apresenta didmetro médio de particula elevado (du,3) = 324,86 um, vide Tabela 5.1), o
que diminui a area de contato solido-liquido no meio, dificultando também sua dissolucao.
4) Segundo a analise de sorpgao de vapor (DVS, vide item 5.3.3.9), RIFA adsorve pouca
umidade quando exposta a umidades relativas de até 90% (~4%, UR de 90%), em fungao

de sua baixa afinidade pelo vapor d’agua.

O perfil cinético de dissolugdo de RIFA mostrado na Figura 5.7 sera reapresentado
ao longo do trabalho em comparacao aos perfis cinéticos apresentados para o farmaco

recristalizado.

5.1.2. Montmorilonita (MOM)

Neste item apresentamos algumas caracterizagdes realizadas para a montmorilonita

(MOM) utilizada nos sistemas poliméricos desenvolvidos neste trabalho.

5.1.2.1. Difragdo de raios X — DRX

A curva de DRX da montmorilonita sédica € apresentada na Figura 5.8 na qual se
pode constatar o pico caracteristico em 20 de 7,7°. Este valor encontra-se bem préximo
dos valores relatados na literatura de 20 entre 7,4° e 7,5 ° (Lin, 2002; Lee, 2004).
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Figura 5.8. Perfil de DRX para MOM.

5.1.2.2. Morfologia

A MOM utilizada neste trabalho apresenta-se como particulas aglomeradas de

aspecto irregular (Figura 5.9).

Figura 5.9. Fotomicrografias obtidas por MEV de MOM em (a) maior e (b) menor

magnificagao.

5.1.3. Sepiolita (SEP)

Neste item apresentamos algumas caracterizagdes realizadas para a sepiolita (SEP)

utilizada nos sistemas poliméricos desenvolvidos neste trabalho.

5.1.3.1. Difragdo de raios X a alto angulo — DRX
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A curva de DRX da sepiolita € apresentada na Figura 5.10 na qual se pode
constatar o pico caracteristico em 20 de 7,5°. Este valor encontra-se bem proximo do

valor relatado na literatura de 20 de 7,3° (Tartaglione, 2008).

Intensidade (u.a.)

—
—
e
S

10 20 30 40
Figura 5.10. Perfil de DRX para SEP.

5.1.3.2. Morfologia

Tartaglione e colaboradores relatam que a partir da andlise de MEV (Figura 5.11)
pode-se observar que a sepiolita se assemelha a agulhas de aspecto fibroso ndo muito
longas com cerca de 200 nm de espessura e que formam aglomerados com dimensdes

em torno de 5-10 uym (Tartaglione, 2008).
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Figura 5.11. Fotomicrografias obtidas por MEV de SEP: (a) agulhas
individualizadas (circundadas de branco) e (b) aglomerados de sepiolita (Tartaglione,
2008).

A SEP utilizada neste trabalho apresenta-se também em forma de agulhas (Figura
5.12a) que formam aglomerados de aspecto irregular (Figura 5.12b). Tal morfologia

encontra-se de acordo com o descrito na literatura.

Figura 5.12. Fotomicrografias obtidas por MEV da amostra de SEP utilizada neste
trabalho: (a) presenca de agulhas em maior magnificagéo e (b) presenca de aglomerados

de sepiolita em menor magnificagao.

5.2. Preparacao e caracterizacao dos hidrogéis nanocompaositos

5.2.1. Caracterizagdo das suspensoes

5.2.1.1. Viscosidade

A viscosidade é fator importante para a elaboragdo da suspenséo filmogénica para

que os hidrogéis formados apresentem uma superficie continua e espessura uniforme.
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Valores altos de viscosidade podem comprometer a preparagcao e a qualidade dos filmes
formados. (Henrique, 2008). Neste trabalho, avaliou-se este comportamento pela analise
da viscosidade das diferentes suspensdes formuladas. Os resultados da analise de
viscosidade encontram-se na Tabela 5.4, enquanto as Figura 5.13 e 5.14 ilustram o perfil
reoldgico das suspensdes através do grafico de tensdo de cisalhamento versus

velocidade de cisalhamento.

Tabela 5.4. Resultados de viscosidade das

suspensdes nanocompositos de PVA/argila.

Amostra Viscosidade Desvio padrao
(cP)

PVA 37,3 0,68
PVAR 34,6 0,24
PVAM1 34,0 0,28
PVAM5 35,4 0,62
PVAM1R 35,1 0,44
PVAM5R 36,6 0,48
PVAS1 35,4 0,17
PVAS5 38,7 1,25
PVAS1R 37,4 0,40
PVAS5R 44 1 1,06
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das analises realizadas.
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A incorporagdo dos argilo-minerais ou do farmaco ndo causou aumentos
significativos de viscosidade nas suspensoes ficando as mesmas entre 34 e 44 cP, o que
se traduz por uma baixa viscosidade. Através das Figuras 5.13 e 5.14, vé-se que as
suspensdes preparadas apresentam um comportamento Newtoniano (relagao linear entre
velocidade de cisalhamento e tensdo de cisalhamento) e que a viscosidade mantém-se

constante com a variagao da velocidade de cisalhamento (Kawatra, 1996).
5.2.1.2. pH

A degradacdo do farmaco rifampicina em solugdo aquosa € um processo pH
dependente. Em baixos valores de pH, a rifampicina pode sofrer hidrélise e em pH
alcalino e presencga de oxigénio atmosférico pode sofrer oxidagdo, € em ambos 0s casos
com formacgao de subprodutos indesejaveis. O pH indicado para uma maxima estabilidade
€ proximo do neutro (Connors, 1986). A Tabela 5.5 mostra os resultados de pH das

suspensdes preparadas.

Tabela 5.5. Resultados de pH das suspensdes.

Amostra pHa 25 °C
PVA 6,1
PVAR 6,1
PVAM1 6,2
PVAM5 6,4

PVAM1R 6,9
PVAM5R 6,2
PVAS1 6,5
PVAS5 6,5
PVAS1R 6,2
PVAS5R 6,3

O pH de todas as suspensdes encontra-se entre 6,0 e 7,0. Segundo Connors
(Connors, 1986), esta faixa de pH pode garantir uma maior estabilidade do farmaco
modelo quando o mesmo esta em suspensao. Na preparagao de hidrogéis, a forma de

suspensao €& uma fase intermediaria do processo (a suspensao € preparada e
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imediatamente vertida em placas de Petri para a etapa de “casting”’, ou seja, sua

estabilidade fisica a longo prazo nao € necessariamente um limitante a ser resolvido).

5.2.2. Caracterizagéo dos hidrogéis nanocompoésitos de PVA/argila

5.2.2.1. Aspecto fisico e densidade real

A Figura 5.15 mostra o aspecto fisico dos hidrogéis obtidos pela metodologia
descrita. Os hidrogéis sem carga de farmaco séo incolores, porém os hidrogéis contendo
as argilas apresentam aspecto levemente turvo em fungéo da presenga das particulas de
argila dispersas. Os hidrogéis contendo farmaco possuem cor vermelha e as formulagdes
contendo argilas também possuem aspecto vermelho um pouco mais opaco. As fotos
foram obtidas através de maquina fotografica digital (modelo DSC-T70, marca Sony). A
densidade real, medida por picnometria de hélio, varia de 1,6 a 1,8 g/cm?, dependendo da

composicao dos hidrogéis (Tabela 5.6).

Figura 5.15. Aspecto fisico dos hidrogéis nanocompdésitos de PVA/argila: (a) ausente de
carga de farmaco e (b) com carga de farmaco.

70



Tabela 5.6. Densidade real dos hidrogéis nanocompasitos de PVA/argila

Amostra Densidade Desvio padrao
(g/cm®)
PVA 1,7255 0,0171
PVAR 1,5909 0,0106
PVAM1 1,6495 0,0128
PVAM5 1,5805 0,0110
PVAM1R 1,6925 0,0209
PVAM5R 1,6998 0,0123
PVAS1 1,6715 0,0290
PVAS5 1,6386 0,0312
PVAS1R 1,8257 0,0332
PVAS5R 1,7427 0,0195

5.2.2.2. Difragdo de raios X — DRX

O DRX foi utilizado para se avaliar a alteragdo na natureza cristalina da matriz de
PVA em funcéo da presenca das argilas e de RIFA.

Sabe-se que o PVA apresenta um intenso pico de difragao a 26 = 19,4° relacionado
ao plano cristalografico (101) (Bunn, 1948). A Figura 5.16 mostra os perfis de raios X
dos hidrogéis nanocompdsitos com RIFA e com a maior concentragdo de argila MOM em
comparagao com os perfis de raios X dos hidrogéis de PVA, PVA/RIFA, e dos materiais
de partida MOM e RIFA. Observa-se que a simples presenca de RIFA ou MOM ou de
ambas concomitantemente nas concentragbes sugeridas neste trabalho ndo causou
alteragdo na microestrutura cristalina da matriz de PVA, pois o pico de difragdo principal
para PVA se manteve. O DRX das amostras contendo PVA (PVAR e PVAM5R) nao

mostram nenhuma evidéncia de reflexdes cristalinas associadas a MOM e a RIFA.
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Figura 5.16. Perfis de raios X dos hidrogéis nanocompésitos com RIFA e com a maior
concentragéo de argila MOM (PVAM5R) em comparagado com os perfis de raios X dos
hidrogéis de PVA, de PVA com RIFA (PVAR) e dos materiais de partida MOM e RIFA.
Estes dois ultimos tiveram seus picos de difragao caracteristicos assinalado com

retangulos.

Com o objetivo de visualizar o perfil de DRX de todos os hidrogéis preparados para
a série utilizando a argila MOM tem-se a Figura 5.17 a qual apresenta os perfis de raios X
dos hidrogéis nanocompésitos de PVA/MOM com ou sem RIFA em comparagao aos
hidrogéis de PVA e PVA/RIFA. .
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Figura 5.17. Perfil de raios X dos hidrogéis nanocompodsitos de PVA/MOM com e sem
RIFA em comparagao aos hidrogéis de PVA e PVA/RIFA. A linha pontilhada indica a
regidao do pico de difragdo principal para MOM pura. As curvas foram deslocadas

verticalmente para melhor visualizagéo.

Da Figura 5.17 pode-se observar que para todas as amostras ndo se percebe a
reflexdo cristalina do plano basal (001) da MOM na regido de 26 compreendida entre 2 —
10°. Este fato € amplamente citado na literatura como um forte indicativo do processo de
intercalagao/esfoliacdo entre as cadeias poliméricas e as lamelas da argila.

Desta forma, os resultados indicam que, independentemente do teor de argila e da
presenca de RIFA nos hidrogéis, ocorre um processo de intercalagao/esfoliacédo entre o
PVA e a montmorilonita, resultado este coerente com os citados na literatura para o
sistema PVA/MOM (Yu,2003; Chang, 2003). E fato conhecido na literatura que diversos
polimeros hidrofilico lineares (PVA, poli(oxido de etileno), poli(pirrol), entre outros)
apresentam grande capacidade de intercalagdo quando da presencga de argilominerais
dispersos na matriz polimérica (Thang, 1979; Lagaly, 1999).

A Figura 5.18 mostra os perfis de raios X dos hidrogéis nanocompdésitos com RIFA
e com a maior concentragao de argila SEP em comparagcdo com os perfis de raios X dos
hidrogéis de PVA, PVA/RIFA, e dos materiais de partida SEP e RIFA. Observa-se que a
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simples presenca de RIFA ou SEP ou de ambas concomitantemente nas concentragdes
sugeridas neste trabalho ndo causou alteracdo na microestrutura cristalina da matriz de
PVA, pois o pico de difracdo principal para PVA se manteve. O DRX das amostras
contendo PVA (PVAR e PVASS5R) ndo mostram nenhuma evidéncia de reflexdes
cristalinas associadas a RIFA, porém na amostra PVASS5R pode-se observar um pico de
difracdo nao muito intenso referente ao pico de difragao caracteristico da sepiolita ( 26=

7,3° - 3a) o qual sera discutido em detalhes a seguir.
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Figura 5.18. Perfis de raios X dos hidrogéis nanocompdsitos com RIFA e com a maior
concentracéo de argila SEP (PVAS5R) em comparagdo com os perfis de raios X dos
hidrogéis de PVA, de PVA com RIFA (PVAR) e dos materiais de partida SEP e RIFA.
Estes dois ultimos tiveram seus picos de difracdo caracteristicos assinalado com

retangulos.

Com o objetivo de visualizar o perfil de DRX de todos os hidrogéis preparados para
a série utilizando a argila SEP tem-se a Figura 5.19 a qual apresenta os perfis de raios X
dos hidrogéis nanocompdsitos de PVA/SEP com ou sem RIFA em comparagcdo aos
hidrogéis de PVA e PVA/RIFA. .
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Figura 5.19. Perfil de raios X dos hidrogéis nanocompdsitos de PVA/SEP com e sem RIFA
em comparagao aos hidrogéis de PVA e PVA/RIFA. A linha pontilhada indica a regido do
pico de difragao principal para SEP pura. As curvas foram deslocadas verticalmente para

melhor visualizagao.

Da Figura 5.19 pode-se observar a presencga do pico de difragdo caracteristico da
SEP nas amostras PVAS1, PVAS5 e PVASS5R. Isto indica a presenca de fibras de SEP
aglomeradas. Este mesmo comportamento foi reportado por Chen e colaboradores para
nanocompdsitos de sepiolita/poliuretano (Chen, 2007). Tal constatagdo néo foi observada
para a amostra PVAS1R a qual sugere-se ter a sepiolita mais bem dispersa na matriz
polimérica.

De forma a se estudar as variagcbes nos dominios cristalinos da matriz de PVA dos
hidrogéis e dos hidrogéis nanocompdsitos, os tamanhos cristalinos médios, L, foram
estimados a partir da equacgao de Scherrer (Guinier, 1955):

o wd
~ fcosé (5.1)

Onde k = 0,9 é a constante de Scherrer, A= 1,5418 A é o comprimento de onda do
raio X empregado na analise, B é a largura a meia altura do pico de difracdo (em

radianos) e 8 € o angulo de Bragg. Os parametros cristalinos para o uso da equagao de
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Scherrer foram obtidos através da deconvolugdo das curvas de DRX com o uso do
programa Origin 7.0. Os resultados dos parametros cristalinos calculados séao

apresentados na Tabela 5.7.

Tabela 5.7. Valores dos parametros cristalinos para os hidrogéis nanocompdésitos

Amostra 26 (°) L (A)
PVA 20,3 34
PVAR 19,8 35
PVAM1 19,75 32
PVAM5 20,05 34
PVAM1R 19,95 46
PVAMSR 19,65 34
PVAS1 19,8 39
PVAS5 19,9 38
PVAS1R 20,2 36
PVAS5R 19,9 36

De acordo com a Tabela 5.7, observa-se que a incorporacao de RIFA ou MOM ou
da associagdo das duas, em comparagao a amostra PVA, praticamente ndo altera o
tamanho cristalino (L), a excegdo da amostra PVAM1R que apresenta valor
significativamente maior, resultado este ndo esperado. Observa-se valores discretamente
maiores de L quando comparados a amostra PVA, na presenca de SEP e SEP associada
a RIFA. Sugere-se que a presenca de SEP atua como obstaculo ao crescimento da nova

fase cristalina de PVA, provavelmente em fung&o de seu fator forma (Silva, 2007).

5.2.2.3. Calorimetria exploratéria diferencial - DSC

A Figura 5.20 mostra as curvas de DSC dos hidrogéis nanocompésitos com RIFA e
com a maior concentragdo de argila MOM em comparagdo com as curvas de DSC dos
hidrogéis de PVA, PVA/RIFA, e dos materiais de partida MOM e RIFA. A Tabela 5.8
apresenta os valores da temperatura de fusao cristalina (Tr,), € 0 grau de cristalinidade X,

de todos os hidrogéis nanoestruturados.
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Figura 5.20. Curvas de DSC dos hidrogéis nanocompositos com RIFA e com a maior
concentracédo de argila MOM em comparagao com as curvas de DSC dos hidrogéis de
PVA, PVA/RIFA, e dos materiais de partida MOM e RIFA

Tabela 5.8. Parametros térmicos obtidos por DSC para os hidrogéis nanoestruturadas *

Amostras
Tm (°C)  Xc (%)*
PVA 227 37
PVAR 224 43
PVAM1 226 36
PVAMS 226 24
PVAM1R 225 32
PVAMSR 223 26
PVAS1 226 36
PVAS5 227 51
PVAS1R 224 45
PVASSR 225 42

*O erro experimental associado aos experimentos de analise térmica sdo + 0,8°C e + 1,5 % para T, e

X, respectivamente.

% X. é calculado pela razéo AHIAH,, , onde AH,, é a entalpia de fusdo do PVA 100 % cristalino (150
J/g).

7l



A partir da Figura 5.20, observa-se para o PVA um pico endotérmico a 227°C,
correspondente a temperatura de fusao cristalina (Tr,) do PVA (Silva, 2007). A presenca
de RIFA (amostra PVAR) e de RIFA e MOM (amostra PVAM5R) causa leve deslocamento
dos picos endotérmicos de fusao cristalina do PVA para temperaturas mais baixas. No
caso da amostra PVAR, este efeito é atribuido as interacées entre PVA e RIFA (via
ligacbes hidrogénio) e pelo impedimento estérico em fungdo de seu elevado peso
molecular (823g/mol). Estes fatores simultdneos causam a desorganizagao dos arranjos
lamelares durante a formagdo dos dominios cristalinos do PVA, resultando num aumento
do numero de cristais porém com baixa temperatura de fuséo (Ricciardi, 2004). Com base
na Tabela 5.8 o resultado de DSC indica diminui¢cao da T, de 226,6°C para 224,2°C. A
temperatura de fusdo de RIFA coincide com a temperatura de fusdao do PVA, ndo sendo
possivel associar nas curvas de DSC dos hidrogéis qualquer evento térmico relacionado a
presenca deste farmaco. A argila MOM pura na faixa de temperatura representada na
Figura 5.20 ndo apresenta nenhum evento térmico apresentando-se graficamente na
forma de platd. Sugere-se que a RIFA na amostra PVAR atua como agente de nucleagao
sobre o PVA, resultando em dominios cristalinos menos ordenados e alto grau de
cristalinidade quando comparado com a amostra PVA (o grau de cristalinidade da matriz
de PVA aumenta de 37 para 43 %). Para teores maiores de argila, a mobilidade molecular
das cadeias de PVA e consequentemente a capacidade de cristalizar, € drasticamente
afetada pela formagdo de uma rede tridimensional de plaguetas de MOM na matriz do
nanocomposito. Este comportamento explica o decréscimo observado no grau de
cristalinidade da amostra PVAM5R (o grau de cristalinidade da matriz em relagédo ao PVA
diminui de 37 para 26 %).

Com o objetivo de visualizar todas as curvas de DSC de todos os hidrogéis
preparados para a série utilizando a argila MOM tem-se a Figura 5.21 a qual apresenta as
curvas de DSC dos hidrogéis nanocompésitos de PVA/MOM com ou sem RIFA em

comparagao aos hidrogéis de PVA e PVA/RIFA.
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Figura 5.21. Curvas de DSC dos hidrogéis nanocompdésitos de PVA/MOM . As curvas

foram deslocadas verticalmente para melhor visualizagao.

Um pequeno teor de MOM (amostra PVAM1) nao altera significantemente o aspecto
grafico da curva de DSC em relagdo ao PVA e nem os parédmetros de cristalinidade
devido ao elevado grau de dispersdo da MOM no sistema. A incorporagdo de RIFA no
sistema (amostra PVAM1R) diminuiu atipicamente o grau de cristalinidade sem alteracao
da T, . O mesmo comportamento em relagdo ao grau de cristalinidade da amostra
PVAMSR observa-se para a amostra PVAMS5, sem alteragao significativa da T, em fungéo
da auséncia de RIFA na amostra.

A Figura 5.22 mostra as curvas de DSC dos hidrogéis nanocompésitos com RIFA e
com a maior concentragdo de argila SEP em comparagdo com as curvas de DSC dos
hidrogéis de PVA, PVA/RIFA, e dos materiais de partida SEP e RIFA.
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Figura 5.22. Curvas de DSC dos hidrogéis nanocompositos com RIFA e com a maior
concentracado de argila SEP em comparagdo com as curvas de DSC dos hidrogéis de
PVA, PVA/RIFA, e dos materiais de partida SEP e RIFA

A partir da Figura 5.22, observa-se que a presenca de RIFA (amostra PVAR) e de
RIFA e SEP (amostra PVAS5R) causa leve deslocamento dos picos endotérmicos de
fusao cristalina do PVA para temperaturas mais baixas. Para a amostra PVAR este efeito
ja foi discutido acima. A temperatura de fusdo de RIFA , assim como para os hidrogéis
contendo MOM, coincide com a temperatura de fusdo do PVA, ndo sendo possivel
associar nas curvas de DSC dos hidrogéis contendo SEP qualquer evento térmico
relacionado a presenga deste farmaco. A argila SEP pura na faixa de temperatura
representada na Figura 5.22 ndo apresenta nenhum evento térmico apresentando-se
graficamente na forma de platd, assim como MOM pura. Para teores maiores de SEP , ao
contrario do que acontece com MOM, a SEP tem efeito de nucleagdo e a amostra
comporta-se da mesma forma como PVAR. Este comportamento explica o aumento
observado no grau de cristalinidade da amostra PVAS5R (o grau de cristalinidade da
matriz em relagdo ao PVA aumentou de 37 para 42 %).

Com o objetivo de visualizar todas as curvas de DSC de todos os hidrogéis
preparados para a série utilizando a argila SEP tem-se a Figura 5.23 a qual apresenta as
curvas de DSC dos hidrogéis nanocompésitos de PVA/SEP com ou sem RIFA em

comparagao aos hidrogéis de PVA e PVA/RIFA.
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Figura 5.23. Curvas de DSC dos hidrogéis nanocompdésitos de PVA/SEP. As curvas

foram deslocadas verticalmente para melhor visualizagcao

Um pequeno teor de SEP (amostra PVAS1) n&o altera significantemente o aspecto
grafico da curva de DSC em relagdo ao PVA e nem os parametros de cristalinidade
devido ao elevado grau de dispersao da SEP no sistema. O mesmo comportamento em
relacdo ao grau de cristalinidade e valor de T, da amostra PVAS5R observa-se para a
amostra PVAS1R. A amostra PVAS5 apresentou maior grau de cristalinidade, sem
mudanca na T, em funcdo do efeito de nucleagdo da sepiolita nesta concentracio.
Resultados similares foram reportados na literatura para nanocompdsitos de

polipropileno/sepiolita (Ma, 2007)

5.2.2.4. Analise dinédmico-mecénica — DMA

A Tabela 5.9 mostra os valores de Ty (alfa e beta) obtidos a partir da relaxacdo
dindmico-mecanica das amostras dos hidrogéis nanocompdsitos de PVA/argila. Os

espectros de relaxagdo dinamico-mecanica das amostras encontram-se no Anexo F.
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Tabela 5.9. Resultados de Ty (alfa e beta) obtidos por DMA das amostras nanocompositos

de PVA/argila.

Amostra T4 (°C) Tg (°C)
PVA 60,72 -12,12
PVAR 63,37 - 11,72
PVAM1 59,92 -15,97
PVAMS5 58,86 -13,98
PVAM1R 18,66 -23,13
PVAM5R 10,70 NV
PVAS1 18,94 NV
PVAS5 15,94 NV
PVAS1R 22,60 NV
PVAS5R 23,43 NV

*NV = valor ndo visualizado

O PVA apresenta duas relaxacbes caracteristicas, a e B. A relaxacdo a é
caracteristica dos movimentos micro-brownianos e cooperativos de segmentos da cadeia
polimérica na fase amorfa, correspondendo a relaxacao segmental associada a transicao
vitrea. De fato, PVA apresenta um destacado pico centrado a 60°C, que corresponde a
temperatura de transi¢ao vitrea. Um pico secundario de baixa intensidade na regido de -
12°C caracteriza a transicao B, que esta normalmente associada aos movimentos de
rotagao/vibracdo do grupo lateral hidroxila. Entretanto, a transicdo p observada para as
amostras estudadas situa-se a uma faixa de temperatura menor do que a reportada na
literatura para o PVA (= 35°C) (McCrum, 1991). Este efeito pode ser o resultado da
presenca de umidade nas amostras investigadas. A transigao se caracterizaria, portanto,
como sendo o modo de rotagao/vibragdo dos grupos hidroxilas conectados as moléculas
de agua ao redor da cadeia principal. Shafee e Naguib (Shafee, 2003) e Cendoya e
colaboradores relataram o mesmo comportamento da transi¢gao  para matrizes de PVA
com diferentes graus de reticulagio e contendo nanoparticulas de CoFe,Oy,
respectivamente (Cendoya, 2001).

De acordo com a Tabela 5.9 nota-se pequena variagcdo dos valores de Tq4 para as
amostras de PVAR, PVAM1 e PVAM5 em relagdo a amostra PVA. A incorporacdo de
RIFA (amostra PVAR), e na concentragéo sugerida neste trabalho, desloca a T4 para uma

maior temperatura indicando que a incorporacao deste farmaco leva a uma restricdo na
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mobilidade segmental das cadeias do PVA. Esta restricdo pode ser resultado de
interacdes entre o PVA e o farmaco. Além disso, o elevado volume hidrodindmico da
rifampicina, associado a uma possivel interacdo colaboraria para elevar a rigidez da
cadeia polimérica.

O efeito da incorporagdo de MOM sobre a T4 de hidrogéis nanocompositos é

caracterizada pelo discreto aumento da T4 para menores teores de argila, seguido da
diminuigdo na T4 para maiores teores de argila.
O aumento no grau de interagcdo PVA/MOM eleva a quantidade de cadeias poliméricas
que nao cristalizam, aumentando o volume livre na interface PVA/MOM, causando a
diminuicdo de T4. Este comportamento foi observado por varios autores no tocante a
sistemas nanocompdsitos baseados em PVA (Silva, 2007; Bandi, 2006; Bandyopadhyay,
2005; Ogata,1997).

Em nosso estudo observamos que quanto maior a concentracdo de MOM
sugeridas neste trabalho e incorporadas nos sistemas (amostras PVAM1 e PVAM5) maior
o deslocamento da T4 para um menor valor de temperatura indicando que a interface
PVA-MOM apresenta um aumento no volume livre local, que corresponde a um aumento
na dindmica molecular das cadeias de PVA, resultando em uma diminuigdo da Tg
observada (Bandi, 2006).

Pode-se observar também na Tabela 5.9 uma diminui¢ao significativa dos valores
de T4 para as amostras PVAM1R, PVAM5R, PVAS1, PVASS, PVAS1R e PVAS5R.

Quanto maior a concentragdo de SEP sugeridas neste trabalho incorporadas aos
sistemas, (amostras PVAS1 e PVASS), mais evidente € o deslocamento da T4 para um
menor valor de temperatura indicando que a interface PVA-SEP, de forma mais
expressiva que para PVA-MOM, apresenta um aumento significativo no volume livre local
e consequentemente na dindmica molecular das cadeias de PVA. Este comportamento
pode estar associado ao elevado fator de forma da sepiolita, que resultaria em uma
distribuicao de tamanhos de volume livres maiores que o observado para a MOM.

A simples presenca de RIFA nos sistemas contendo MOM (amostras PVAMR1 e
PVMRS) diminuiu significativamente o valor de Tg em relagdo aos mesmos sistemas sem
carga de farmaco o que sugere que a presencga simultdnea de MOM/RIFA causa um
consideravel aumento no volume livre dos hidrogéis nanocompdsitos PVA/MOM/RIFA.

Por outro lado, a presenga de RIFA nos sistemas contendo SEP (amostras
PVASR1 e PVSRS) aumentou discretamente os valores de T4 em relagdo aos mesmos

sistemas sem carga de farmaco. Sugere-se que a presenga de RIFA leva, assim como
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para a amostra de PVAR, a uma restricdo na mobilidade segmental das cadeias do PVA,
porém em funcdo da presenca simultdnea de SEP, os valores de T4 mantém-se ainda

assim baixos.
5.2.2.5. Pardametros de rede

Os valores de massa molecular média entre reticulacbes e o tamanho de malha

das amostras sdo apresentados na Tabela 5.10.

Tabela 5.10. Valores de M. e tamanho de malha para os diversos

hidrogéis

Amostra M. (g/mol) € (A)
PVA 11528 189
PVAR 11599 192
PVAM1 11939 195
PVAMS 6803 138
PVAM1R 5324 117

PVAM5R 3697 94
PVAS1 19392 263
PVASS 10041 175
PVAS1R 17384 243
PVASSR 13524 209

O tamanho de malha pode dar uma idéia do espacgo disponivel para a difusdo do
soluto no hidrogel (Ende,1995), portanto quanto maior o tamanho de malha maior sera o
teor de agua presente na rede o que pode permitir uma melhor difusdo do soluto
incorporado, no nosso caso rifampicina. Da Tabela 5.10 observamos valores de tamanho
de malha muito préximos para as amostras PVA, PVAR e PVAM1, ou seja, a
incorporagao de rifampicina ou a menor concentragdo de MOM nao alteram este
parametro. Um maior teor de MOM (amostra PVAMS) diminui o tamanho de rede em
funcdo do provavel empacotamento das cadeias poliméricas impostas pela presencga de
um maior teor da argila. A incorporacao de rifampicina nos sistemas PVA/MOM diminui
ainda mais o tamanho de malha, possivelmente em fungdo do carater hidrofobico deste
farmaco que dificulta a difusdo de agua na rede polimérica quando associado a esta

argila. Para as amostras contendo SEP o perfil foi diferente onde a menor concentragao
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de SEP incorporada (amostra PVAS1) proporcionou um aumento significativo do tamanho
de malha em relagdo ao PVA, ja um maior teor de SEP reduziu o tamanho de malha
possivelmente em fungdo de um maior empacotamento das cadeias poliméricas impostas
pela presenca de um maior teor de SEP e também seu efeito de forma. A incorporacéo de
rifampicina no sistema PVA/SEP diminui o tamanho de malha somente para a amostra
com o menor teor de sepiolita (PVAS1R), possivelmente em fungao do carater hidrofébico
deste farmaco, conforme ja discutido acima para as amostras contendo MOM. Entretanto,
a amostra PVAS5R, apresenta um consideravel desvio deste perfil, pois o tamanho de
malha aumenta em relagdo ao PVA e PVAS5 com a incorporacao do farmaco.

O tamanho de malha das amostras contendo RIFA (PVAR, PVAM1R, PVAMSR,
PVAS1R e PVAS5R) se relacionam com a previsao de desempenho de dissolugéo obtida
no item 5.2.2.9, onde a o hidrogel carregado de farmaco com o maior teor de MOM
(menor tamanho de malha) é o que apresenta a pior cinética de dissolugdo e o hidrogel
carregado de farmaco com o menor teor de SEP (maior tamanho de malha entre as

amostras carregadas de farmaco) apresenta a melhor cinética de dissolugéo.

5.2.2.6. Medidas de inchamento

As Figuras 5.24 e 5.25 representam as curvas cinéticas do intumescimento dos
diferentes hidrogéis de PVA produzidos, contendo ou nao as argilas MOM (PVAM1,
PVAMS) e SEP (PVAS1 e PVASS) e o farmaco de interesse do trabalho (PVAR,
PVAM1R, PVAM5R, PVAS1R e PVAS5R)).

Ambas as Figuras mostram um comportamento similar dos hidrogéis no
intumescimento, caracterizado por uma absorcado rapida nos primeiros 15 minutos,
estabilizando-se a seguir e mantendo-se estavel até o final dos testes realizados (60

minutos).
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Figura 5.24. Cinética do intumescimento dos hidrogéis de PVA em pH 7,4 a 30°C

contendo MOM, na presenca ou nao do farmaco RIFA.
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Figura 5.25. Cinética do intumescimento dos hidrogéis de PVA em pH 7,4 4 30°C

contendo SEP, na presenca ou nao do farmaco RIFA.

As quantidades maximas de agua absorvida, correspondentes ao platdé das curvas
obtidas estao representadas na Figura 5.26, normalizadas em relagao ao teor de PVA nos
filmes. Os dados mostram que a capacidade de absorg¢ao dos hidrogéis variam de 2,6 a

6,0, em funcdo do tipo de carga usada (argila MOM ou SEP) e da sua concentracéo (0,9
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ou 4% p/p) como também da presenga do farmaco (RIFA). Na maioria dos casos, a
incorporagao das argilas e do farmaco reduziu a capacidade de absor¢géo de agua dos
novos hidrogéis em comparagao a capacidade de um hidrogel de PVA puro, mesmo

levando-se em conta a massa de PVA presente nos filmes (normalizacdo).

59 6,0
5,5 55 54
4,7 4,5 4,5
3,7
2,6
SR\ N O SR\ SRR
] NaR\S ¢ W«
Q\\ Q\\ g s Q\\?‘ Q Q Q\\ QQ

Figura 5.26. Capacidade maxima de absor¢ao de agua pelos hidrogéis normalizado em
relacdo a massa de PVA (massa absorvida/massa de PVA nos filmes).

Para efeito de comparacéao direta do efeito das cargas ou do farmaco na capacidade
de absor¢cdo de agua dos hidrogéis, a Figura 5.27 reapresenta os dados na forma de
percentual de redugédo da capacidade de absorgdo de agua dos hidrogéis em relagéo a
um hidrogel de PVA puro. A Figura 5.27 mostra que:

e aincorporagao da argila MOM tem grande impacto na capacidade de absorgao de
agua dos hidrogéis, sendo a capacidade reduzida de 20% até 56,3% com o
aumento de MOM de 0,9% para 4 %p/p.

e aincorporagao de SEP teve menor efeito nesta propriedade dos hidrogéis, sendo o
efeito de reducao (24,5%) observado apenas para a maior concentragdo de argila
utilizada.

e a incorporacdo do farmaco também alterou esta propriedade dos filmes
constituidos majoritariamente de PVA (reducéo de 8% apenas com a incorporagao

do farmaco).
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Figura 5.27. Redugéo da capacidade de absorg¢ao de agua dos hidrogeis (%) com

relacdo a capacidade de absorgédo de agua de hidrogeis puros de PVA.
5.2.2.7. Quantidade de PVA liberada dos hidrogéis.

A estabilidade dos hidrogéis foi avaliada determinando-se a quantidade de PVA
que se desprende do filme em imersdo do mesmo em meio aquoso durante um
determinado periodo de tempo. A quantidade de PVA presente no meio aquoso foi entdo
determinada (espectrometria no UV-visivel, a 670 nm) e, através destas medidas,
qualifica-se a estabilidade do filme em meio aquoso ou sua “capacidade de retengcao
polimérica” como descrito na literatura (Silva, 2007) : em um gel polimérico inchado, as
cadeias poliméricas apresentam elevada mobilidade molecular devido ao efeito
plastificante do solvente, mesmo estando o gel a temperaturas abaixo de sua transigéo
vitrea. Esta mobilidade molecular efetivamente conduz as cadeias ao processo de
reptacao no interior do gel. De uma forma geral, se as cadeias ndao constituem parte da
rede reticulada, em algum momento esta saira do gel, alcangando a solugao. Portanto,
medindo-se o teor de polimero liberado no solvente a partir do hidrogel, qualifica-se a
capacidade de retengcdo da microestrutura dos hidrogéis. A Figura 5.28 apresenta os

dados obtidos relativos a este teste de estabilidade dos diferentes hidrogeis obtidos.
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Figura 5.28. Quantidade de PVA desprendida dos hidrogeis imersos em agua durante 24

horas (% em massa).

A perda é da ordem de 2 a 4,3%, comparavel a dados de literatura : Hassan e co-
autores reportaram a liberagcdo de cerca de 2,5% de PVA a partir de criogéis de PVA
utilizados na liberagdo de BSA (Hassan, 2000). De modo semelhante, Cascone e
colaboradores calcularam em 3% e em 2% a perda de PVA a partir de criogéis de PVA

contendo quitosana e dextrana, respectivamente (Cascone, 1999).

5.2.2.8. Teor de rifampicina nos hidrogéis nanocompositos de PVA/argila

A Tabela 5.11 mostra os resultados de teor de rifampicina nos hidrogéis

nanocompositos de PVA/argila obtidos por espectrofotometria de UV-Vis.

Tabela 5.11. Resultados de Teor de rifampicina nos hidrogéis

nanocompositos de PVA/argila/RIFA

Amostra Teor (%p/p) Desvio padrao

PVAR 2,47 0,0056
PVAM1R 2,92 0,0193
PVAM5R 2,87 0,0881
PVAS1R 2,55 0,0372
PVAS5R 2,43 0,1019
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Os teores encontram-se entre 2,4 e 2,9 % p/p, o que bem corresponde ao valor
tedrico de rifampicina incorporada em peso seco em torno de 2,5 % p/p conforme descrito
na Tabela 4.1.

5.2.2.9. — Perfil cinético de dissolugdo (in vitro) dos hidrogéis nanocompdsitos de

PVA/argila

A Figura 5.29 mostra curvas de dissolugéo representado duas cinéticas diferentes:
nos primeiros 10 minutos, cerca de 80-82% de rifampicina séo liberados dos hidrogéis de
PVA e de PVA com SEP. Decorrido este periodo, a rifampicina continua sendo liberada
dos filmes bem mais lentamente nos tempos subsequentes. No caso dos filmes
estruturados com MOM, a liberagdo ocorre da mesma forma (2 fases de velocidades
distintas) mas no final da primeira fase com uma liberagao de cerca de 71% para a menor
concentracdo de MOM (PVAM1R), patamar que foi reduzido para cerca de 60% com o
aumento da concentragdo de MOM na formulagdo (PVAM5R). A Figura 5.30 ilustra este
comportamento apresentando as quantidades de rifampicina liberadas nos primeiros 10

min e apds 60 min.
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Figura 5.29. Perfil cinético de dissolugc&o da rifampicina a partir dos hidrogéis

nanocompositos de PVA/argila/RIFA.
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A Figura 5.30. % Dissolvido de rifampicina a partir dos hidrogéis nanocompadsitos
de PVA/argila/RIFA apds 10 e 60 min de contato com o meio de dissolugéo (ensaio in

vitro)

A avaliagao da cinética permite conclusbes a respeito do processo de dissolucao
de determinada formulagdo, uma vez que possibilita conhecer: (i) a velocidade do
processo; (ii) a quantidade maxima dissolvida e (iii) os pontos nos quais podem ocorrer
mudangas significativas da dissolugdo (Marcolongo, 2003; Abdou, 1995; Dokoumetzidis,
2006). Para o estudo da cinética de dissolugcdo deste trabalho, foram aplicados os
modelos citados na Tabela 4.2 para dois conjuntos de dados. O primeira levando-se em
conta os dados de liberagdao até os primeiros 10 minutos de experimento (C1) e o
segundo com os dados de tempos subsequentes (C2). Outros parédmetros relativos a
cinética de dissolugdo como constante de velocidade de dissolugéo (k), meia-vida de
dissolugao (tso%) € porcentagem liberada em 10 min (Qqp), estes dois ultimos somente
calculados para o grupo C1, também foram determinados. A Tabela 5.12 mostra o ajuste
destes trés modelos para os dados experimentais da Figura 5.30 e para os dois conjuntos
de dados estudados (C1 e C2). Sugere-se que o modelo de Higuchi é o mais adequado
para representar a cinética de dissolugdo dos hidrogéis nanocompdsitos de PVA/argila
(coeficientes de correlagdo da ordem de 0,932 a 0,993 para C1 e da ordem de 0,932 a
0,994 para C2). No entanto, no caso das amostras de hidrogel PVAS1R e PVAR do grupo

C2, o resultado ndo é satisfatorio (coeficiente de correlacdo de 0,811 e 0,891,
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respectivamente), ou seja, o modelo ndo € aplicavel. O ajuste do modelo de Higuchi
sugere que a etapa de dissolugdo da matriz polimérica dos hidrogéis e a difusdo do
farmaco através dos poros gerados € o mecanismo limitante da fragao de rifampicina que

é solubilizada no meio de dissolugéo.

Tabela 5.12. Modelo de liberagado segundo o coeficiente de correlagéo (r) para os

hidrogéis nanocompdsitos de PVA/argila/RIFA

Amostra Grupo Modelo de liberagao
estudado*  Primeira ordem Higuchi Hixson-Crowell
PVAR C1 0,967 0,984 0,927
C2 0,817 0,891 0,818
PVAM1R C1 0,954 0,988 0,920
C2 0,963 0,932 0,967
PVAM5R C1 0,952 0,993 0,924
C2 0,978 0,994 0,976
PVAS1R C1 0,816 0,932 0,761
C2 0,866 0,811 0,872
PVAS5R C1 0,949 0,975 0,901
C2 0,983 0,986 0,991

*C1 = conjunto de dados levando-se em conta os primeiros 10 minutos de liberagéo do experimento.
C2 = conjunto de dados levando-se em conta os dados de tempos subsequientes.

Matematicamente, o modelo de Higuchi descreve o mecanismo de liberagdo dos
farmacos como um processo de difusdo fundamentado na 12 lei de difusdo de Fick,
dependente da raiz quadrada do tempo, representada como M = kt"? nas Figuras 5.31 e
5.32, onde M é a quantidade total de material liberado no tempo t, e k € a constante
cinética de liberacdo. A partir do modelo de Higuchi e das Figuras 5.31 e 5.32 foram

determinados os parametros cinéticos descritos na Tabela 5.13.
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Figura 5.31. Aplicagcado do modelo matematico de Higuchi para a dissolugédo dos hidrogéis
nanocompositos de PVA/argila/RIFA (grupo C1).
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Figura 5.32. Aplicagao do modelo matematico de Higuchi para a dissolugao dos hidrogéis

nanocompositos de PVA/argila/RIFA (grupo C2).
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Tabela 5.13. Valores médios (n=3) dos parametros de dissolugéo a partir do modelo

Higuchi dos hidrogéis nanocompdsitos de PVA/argila/RIFA.

Amostra Grupo k ts0% Q1o Equagoes de
estudado*  (min %) (min) (%) regressao **
PVAR C1 27,08 3,41 85,63 y=27,08x
PVAM1R C1 23,28 4,58 73,87 y=23,28x
c2 0,78 ; . y=0784x+71,87
PVAM5R C1 19,42 6,63 61,41 y=19,42x
Cc2 1,59 - - y = 1,588x + 57,56
PVAS1R C1 28,74 3,02 90,95 y=28,76x
PVAS5R C1 28,00 3,19 88,54 y=28,00x
C2 1,57 - - y =1,568x + 77,32

k = constante de velocidade de dissolugao.

t509% = meia-vida de dissolugéo, ou seja, tempo no qual se dissolvem 50% da rifampicina.

Q0= quantidade de rifampicina dissolvida aos 10 minutos.

*C1 = conjunto de dados levando-se em conta os primeiros 10 minutos de liberagéo do experimento.
C2 = conjunto de dados levando-se em conta os dados de tempos subsequientes.

** x =t"? ey = % Dissolvido de rifampicina.

Analisando os valores de Kk, tso%, € Q10 para o grupo C1, observa-se para as amostras

de hidrogel PVA/argila/RIFA a seguinte ordem de desempenho de dissolugao:

K pvamsr < K pvamir < K pvar < K pvassr< K pvasir

v

melhor dissolucido

Para o grupo C2 observa-se valores bem baixos de k o que condiz com perfil
cinético de dissolugdo da rifampicina demonstrado na Figura 5.29, pois atinge-se o
patamar da liberacdo onde o percentual dissolvido de rifampicina é praticamente
constante ao longo do tempo e a velocidade de dissolugdo € lenta, ndo permitindo
grandes diferenciagbes entre as amostras.

A Figura 5.33 apresenta os dados cinéticos obtidos experimentalmente para as
formulagbes de maior concentragdo de argila, PVAS5R, em comparagdo aos dados

calculados a partir das equagdes de Higuchi (Tabela 5.13). Nota-se a boa previsdo da
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quantidade de rifampicina dissolvida a partir destas formulacbes por este modelo

matematico para os dois grupos de tempos estudados.
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Figura 5.33. Comparacéo entre as curvas cinéticas experimentalmente obtidas e curvas

calculadas pelo modelo de Higuchi para os grupos C1 e C2.

5.3. Preparacdao e caracterizacao das particulas hibridas obtidas por spray-drying

5.3.1. Rendimento do processo

A Tabela 5.14 mostra os baixos rendimentos dos experimentos realizados por spray-
drying. Para o tipo de equipamento utilizado (de bancada) € comum baixos niveis de

rendimento (20 — 50%) devido sua geometria ndo ser otimizada para niveis elevados de

producao. A otimizacio da producéo nao foi o foco deste trabalho.
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Tabela 5.14. Rendimentos do processo de spray-drying.

Amostra % plp *
PVA 33,3
PVAR 27,8
PVAM1 29,2
PVAM5 37,7
PVAM1R 21,9
PVAM5R 28,7
PVAS1 16,8
PVAS5 20,7
PVAS1R 34,1
PVAS5R 34,8
n=1

5.3.2. Caracterizagédo das suspensoes
5.3.2.1. Viscosidade

O comportamento reoldgico de uma suspensao pode ser bastante influenciado pelos
parametros fisicos e quimicos da suspensao tais como pH, forma e distribuicado de
tamanho das particulas e espécies envolvidas. A avaliagdo do comportamento reoldgico
de suspensdes € de grande importancia no processamento por spray-drying uma vez que
possibilita um melhor controle da operagao de nebulizagdo. Neste trabalho, avaliou-se
este comportamento pela analise da viscosidade das diferentes suspensdes formuladas.
Os resultados da analise de viscosidade das suspensdes diluidas encontram-se na
Tabela 5.15, enquanto as Figuras, 5.34 e 5.35, ilustram o perfil reologico destas
suspensdes através do grafico de tensdo de cisalhamento versus velocidade de

cisalhamento.
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Tabela 5.15. Resultados de viscosidade das

suspensodes diluidas de nanocompdsitos de PVA/argila.

Amostra Viscosidade  Desvio padrao
(cP)
PVA 7,5 0,42
PVAR 7,0 0,56
PVAM1 7,8 0,56
PVAM5 6,6 0,58
PVAM1R 6,9 0,53
PVAM5R 7,0 0,65
PVAS1 7,1 0,67
PVAS5 7,1 0,89
PVAS1R 7,7 1,14
PVAS5R 7,6 0,99
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Figura 5.34. Perfil reoldgico das suspensoes diluidas de PVA/MOM. Cada curva é a

média das analises realizadas.
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Figura 5.35. Perfil reologico das suspensdes diluidas de PVA/SEP . Cada curva é a média

das analises realizadas.

A diluigdo 1:1 com agua das suspensodes diminuiu significativamente a viscosidade
passando as mesmas de uma faixa de viscosidade de 34 a 44 cP para a faixa de 6,6 a 7,8
cP, o que se traduz por uma viscosidade muito baixa porém ainda assim adequada para a
operagao de nebulizagdo no spray-drying. Através das Figuras 5.34 e 5.35, vé-se que as
suspensdes diluidas preparadas apresentam um comportamento Newtoniano pelo fato de
existir uma relagdo linear entre velocidade de cisalhamento e tensao de cisalhamento, ou
seja, que a viscosidade mantém-se constante com a variagdo da velocidade de

cisalhamento (Kawatra, 1996).

5.3.3. Caracterizagéo das particulas hibridas de PVA/argila

5.3.3.1. Morfologia

A Figura 5.36 mostra o aspecto fisico das particulas hibridas obtidas da secagem
das suspensdes diluidas por spray-drying. Os pds sem carga de farmaco sao brancos. Os
pos contendo farmaco possuem cor laranja avermelhada. As fotos foram obtidas através

de maquina fotografica digital (modelo DSC-T70, marca Sony).
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Figura 5.36— Aspecto fisico das particulas hibridas obtidas da secagem das
suspensdes por spray-drying: (a) ausente de carga de farmaco e (b) e com carga de

farmaco.

As Figuras 5.37 até 5.41 mostram as fotomicrografias obtidas por MEV das
particulas hibridas obtidas por spray-drying.
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Figura 5.37. Fotomicrografias obtidas por MEV das particulas hibridas de PVAp e PVARp

em : (a) maior e (b) menor magnificagao.
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Figura 5.38. Fotomicrografias obtidas por MEV das particulas hibridas de PVAM1p e

PVAMS5p em : (a) maior e (b) menor magnificagao.
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Figura 5.39. Fotomicrografias obtidas por MEV das particulas hibridas de PVAM1Rp e
PVAM5Rp em : (a) maior e (b) menor magnificagao.
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Figura 5.40. Fotomicrografias obtidas por MEV das particulas hibridas de PVAS5p e

PVAS1p em : (a) maior e (b) menor magnificagao.
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Figura 5.41. Fotomicrografias obtidas por MEV das particulas hibridas de PVAS5Rp e
PVAS1Rp em : (a) maior e (b) menor magnificagao.

Observa-se a presenca de particulas predominantemente esféricas, de tamanhos
variados, mas inferiores a 10 microns em sua maioria. Em geral, pode-se observar que o
conjunto de particulas possui aspecto aglomerado e que a presenga dos argilominerais néo
levou a alteragdes significativas no aspecto fisico das particulas obtidas quando
observamos em maior magnificagdo. As dimensdes das particulas observadas por MEV

estdo consistentes com os resultados obtidos por difragao a laser narrados logo abaixo.
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5.3.3.2. Analise granulométrica

A Tabela 5.16 mostra os resultados da analise granulométrica das particulas
hibridas de PVA/argila.

Tabela 5.16. Analise granulométrica das particulas hibridas de PVA/argila.

Diametro das microparticulas (um)

Amostras Span
das) dw,09) dw,05) dw,01)

PVAp 23,36 47,71 19,27 4,75 2,23
PVARp 32,07 54,41 25,39 9,55 1,77
PVAM1p 21,55 44,05 16,93 4,69 2,32
PVAM5p 27,52 51,23 16,54 4,53 2,82
PVAM1Rp 60,64 98,93 39,71 9,70 2,25
PVAMS5Rp 32,62 53,99 22,18 6,10 2,16
PVAS1p 47,78 116,02 21,11 3,76 5,32
PVASS5p 31,63 69,17 18,11 4,60 3,57
PVAS1Rp 30,97 60,09 22,73 7,13 2,33
PVAS5Rp 36,70 71,64 22,41 5,86 2,94

Os didmetros médios de particula encontram-se entre 21 e 61 um. Esta variagéo
parece estar mais intimamente ligada a tendéncia a aglomeragdo das particulas,

conforme mostrado por MEV, que a um efeito direto de sua composi¢ao quimica.

5.3.3.3. Densidade de empacotamento

A Tabela 5.17 mostra os valores de densidade de empacotamento para as particulas
de rifampicina formuladas com PVA e argilas. As particulas apresentam baixa densidade,
da ordem de 0,06-0,10 g/ml. Nenhum efeito da formulagdo nesta caracteristica dos pos é
observado. Os valores de densidade das particulas sdo muito proximos da densidade da
amostra PVA, o que se explica pela sua proporgdo majoritaria nas formulagdes (> 82%

em massa).
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Tabela 5.17. Resultados de densidade maxima de empacotamento das

particulas hibridas.

Amostra Densidade de maximo
empacotamento
(g/ml)

PVAp 0,08 + 0,001
PVARp 0,08 + 0,001
PVAM1p 0,08 £ 0,001
PVAMb5p 0,10 £ 0,001
PVAM1Rp 0,07 £ 0,001
PVAMSRp 0,08 + 0,003
PVAS1p 0,07 £ 0,002
PVAS5p 0,08 £ 0,001
PVAS1Rp 0,06 + 0,001
PVASS5Rp 0,07 £ 0,001

5.3.3.4. Area superficial

Determinou-se a area superficial apenas para as formula¢des de particulas contendo
SEP/RIFA em comparacdo as formulagdes PVAp e PVARp. A area superficial das
particulas € pequena e encontra-se na faixa de 1,57 a 1,77 m?/g, como mostra a Tabela

5.18, superiores a area especifica dos cristais de rifampicina pura que € de 1,07 m2/g.

Tabela 5.18. Area superficial das particulas hibridas de PVA/SEP.

Area superficial Gas usado
Amostra 5 ,

(m*/g) na analise

RIFA 1,07+ 0,01 nitrogénio
PVAp 1,65+ 0,03 cripténio
PVARp 1,57+ 0,01 cripténio
PVAS1Rp 1,77+ 0,02 cripténio
PVAS5Rp 1,60+ 0,01 cripténio
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5.3.3.5. Difragao de raios X — DRX
Os resultados de DRX para as particulas hibridas contendo MOM e comparativos
sdo idénticos aos obtidos para as mesmas formulagcbes em hidrogéis conforme

apresentado na Figura 5.42 (ver item 5.2.2.2).

PVAMS5Rp
PVARp
PVAp

e B S RPEA N (V7

Intensidade (u.a.)

2

20

Figura 5.42. Perfis de raios X das particulas hibridas com RIFA e com a maior
concentracédo de argila MOM (PVAMS5Rp) em comparagdo com os perfis de raios X dos
hidrogéis de PVA (PVAp), de PVA com RIFA (PVARp) e dos materiais de partida MOM e
RIFA. Estes dois ultimos tiveram seus picos de difragao caracteristicos assinalado com

retangulos.

Com o objetivo de visualizar o perfil de DRX de todas as particulas preparadas
para a série utilizando a argila MOM tem-se a Figura 5.43 a qual apresenta os perfis de
raios X das particulas hibridas de PVA/MOM com ou sem RIFA em comparagado as
particulas de PVA e PVA/RIFA.
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Figura 5.43. Perfil de raios X das particulas hibridas de PVA/MOM com e sem RIFA em
comparacgao as particulas de PVA e PVA/RIFA. A linha pontilhada indica a regido do pico
de difragao principal para MOM pura. As curvas foram deslocadas verticalmente para

melhor visualizagao.

Da Figura 5.43 pode-se observar os mesmos resultados conforme ja discutidos
para as mesmas formulacées em hidrogéis (ver item 5.2.2.2)

A Figura 5.44 mostra os perfis de raios X das particulas com RIFA e com a maior
concentracéo de argila SEP em comparagao com os perfis de raios X das particulas de
PVA, PVA/RIFA, e dos materiais de partida SEP e RIFA. Observa-se, a priori, que a
simples presenca de RIFA ou SEP ou de ambas concomitantemente nas concentragdes
sugeridas neste trabalho ndo causou alteragdo na microestrutura cristalina da matriz de
PVA, pois o pico de difragdo principal para PVA se manteve. O DRX das amostras
contendo PVA (PVARp e PVAS5Rp) ndo mostram nenhuma evidéncia de reflexdes

cristalinas associadas de RIFA, porém para SEP discutiremos em maior detalhes a seguir.
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Figura 5.44. Perfis de raios X dos hidrogéis nanocompdsitos com RIFA e com a maior
concentracao de argila SEP (PVAS5Rp) em comparagdo com os perfis de raios X dos
hidrogéis de PVA(PVAp), de PVA com RIFA (PVARp) e dos materiais de partida SEP e RIFA.

Estes dois ultimos tiveram seus picos de difragdo caracteristicos assinalado com retangulos.

Com o objetivo de visualizar o perfil de DRX de todos os hidrogéis preparados para
a série utilizando a argila SEP tem-se a Figura 5.45 a qual apresenta os perfis de raios X
das particulas hibridas de PVA/SEP com ou sem RIFA em comparacgao as particulas de
PVA e PVA/RIFA. .
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Figura 5.45. Perfil de raios X das particulas hibridas de PVA/SEP com e sem RIFA em
comparacgao aos hidrogéis de PVA e PVA/RIFA. A linha pontilhada indica a regido do pico
de difracao principal para SEP pura. As curvas foram deslocadas verticalmente para

melhor visualizagao.

Da Figura 5.45 pode-se observar, além pico de difragao principal para PVA, a
presenca, porém em baixa intensidade, do pico de difragdo caracteristico da sepiolita (26=
7,3°) nas amostras PVASS e PVAS5R. Isto indica a presenca de fibras de sepiolita
aglomeradas, provavelmente em funcdo de uma maior concentracdo de argila na
formulacao facilitando a aglomeragao.Tal fato nao foi observado para as demais amostras
para as quais sugere-se estar a sepiolita mais bem dispersa na matriz polimérica.

Assim como para os hidrogéis os tamanhos cristalinos médios, L, foram estimados
a partir da equacao de Scherrer e os resultados dos parametros cristalinos calculados sao

apresentados na Tabela 5.19.
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Tabela 5.19. Valores dos parametros cristalinos para as particulas hibridas.

Amostra 26 (°) L (A)
PVAp 19,7 34
PVARp 19,7 46
PVAM1p 19,8 34
PVAMS5p 19,8 39
PVAM1Rp 19,7 38
PVAM5Rp 19,9 36
PVAS1p 19,6 36
PVAS5p 19,7 32
PVAS1Rp 19,7 32
PVAS5Rp 19,9 29

De acordo com a Tabela 5.19, observa-se que a incorporagdo MOM ou SEP em
menores concentracbes e em comparagao a amostra PVAp, praticamente ndo altera o
tamanho cristalino (L). Observa-se que a incorporagcédo de maior concentragdo de MOM
nas particulas, em comparacdo a amostra PVAp, aumenta discretamente o tamanho
cristalino (L) e de forma contraria, mas também discreta, a maior concentracdo de SEP
diminui o tamanho cristalino (L). Observa-se que a incorporacdo somente de RIFA nas
particulas, em comparagdo a amostra PVAp, aumenta significativamente o tamanho
cristalino (L). Este comportamento esta provavelmente associado ao impedimento
estérico causado pela presenga de rifampicina nas particulas restringindo a mobilidade
molecular das cadeias de PVA durante o crescimento cristalino, impedindo-as de
estabelecer dominios cristalinos bem definidos (Silva, 2007). Com relagdao as amostras de
MOM carregadas com farmaco observa-se tamanho cristalino (L) maiores que quando
comprados com as amostras de SEP também carregadas com farmaco. Tal fato pode
colaborar no entendimento do perfil de dissolugdo das amostras de PVA/SEP/RIFA, ja
que baixos valores L sugerem menor barreira a difusdo do farmaco do sistema polimérico

favorecendo assim a performance de dissolugao.
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5.3.3.6. Calorimetria exploratéria diferencial — DSC

A Figura 5.46 mostra as curvas de DSC das particulas hibridas com RIFA e com a
maior concentragéo de argila MOM em comparagédo com as curvas de DSC dos hidrogéis
de PVA, PVA/RIFA, e dos materiais de partida MOM e RIFA. A Tabela 5.20 apresenta os
valores da temperatura de fusao cristalina (T»), € 0 grau de cristalinidade X. de todos as

particulas hibridas.
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Figura 5.46. Curvas de DSC das particulas hibridas obtidas por spray-drying com RIFA e
com a maior concentracao de argila MOM em comparagao com as curvas de DSC dos
hidrogéis de PVA, PVA/RIFA, e dos materiais de partida MOM e RIFA.
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Tabela 5.20. Parametros térmicos obtidos por DSC para as particulas hibridas obtidas

por spray-drying.*
Amostras
Tm (°C) X (%)°
PVAp 225 36
PVARp 225 34
PVAM1p 226 61
PVAM5p 224 25
PVAM1Rp 224 29
PVAM5Rp 224 32
PVAS1p 226 36
PVAS5p 226 30
PVAS1Rp 225 41
PVAS5Rp 224 34

*O erro experimental associado aos experimentos de analise térmica sdo + 0,8°C e + 1,5 % para T, e

X, respectivamente.

2 X. é calculado pela razdo AH/AH,, , onde AH,, é a entalpia de fusdo do PVA 100 % cristalino (150

J/g).

A partir da Figura 5.46, observa-se para o PVAp um pico endotérmico a 227°C,
correspondente a temperatura de fuséo cristalina (Tr,) do PVA (Silva, 2007). A presenca
de RIFA (amostra PVARp) e de RIFA e MOM (amostra PVAM5Rp) causa leve
deslocamento dos picos endotérmicos de fusao cristalina do PVA para temperaturas mais
baixas. Diferentemente das amostras de hidrogéis, sugere-se que a RIFA na amostra
PVARp ndo atua como agente de nucleacdo ja que o grau de cristalinidade da matriz de
PVA diminuiu de 36 para 34 % sem alteragbes de T, 0 que leva a crer que nenhuma
alteracao de cristalinidade ocorre na amostra com a incorporagado de RIFA em relagao a
amostra PVA. As mesmas observagdes feitas para os hidrogéis valem quanto ao
comportamento térmico de RIFA e MOM puras. Para teores maiores de argila, as
amostras comportam-se de forma idéntica aos hidrogéis observando-se para a amostra
PVAMS5Rp um decréscimo no grau de cristalinidade da (o grau de cristalinidade da matriz

em relagcdo ao PVA diminui de 37 para 26 %).
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Com o objetivo de visualizar todas as curvas de DSC de todos as particulas hibridas
preparadas para a série utilizando a argila MOM tem-se a Figura 5.47 a qual apresenta as
curvas de DSC das particulas hibridas de PVA/MOM com ou sem RIFA em comparagao
as particulas de PVA e PVA/RIFA.

Zmw

PVAM1 Rp .-/”,/ ] h’_
PVAM§E J— o
PVAM1p

Fluxo de calor (mW) - Endo para cima

180 200 220 240
Temperatura (°C)

Figura 5.47. Curvas de DSC das particulas hibridas obtidas por spray-drying de

PVA/MOM . As curvas foram deslocadas verticalmente para melhor visualizagao.

Um pequeno teor de MOM (amostra PVAM1p) alterou os parametros de
cristalinidade atuando a MOM como agente de nucleagdo. A incorporagéo de RIFA no
sistema (amostra PVAM1Rp) diminuiu atipicamente o grau de cristalinidade sem alteracao
da T, assim como para os hidrogéis O mesmo comportamento em relagdo ao grau de
cristalinidade da amostra PVAMSRp observa-se para a amostra PVAM5p, sem alteragao
significativa da T, em fungédo da auséncia de RIFA na amostra.

A Figura 5.48 mostra as curvas de DSC das particulas hibridas com RIFA e com a
maior concentragao de argila SEP em comparagdo com as curvas de DSC das particulas
de PVA, PVA/RIFA, e dos materiais de partida SEP e RIFA.
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Figura 5.48. Curvas de DSC das particulas hibridas obtidas por spray-drying com RIFA e
com a maior concentragcdo de argila SEP em comparagdo com as curvas de DSC dos
hidrogéis de PVA, PVA/RIFA, e dos materiais de partida SEP e RIFA.

A partir da Figura 5.48, podemos considerar as mesmas discussdes ja feitas para a
amostra de PVARp. Para a amostra PVAS5Rp diferentemente para o observado nos
hidrogéis, a sepiolita ndo mais atua como agente de nucleagcédo, observando-se uma
diminuicdo do grau de cristalinidade em relagcdo ao PVA (o grau de cristalinidade da
matriz em relagdo ao PVA diminuiu de 36 para 34 %) porém sem alteragdes significativas
para T, . O mesmo tipo de abordagem utilizada no discurso dos hidrogéis contendo SEP
pode ser adotado aqui para as amostras de RIFA e SEP puras.

Com o objetivo de visualizar todas as curvas de DSC de todos as particulas hibridas
preparadas para a série utilizando a argila SEP tem-se a Figura 5.49 a qual apresenta as
curvas de DSC das particulas hibridas de PVA/SEP com ou sem RIFA em comparagao
as particulas de PVA e PVA/RIFA.
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Figura 5.49. Curvas de DSC das particulas hibridas obtidas por spray-drying de PVA/SEP.

As curvas foram deslocadas verticalmente para melhor visualizagao.

O mesmo comportamento para o hidrogel foi observado para as formulagdes

equivalente as amostras PVAS1p e PVAS1Rp. O mesmo comportamento em relagao ao

grau de cristalinidade e valor de T,, da amostra PVAS5Rp observa-se para a amostra

PVAS5p.

5.3.3.7. Teor de agua

As particulas hibridas apresentaram um teor de agua entre 3% e 5% como

mostrado na Tabela 5.21.
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Tabela 5.21. Resultados de teor de agua das particulas hibridas

de PVA/argila.

Amostra Teor de agua (%)*
PVAp 4,02
PVARp 4,94
PVAM1p 4,00
PVAM5p 5,07
PVAM1Rp 3,97
PVAM5Rp 3,90
PVAS1p 5,05
PVAS5p 4,09
PVAS1Rp 4,90
PVAS5Rp 4,09

*O desvio aceitavel da analise foi ajustado para 0,3 %.

5.3.3.8. Teor de rifampicina e avaliagcéo de rifampicina quinona

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) € uma técnica de separacao
que, em menos de trinta anos, passou a ser um dos métodos analiticos mais utilizados
para fins qualitativos e quantitativos na industria farmacéutica (Tonhi, 2002) O uso de
CLAE inclui acompanhamento das etapas de produgao, controle de qualidade de matérias
primas, testes de estabilidade e estudos de impurezas e produtos de degradagao (ICH,
2000). Nos produtos farmacéuticos consideram-se como impurezas as substancias
presentes na matéria prima do farmaco, como co-produtos ou intermediarios da sintese.
Ja os produtos de degradacao resultam da reagao do farmaco com excipientes (insumos
ou matérias primas sem atividade bioldgica) ou componentes da embalagem. O conjunto
de impurezas e produtos de degradacado € chamado de substancias relacionadas (ICH,
2006). A velocidade da oxidagdo de rifampicina foi avaliada em quatro formulagdes
comerciais onde o teor de rifampicina quinona aumentou entre 1,75 e 2,30 % apds um
ano de estocagem. No entanto, o armazenamento a 4°C resultou em um aumento muito
lento de seu conteudo (Zak, 1982). Apesar de haver pouca informagdo quanto a
toxicidade dos produtos de degradacdo da rifampicina na literatura a investigagdo da
presenca dos mesmos € citada em algumas farmacopéias (Wollinger, 2008). Na
Farmacopéia Americana (USP, 2006) além do teor de rifampicina avalia-se também o

117



percentual de substancias relacionadas, em especial a rifampicina quinona (Figura 5.50).
A analise é realizada por CLAE e a quantificacdo das substancias relacionadas é feita por
comparagao da area do sinal cromatografico da mesma com a de um padrdo de
rifampicina. Os critérios de aceitagcao para a rifampicina quinona encontram-se entre 1,5%
a 4% (Wollinger,2008). A instabilidade da rifampicina reflete-se nos critérios de aceitagao,
extraordinariamente elevados, para seus produtos de degradacao (THE INTERNATIONAL
PHARMACOPOEIA, 2006).

Figura 5.50. Férmula estrutural da rifampicina quinona (Wollinger,2008).

No intuito de se avaliar os teores de rifampicina incorporados nas particulas hibridas,
PVA/argila/RIFA estas foram analisadas por CLAE e os resultados de teor apresentados
na Tabela 5.22.

Tabela 5.22. Resultados de teor em base seca de rifampicina nas particulas hibridas
de PVA/argila obtidos por CLAE.

Amostra Teor (%p/p) Desvio padrao

PVARp 2,60 0,0064
PVAM1Rp 1,87 0,0235
PVAM5Rp 2,26 0,0324
PVAS1Rp 2,57 0,0172
PVAS5Rp 2,68 0,0271

Os teores encontram-se entre 1,87 e 2,68 % p/p. Os resultados obtidos para as
amostras contendo MOM (1,87% para PVAM1Rp e 2,26% para PVAM5Rp) nao foram
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esperados ja que encontram-se significativamente distantes de 2,5%, valor este tedrico da
quantidade de rifampicina incorporada nas particulas, conforme descrito na Tabela 4.1.
Para explicar estes valores abaixo do esperado observou-se durante o processo de
extragdo das amostras PVAM1Rp e PVAMSRp residuo alaranjado o que pode indicar a
nao total extracdo de rifampicina da matriz polimérica. A avaliagdo de teor por esta
metodologia para as amostras contendo montmorilonita ndo € aplicavel, pois alguma
interacao entre PVA/MOM/RIFA ocorre de maneira que a liberagao da rifampicina para o
meio extrator (de natureza mixta aquosa/ndo aquosa) néo é favorecida.
Para efeitos de ilustragdo a Figura 5.51 mostra o aspecto do cromatograma obtido

na analise de CLAE para as particulas de PVA/argila/RIFA.

I Legenda:

h MP MP — matriz polimérica l
| RQUI — rifampicina quinona |

! I RIFA - rifampicina |
|

Figura 5.51. Exemplo de cromatograma obtido para o doseamento de rifampicina
nas particulas hibridas de PVA/argila/RIFA.

Em todos os cromatogramas o tempo de retengao para a rifampicina € em torno de
11 minutos e para rifampicina quinona é em torno de 6 minutos. Na falta de
disponibilidade de padrao de rifampicina quinona para esta analise, a identificagao do pico
para a mesma baseou-se na relagao indicada na USP 29 (que descreve que o tempo de

retencao relativo para rifampicina quinona € em torno de 0,6 e 1,0 para rifampicina).
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Para fins comparativos submeteu-se a RIFA de partida as mesmas condicdes
cromatograficas das particulas obtendo-se um cromatograma (Figura 5.51) bem parecido

com a Figura 5.52, a excec¢ao da presenga do pico referente a matriz polimérica (MP).

mnui §
1 Legenda: : RIFA
& RQUI — rifampicina quinona .l '|
|
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1 |
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F ||
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Figura 5.52. Cromatograma obtido para RIFA.

No intuito de se avaliar a proporgao entre farmaco e o produto de degradacao
comparou-se as areas do sinal cromatografico da rifampicina quinona e rifampicina e
calculou-se as razées RQUI/RIFA apresentadas na Tabela 5.23.

Tabela 5.23. Raz&o entre as areas de RQUI/RIFA nas particulas
hibridas de PVA/argila.

Amostra Razéo entre as areas RQUI/RIFA
RIFA 0,06
PVARp 0,15
PVAM1Rp 0,13
PVAM5Rp 0,13
PVAS1Rp 0,15
PVAS5Rp 0,15
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Houve um aumento da razdo RQUI/RIFA nas particulas hibridas de PVA/argila em
relagdo ao material de partida RIFA. Por um lado o resultado mostra-se razoavel ja que
expusemos a RIFA ao meio aquoso sem controle de tempo quando ainda na forma de
suspensao diluida (etapa prévia a secagem por spray), por outro tal aumento pode-se
tratar apenas de uma limitacdo analitica referente ao preparo da amostra, pois as
particulas passam por um processo prévio extrativo (agua/acetonitrila) que o material de
partida ndo passa, o que pode ter favorecido a degradacdo do farmaco no sistema
polimérico ainda dentro da vidraria analitica. Desta forma ndo podemos julgar a qualidade
das particulas hibridas com relacdo a presengca de produtos de degradagdo. Um
aprofundamento do estudo da metodologia cromatografica, do processo extrativo das
amostras e da estabilidade das solugdes diluidas a serem injetadas devera ser

futuramente realizado.

5.3.3.9. Cinética de sorpgéo de vapor de agua

Determinou-se a cinética de sorpgdo de vapor de agua apenas para as
formulacbes de particulas contendo PVA/SEP/RIFA (amostras PVAS1R e PVAS5R) em
comparagao com as formulagdes PVARp e RIFA pura. As caracteristicas de sorpgao de
vapor destes pos foram avaliadas por DVS. As isotermas de equilibrio de sorpcédo de
umidade (primeiro ciclo) para cada amostra é apresentada na Figura 5.53. Embora os
dois ciclos tenham sido obtidos para cada material (sorp¢do e dessorpgéo), apenas o
primeiro ciclo € apresentado devido ao processo ser reversivel. A Figura 5.52 mostra que
os pos formulados com PVA e argila tem maior afinidade pelo vapor d’agua que a
rifampicina pura: a rifampicina pura adsorve pouca umidade quando exposta a umidades
relativas de até 90% (~4%, UR de 90%). Ja os pds formulados por spray adsorvem uma
maior quantidade de umidade quando expostos as mesmas condigdes de umidade
relativa (~ 32%, UR de 90%). Estes dados explicam em parte o comportamento dos pos
na dissolucido frente a rifampicina pura que ¢é bastante hidrofébica, o que foi
posteriormente constatado pela medida do seu angulo de contato (6 = 115°, vide item
5.1.1.4).
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Figura 5.53. Isotermas de sorpgao de vapor d’agua para RIFA pura e formulada com PVA

e com PVA-argila.

5.3.3.10. Perfil cinético de dissolugéo (in vitro)

A Figura 5.54 mostra as curvas de dissolugido para os pos obtidos da secagem das
suspensdes contendo rifampicina-PVA-argilas por spray-drying. Observa-se que a
liberacdo da rifampicina se da em duas etapas de velocidades diferentes : uma primeira
onde cerca de 60% a 80% do farmaco é liberado em cerca de 9 min, seguida de uma fase
de liberagcdo bem mais lenta que se manteve até os 60 min de duragdo dos ensaios de
dissolugdo, o que pode ser visualizado na Figura 5.54. Além disso, nota-se que a
presenca das argilas nas particulas hibridas alterou a dissolugdo do farmaco, sendo o
efeito dependente do tipo e da concentracédo da argila usada: a liberagdo da rifampicina

foi aumentada com a presenca de SEP e retardada pela MOM.
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Figura 5.54. Perfil cinético de dissolugao da rifampicina a partir das particulas hibridas de
PVA/argila/RIFA obtidas por spray-drying.
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Figura 5.55. % Dissolvido de rifampicina a partir das particulas hibridas de

PVA/argila/RIFA ap6s 9 e 60 min de contato com o meio de dissolugao (ensaio in vitro).

Para o estudo da cinética de dissolugdo deste trabalho, foram aplicados os
modelos citados na Tabela 4.2. Assim como para os hidrogéis outros parametros relativos
a cinética de dissolugao como constante de velocidade de dissolugao (k), meia-vida de
dissolucao (tso%,) € porcentagem liberada em 10 min (Q1¢). A Tabela 5.24 mostra o ajuste
destes trés modelos para os dados experimentais da Figura 5.54, sugerindo que o modelo
de Higuchi € o mais adequado para representar a cinética de dissolugdo dos pos obtidos
por spray-drying (coeficientes de correlagdo da ordem de 0,976 a 0,985). Um melhor
ajuste do modelo de Hixson-Crowell seria um indicativo de que a etapa limitante deste
processo de liberagado da rifampicina dos pos seria a dissolugao dos cristais de rifampicina
apos liberagcdo da matriz de PVA puro ou de PVA-argila sepiolita e ndo a difusdo através
destas matrizes. No entanto, o ajuste do Modelo de Higuchi como o mais apropriado para
representar os dados cinéticos obtidos neste estudo sugere que a etapa de dissolugao da
matriz polimérica e difusdo do farmaco através dos poros gerados torna-se o mecanismo

limitante da fragao de rifampicina que € solubilizada no meio de dissolugao.
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Tabela 5.24. Modelo de liberagado segundo o coeficiente de correlagéo (r) para as

particulas hibridas de PVA/argila/RIFA.

Amostra Modelo de liberacéo

Primeira ordem Higuchi Hixson-Crowell
PVARp 0,931 0,985 0,898
PVAM1Rp 0,924 0,981 0,887
PVAM5Rp 0,906 0,976 0,898
PVAS1Rp 0,938 0,980 0,898
PVAS5Rp 0,933 0,984 0,898

Assim como para os hidrogéis, fez-se a aplicagdo do modelo matematico de Higuchi

para a dissolugao das particulas hibridas obtidas por spray-drying demonstrada na Figura

5.54. A partir do modelo de Higuchi e da Figura 5.56 foram determinados os parametros

cinéticos descritos na Tabela 5.25.
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Figura 5.56. Aplicagdo do modelo matematico de Higuchi para a dissolugéo das particulas

hibridas obtidas por spray-drying.
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Tabela 5.25. Valores médios (n=3) dos parametros de dissolugéo a partir do modelo
Higuchi das particulas hibridas de PVA/argila/RIFA.

Amostra k t509% Q1o Equacdes de
(min ") (min) (%) regresséo *
PVARp 25,90 3,73 81,90 y = 25,90x
PVAM1Rp 27,55 3,29 87,12 y = 27,55x
PVAMS5Rp 26,86 3.47 84,94 y = 26,86x
PVAS1Rp 31,91 2 46 100,91 y =31,91x
PVAS5Rp 27,89 3,21 88,20 y = 27,89x

k = constante de velocidade de dissolugao.

ts00 = Meia-vida de dissolugéo, ou seja, tempo no qual se dissolvem 50% da rifampicina.
Q1o= quantidade de rifampicina dissolvida aos 10 minutos.

*x =t"% e y = % Dissolvido de rifampicina.

Analisando os valores de k, tso%, € Q1o, Observa-se para as particulas hibridas de

PVA/argila/RIFA a seguinte ordem de desempenho de dissolugao:

K pvarp < K pvamsrp < K pvamirp <K pvassrP<K pvasirp

v

melhor dissolugao

A Figura 5.57 apresenta os dados cinéticos obtidos experimentalmente para as
formulacées de PVA e rifampicina (PVARp) e de PVA-sepiolita-rifampicina (PVASSRp),
em comparagao aos dados calculados a partir da equacédo de Higuchi (Tabela 5.25).
Nota-se a boa previsdo da quantidade de rifampicina dissolvida a partir destas

formulacgdes por este modelo matematico.
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Figura 5.57. Comparacéao entre as curvas cinéticas experimentalmente obtidas e curvas

calculadas pelo modelo de Higuchi.

O modelo de Higuchi é frequentemente utilizado para descrever a velocidade de
liberacdo controlada de um farmaco a partir de um sistema matricial. Esse modelo de
difusdo, supde que uma matriz porosa degradavel em uma fase liquida se dissolve
lentamente no meio a partir da penetracdo do liquido através de seus poros. O material
dissolve-se lentamente na fase liquida e difunde através da estrutura da matriz pelas
interconectividades entre os poros. Este mecanismo, proposto para representar o
mecanismo de liberacdo das particulas hibridas obtidas por spray-drying é ilustrado na

Figura 5.58.
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Mecanismo sugerido de liberagao da rifampicina das particulas hibridas: O
meio aquoso penetra nas particulas e dissolve o farmaco. Como
consequéncia, sdo formados canais na estrutura da matriz (que € insoluvel
ou se dissolve com dificuldade), através dos quais o farmaco & gradualmente
liberado por difusdo (modelo de Higuchi).

Figura 5.58. Representagdo do mecanismo de liberagao da rifampicina das particulas

obtidos por spray-drying segundo modelo de Higuchi.

A matriz de PVA (com ou sem argilas) € hidrofilica. Neste caso, no processo de
dissolucédo, o meio aquoso deve hidratar a matriz polimérica que intumesce e forma uma
camada gelificada. A rifampicina contida nessa camada dissolve e difunde a partir da
matriz ou é liberado quando ela sofre erosdo. Quando a camada gelificada erode, expde a
superficie da particula novamente e o processo se repete. Este mecanismo deve
corresponder ao real mecanismo de liberacdo da rifampicina para as particulas obtidas
por spray-drying, o que piora o ajuste dos dados cinéticos ao modelo de Higuchi visto que
este é aplicado com maior exatiddo a matrizes pouco soluveis que nao apresentam

capacidade de intumescimento como ilustrado na Figura 5.59.
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Particulas hibridas geradas
por spray drying

Mecanismo provavel de liberagdo da rifampicina das particulas hibridas: o
meio aquoso hidrata a matriz polimérica que intumesce e forma uma camada
gelificada. A rifampicina contida nessa camada dissolve e difunde a partir da
matriz ou € liberado quando ela sofre erosdo. Quando a camada gelificada
erode, expde a superficie da particula novamente e o processo se repete.
Figura 5.59. Representagdo do mecanismo de liberagao da rifampicina das particulas

hibridas obtidas por spray-drying: particulas sofrem intumescimento e erosao.

A Figura 5.60 mostra os perfis de dissolugdo das particulas hibridas de
PVA/sepiolita/RIFA (amostras PVAS1Rp e PVAS5Rp) e de PVA/RIFA (amostra PVARpP)
em comparacado aos perfis cinéticos obtidos de misturas fisicas destes componentes
preparadas nas mesmas proporcdées massicas usadas nas formulagcdes das particulas.
Nota-se que o efeito obtido com a secagem dos cristais de rifampicina dispersos em
solugdo de PVA na presenca ou nao da argila sepiolita € bastante diferente do efeito
obtido na dissolugdo da rifampicina apenas misturada fisicamente a estes mesmos
componentes. Portanto, a formagao de uma matriz polimérica, nanoestruturada ou nao,
altera o mecanismo de liberagao dos cristais de rifampicina para o meio de dissolugcao e

acelera a sua dissolugao como desejado.
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Figura 5.60. Perfil cinético de dissolucéo das particulas hibridas de PVA/sepiolita/RIFA
(PVAS1Rp e PVAS5Rp) e de PVA/RIFA (PVARp) em comparagao aos perfis cinéticos
obtidos de misturas fisicas destes componentes preparadas nas mesmas proporgcdes

massicas usadas nas formulag¢des das particulas.
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5.4. Nanonizacao do farmaco modelo

5.4.1. Determinagé&o experimental da solubilidade da rifampicina de partida

Os valores experimentais de solubilidade da rifampicina nos solventes puros sao

demonstrados na Tabela 5.26.

Tabela 5.26. Solubilidade da rifampicina nos solventes puros.

Solventes puros Solubilidade da rifampicina
(mg/q)
Agua 0,72 £0.038
Tampao fosfato 1,02 £ 0.036
Liquido i6nico* =90,0
*n=1

A solubilidade da rifampicina em meios aquosos € baixa ficando na ordem de 1
mg/g de solvente. O liquido i6nico usado foi o 1-etil 3-metil imidazolium metil-fosfonato
(densidade = 1,2 g/ml) (Figura 5.61).

\/NE/N\
(CH,O0)(H)PO,

C,H;sN,PO;

Figura 5.61. Estrutura do 1-etil 3-metil imidazolium metil-fosfonato (cation = 1-etil-3-metil

imidazolium; anion = metil-fosfonato).
A solubilidade da rifampicina neste liquido idnico € superior a 90mg/g de solvente e

mostrou-se ser um bom solvente para a rifampicina, quando comparado com outros

solventes (resumo da literatura na Tabela 5.27).
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Tabela 5.27. Solubilidade da rifampicina em diferentes solventes.

Solvente Solubilidade Classificagao Referéncia Observagodes
(mg/ml)
1-etil 3-metil 108
imidazolium metil-
fosfonato
Agua 2,5 Muito pouco (Mehta, 2007) & 25°C, 10 g sdo
soluvel soluveis em 100 ml

de agua em pH 2,0;
0,4 g/100 ml em pH
5,3 e 0,28 g/100 ml

em pH 7,3.
Tampé&o fosfato 3,8 - (Mehta, 2007) a30°C
Oleo de soja 45,4 - (Mehta, 2007) a30°C
Miritato de isopropila 10,0 - (Mehta, 2007) a30°C
Palmitato de isopropila 6,6 - (Mehta, 2007) a30°C
Acido oléico > 250 - (Mehta, 2007) a30°C
Etil oleato 6,3 - (Mehta, 2007) a30°C
Polissorbato 80 22,0 - (Mehta, 2007) a30°C
Polissorbato 20 20,1 - (Mehta, 2007) a30°C
Alcool etilico - Pouco soluvel (Martindale, 2002) -
Acetona - Pouco soluvel  (Martindale, 2002) -
Metanol 60 Soluvel (Reverchon, 2000; a temperatura
Martindale, 2002) ambiente
Cloroférmio - Soluvel (Martindale, 2002) -
Acetato de etila 40 Solavel (Reverchon, 2000; a temperatura
Martindale, 2002) ambiente
DMSO 120 (a - (Reverchon, 2000; a 15°C, 10 mg/ml em
temperatura THE MERCK DMSO é estavel por
ambiente) INDEX, 2001) 18 meses (Karlson,
1969)
n-metil 2-pirrolidona 80 - (Reverchon, 2000) a temperatura
ambiente
Diclorometano 60 - (Reverchon, 2000) a temperatura
ambiente
Tetrahidrofurano - Livremente (THE MERCK -
soluvel INDEX, 2001)
Tetracloreto de carbono - Pouco soluvel (THE MERCK -
INDEX, 2001)

Os valores experimentais de solubilidade de rifampicina em misturas de liquido

ibnico e tampao fosfato sdo apresentados na Tabela 5.28.
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Tabela 5.28. Solubilidade da rifampicina em misturas de liquido ibnico e tampéo fosfato

com diferentes composicoes

Mistura de LI /TP Solubilidade da rifampicina
(% de liquido ibnico Proporcao (mg/g de solugéo)
na mistura) massica LI:TP
0,99 (1:100) 1,4
4,8 (1:20) 2,1
9,1 (1:10) 29
16,7 (1:5) 4,0

A Figura 5.62 reune os dados experimentais de solubilidade da rifampicina no
liquido ibnico, tampéao fosfato e suas misturas em diferentes proporcdes. Ela mostra que a
solubilidade da rifampicina aumenta na mistura de liquido idnico e tampéao fosfato com o
aumento da proporcgao de liquido ibnico; no entanto, a solubilidade da rifampicina é ainda
baixa em uma mistura com 16,7% de liquido i6nico (4,0mg/g de solugdo) em comparagao
com a solubilidade deste farmaco no liquido i6nico puro (>90mg/g de solvente). Esta
composicdo da mistura (LI:TP 1:5) foi entdo fixada para uma segunda série de

experimentos realizadas, sendo que inicialmente a proporcéo fixada foi de LI: TP 1:10.

120
100

: /
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om—“"/
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Concentracdode RIFA{mg/g)

LI/Tampao (%p/p)

Figura 5.62. Variagao da solubilidade da rifampicina com a composi¢ao da mistura de
liquido iénico e tampao fosfato.

5.4.2. Processo de cristalizagcédo da rifampicina

A experiéncia de cristalizacao foi realizada em diferentes condigdes operacionais.

Em resumo as variaveis estudadas foram:

- Arelagdo de massa entre solvente (liquido idnico) e anti-solvente (tampéao fosfato).
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- O tempo de agitacéo do sistema rifampicina solvente/anti-solvente: 30 segundos ou

4horas.

Os balangos de materiais foram realizados para determinar a rendimento do
processo em termos de massa de solido recristalizado. Partindo de uma propor¢do em
massa de liquido ibnico: tampao fosfato de 1:5 ou 1:10. A Tabela 5.29 apresenta os pesos
utilizados e os calculos tedricos do desempenho esperado de cada um desses

experimentos.

Tabela 5.29. Balango de material e os rendimentos tedrico para os experimentos de

cristalizacao realizados com diferentes relagbes LI/TP.

Relagao LI/ TP

Item

1/10 1/5
Massa de LI - MLI (g) 42,2 422
Massa inicial de rifampicina -

4,17 4,17
MRif (g)
Concentragao de rifampicina no liquido i6nico 89.9 89.9
(mg/g de solvente)
Massa de anti-solvente utilizada - MTP (g) 410,8 211,2
Massa total do sistema de rifampicina
(MRif+MLI+MTP) - Mtotal (g) 4572 257,6
Concentragao de rifampicina no sistema - Cexp
(mg/g de solugéo) 9,1 16,2
Concentragao de equilibrio de rifampicina no
sistema Rif-LI-TP
Ceq (mg/qg) - (Vide Tabela 5.27) 2.9 4.0
(Cexp — Ceq) = AC (mg/g) 6,2 12,2
Massa de rifampicina recuperada teoricamente
Mteo=(AC * Mtotal) (g) 2,85 3,14
Rendimento maximo teorico (%)
(Mteo / MRif) *100 68,2 75,3

Teoricamente, no final dos experimentos devem ser obtidos rendimentos de 75,3%
para o propor¢ao LI:TP de 1:5 e de 68,2% para LI:TP 1:10 (a cinética ndo é levada em
conta neste calculo). O calculo do rendimento, assim como a saturagdo do meio reacional
¢ interferido pela diluicdo que a adicao do anti-solvente proporciona. Como as saturagoes

para as razdes solvente:anti-solvente (1:5 e 1:10) sdo proximas, o efeito de diluigao
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proporciona um rendimento mais importante para uma razdo solvente:anti-solvente baixa,
ou seja, 1:5. O controle de massa de todas as etapas de manipulagao foi realizado para
estimar as perdas devido as transferéncias (solugdes preparadas, frascos esvaziados,
filtros e solidos recuperados). As perdas de rifampicina para o meio reacional e durante as
etapas de lavagem com tamp&o fosfato e agua também foram calculadas. O sdlido
recuperado foi pesado apos a secagem. A quantidade resultante € chamada de massa
seca. Finalmente o rendimento do processo em termos de solido recristalizado é

calculado pela divisdo da massa seca pela massa inicial de rifampicina (Tabela 5.30).

Tabela 5.30. Rendimentos do processo de recristalizacao

Amostra Proporgéao Tempo de Rendimento Perda de
LI:TP processo % p/p rifampicina%
p/p*
Cris03 1:10 30 min 24,6 >
Cris07 1:10 4 h 36,0 53,2
Cris08 1:5 4 h 47,2 50,0
Cris14 1:5 4 h 48,9 45,4
Cris 16 1:5 30s 45,8 40,2

*referente as perdas de rifampicina para os meios sobrenadantes (meio reacional, lavagens com
tampéo fosfato e agua), **nao foi determinado.

Conforme previsto pelos calculos de rendimento tedrico, pode-se observar
melhores rendimento para a propor¢cdo LI:TP de 1:5. A diferengca observada entre os
rendimentos tedricos e os rendimentos experimentais obtidos é devido a um efeito
cinético, pois a cristalizacdo nao é concluida apés 4 horas, além das perdas durante as
transferéncias e lavagens. O experimento Cris03 nao teve seu rendimento levado em
conta pelo fato de se tratar de um experimento ainda preliminar de cristalizagao, porém o
sélido obtido foi submetido a algumas caracterizagées no intuito de se avaliar o estado
solido do produto obtido por este inovador sistema de cristalizagdo. Uma vez sendo a
estabilidade da rifampicina pH dependente, o pH dos sobrenadantes das diferentes
etapas do processo de recristalizagdo por anti-solvente foi monitorado e encontram-se

listados na Tabela 5.31.
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Tabela 5.31. Resultados de pH dos sobrenadantes das diferentes etapas do processo de

recristalizagcao por anti-solvente (medi¢des realizadas entre 25 e 28 °C)

Amostra Etapas do processo
Apos Apos lavagem  Apds lavagem
centrifugacéo com tampao com agua
fosfato
Cris03 6,3 6,8 7,0
Cris07 6,3 6,8 7,0
Cris08 6,0 6,7 7,0
Cris14 6,6 6,8 7.1
Cris 16 6,6 6,8 7.1

A faixa de pH de trabalho mostrou-se entre 6,0 e 7,1, ou seja, proximas as

condigbes de neutralidade onde a estabilidade da rifampicina € maxima.

5.4.3. Cinética de cristalizagcdo da mistura LI: TP, na propor¢édo 1:5

A cinética foi realizada no intuito de se avaliar o efeito do tempo sobre a producéao

de cristais (rendimento). Durante os experimentos de cristalizagao, observou-se que, apos

a separagédo de cristais, mais cristais comegavam a aparecer no sobrenadante (apds

cerca de 30 minutos). Para entender esses resultados, determinou-se a variagdo na

quantidade de rifampicina em solugdo ao longo do tempo e comparou-se estes valores

com a concentragao de equilibrio do sistema (solubilidade da rifampicina em LI:TP 1:5,

apresentados na Tabela 5.28). Este teste foi realizado em triplicata e o valor médio

utilizado para plotar o grafico de concentragcéo de rifampicina versus tempo (Figura 5.63).
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Figura 5.63. Cinética de cristalizagédo da rifampicina para a relagéo LI:TF de 1:5.

5.4.4. Caraterizagao da rifampicina recristalizada

5.4.4.1. Morfologia

A Figura 5.64 mostra fotomicrografias obtidas por MEV de cristais recristalizados

de rifampicina, em comparagao com cristais da rifampicina de partida (RIFA).

Figura 5.64. Fotomicrografias obtidas por MEV: (a) RIFA de partida e (b) recristalizada
(condigdes: LI: TP de 1:5 ; 4h de agitacdo).
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A recristalizagdo gera formas e tamanhos de cristais diferentes dos cristais de
origem. A Figura 5.64b mostra particulas sem forma especifica e de tamanho
nanométrico visivelmente bem aglomeradas. O tamanho pequeno dos cristais poderia
explicar em parte a rapida dissolugdo dos mesmos (a ser explicada mais a frente), apesar
do efeito negativo de aglomeracgéo. Esta aglomeragao pode ter ocorrido durante o tempo
de agitacdo do sistema e também durante a etapa de secagem em estufa. As demais
fotomicrografias obtidas por MEV (Figuras 5.65 até 5.69) encontram-se a seguir e estao
organizadas por ordem de magnificagdo a<b<c, onde pode-se observar nas menores
magnificagdes o aspecto das particulas aglomeradas assim como na maior magnificagéo,

formas tais como ja descritas para Figura 5.64b.
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Figura 5.65. Fotomicrografias obtidas por MEV do experimento Cris 03 (condi¢des: LI/TP 1:10, 30 min de agitagéo) por ordem

de magnificagéo.

Figura 5.66. Fotomicrografias obtidas por MEV do experimento Cris 07 (condi¢des: LI/TP 1:10, 4h de agitagao) por ordem de

magnificacao.
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Figura 5.67. Fotomicrografias obtidas por MEV do experimento Cris 08 (condigdes: LI/TP 1:5, 4 h de agitagéo) por ordem de

magnificagao.

Figura 5.68. Fotomicrografias obtidas por MEV do experimento Cris 14 (condi¢des: LI/TP 1:5, 4 h de agitagdo) por ordem de

magnificacao.
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Figura 5.69. Fotomicrografias obtidas por MEV do experimento Cris 16 (condigdes: LI/TP 1:5, 30 s de agitagdo) por ordem de

magnificacao.
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5.4.4.2. Analise granulométrica

A analise foi realizada apenas para a amostra Cris08 (condi¢gdes de processo:
proporgao LI:TP 1:5, 4 h de agitacédo) a qual apresentou um didmetro médio de particula
de 282,7 nm. Apesar do tamanho nanométrico o material encontra-se bastante

aglomerado.

5.4.4.3. Difracdo de raios X — DRX

Conforme ja discutido no item 5.1.1.2 sugere-se que a amostra RIFA (material de
partida), caracteriza-se como uma mistura das formas polimorficas |, |l e amorfa, pois
apresenta os picos caracteristicos de ambas as formas (porém com menor intensidade) e
além disso os resultados de DSC indicam presenca de forma amorfa. O perfil de DRX das
amostras recristalizadas apresentadas na Figura 5.70 foi bem diferente do perfil da RIFA,
pois ndo apresenta picos definidos e sugere-se que estas amostras estejam em estado

amorfo segundo descrito em literatura e também ja discutido no mesmo item 5.1.1.2.

CRIS3
CRIS7
CRIS8
CRIS14
CRIS16

Intensidade (u.a.)

RIFA

|

|

10 20
20

0

Figura 5.70. Perfil de DRX de RIFA e dos experimentos de recristalizagao pela técnica do

anti-solvente.

As variagdes das condigdes de processo avaliadas (proporgcao LI TP e tempo de

recristalizag&o), em principio geraram soélidos de mesma caracteristica, ou seja, amorfos.
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5.4.4.4. Calorimetria exploratéria diferencial — DSC

Com base na Figura 5.71 a amostra Cris 03 apresentou exoterma de
decomposicdo em 267°C. A amostra RIFAF2 apresentou endoterma de fusdo em 196°C,
seguido de recristalizagdao em forma | (exoterma em 207°C) que se decompde em 255°C.
Os picos obtidos para as amostras representativas das formas polimoérficas | e |l
correspondem ao descrito na literatura. A amostra RIFA apresenta um exoterma a 208°C
(189 — 226°C) seguido de decomposigao a 259°C e segundo dados da literatura sugere
ser a forma amorfa da rifampicina, porém tal sugestdo deve ser confirmada por DRX,

caracterizagao esta apresentada a seguir.
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Figura 5.71. Curvas de DSC de RIFA e do experimento de recristalizagao Cris03.

Com base na Figura 5.71 observa-se que a amostra Cris03 e RIFA apresentaram
perfis térmicos semelhantes (CrisO3 apresenta exoterma na faixa de 170 — 220°C seguido
de decomposicdo a 257°C enquanto que RIFA apresenta exoterma entre 189 — 226°C
seguido de decomposigédo a 259°C). Frente a essas informagdes e também resultados de
DRX observados no item acima (5.4.4.3) pode-se sugerir que o material recristalizado é
amorfo. No intuito de se avaliar o pequeno ruido observado no largo exoterma entre 170 —
220°C para a amostra Cris03, submetemos alumina as mesmas condigbes de

recristalizacdo da rifampicina (mistura em liquido iénico/tampao fosfato, seguido de
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lavagens com tampao fosfato e agua). Isto foi realizado na hipétese de que algum
material residual proveniente do ensaio de recristalizacdo pudesse estar afetando este
sinal, porém tal hipotese n&o foi constatada ja que nenhum evento térmico foi observado

para alumina apds a simulacdo do ensaio de recristalizagao (cddigo LAV na Figura 5.71)
5.4.4.5. Solubilidade em agua do material recristalizado

Verificou-se que a solubilidade em agua do material recristalizado (solubilidade da
amostra Cris08 em agua = 0,94 mg/g + 0,041) foi maior do que os cristais originais de
rifampicina (solubilidade da amostra RIFA = 0,72 mg/g + 0,038) com um aumento de

cerca de 30% . O aumento da solubilidade pode estar associado a redu¢cdo do tamanho

de particula obtido apds o processo de recristalizacao.

5.4.4.6. Teor de agua

As particulas recristalizadas apresentaram um teor de agua entre 6% e 9% como

mostrado na Tabela 5.32.

Tabela 5.32. Resultados de teor de agua das amostras recristalizadas de rifampicina

Amostra Teor de agua (%)*
Cris03 6,93
Cris07 8,91
Cris08 7,00
Cris14 7,55
Cris16 6,80

*O desvio aceitavel da analise foi ajustado para 0,3 %.
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5.4.4.7. Teor de rifampicina

A Tabela 5.33 mostra os resultados de teor de rifampicina em base seca das

amostras recristalizadas obtidos por espectrofotometria de UV-Vis.

Tabela 5.33. Resultados de Teor de rifampicina em base seca nas amostras

recristalizadas

Amostra Teor (%p/p) Desvio padrao
Cris03 93,12 3,34
Cris07 107,63 3,79
Cris08 96,06 1,95
Cris14 98,37 i
Cris16 95,07 1,69

*Em fungéo de problemas durante a analise n=1 para esta amostra

Os teores encontram-se entre 93 e 108 % p/p. A USP 29 menciona na monografia
da matéria prima rifampicina um teor de pureza em base seca entre 95 e 103 %, porém o
meétodo utilizado € por CLAE, método este que nao foi possivel de se utilizar nesta etapa
do trabalho. Desta forma ndao podemos comparar os resultados obtidos, porém leva-se a

crer que a ordem de grandeza dos valores de teores obtidos estejam adequados.

5.4.4.8. Avaliagao de rifampicina quinona

Para efeitos de ilustragdo a Figura 5.72 mostra o aspecto do cromatograma obtido

na analise de CLAE para o material recristalizado Cris03.
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Figura 5.72. Exemplo de cromatograma obtido para a amostra de rifampicina

recristalizada (Cris03).

No cromatograma observamos que o tempo de retengdo para a rifampicina
recristalizada € em torno de 11 minutos e para rifampicina quinona é em torno de 6
minutos. Assim como ja discutido no item 5.3.3.8 a identificacdo do pico de rifampicina
quinona baseou-se na relagdo indicada na USP 29 (que descreve que o tempo de
retencao relativo para rifampicina quinona é em torno de 0,6 e 1,0 para rifampicina). A
mesma relagao também foi encontrada para a RIFA de partida (vide Figura 5.52).

No intuito de se avaliar a proporgao entre farmaco e o produto de degradagao
comparou-se as areas do sinal cromatografico da rifampicina quinona e rifampicina e para

as amostra RIFA e Cris03 e calculou-se as razbées RQUI/RIFA apresentadas na Tabela
5.34.

Tabela 5.34 - Razao entre as areas de RQUI/RIFA na amostras

recristalizada de rifampicina (Cris03)

Amostra Raz&o entre as areas
RQUI/RIFA

RIFA 0,06

Cris 03 0,10
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Observamos apenas um aumento discreto da razdo entre areas para a rifampicina

recristalizada quando comparada com a RIFA de partida. Sugere-se, portanto, que o

processo de recristalizacdo adotado com o uso do solvente inovador liquido i6nico nao

favorece a degradagdo da rifampicina e o aumento da razdo observado pode ser

proveniente de outros fatores, como das limitagdes analiticas do método analitico utilizado

conforme ja discutido no item 5.3.3.8.

5.4.4.9. Perfil cinético de dissolug&o (in vitro)

A Figura 5.73 apresenta as curvas de dissolugcédo para as amostras de rifampicina

recristalizada em diferentes condigdes de processo.
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Figura 5.73. Perfil cinético de dissolugdo das amostras de rifampicina recristalizadas em

diferentes condi¢cdes de processo em comparag¢ao aos cristais de partida.
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A curva para Cris 16 corresponde a um ensaio onde o tempo de cristalizagao foi de
30s a contar da introdugao de todo o volume de solugéo de rifampicina em liquido ibnico
no tampéao fosfato, sendo os materiais cristalizados imediatamente lavados e secos.

A curva 08 e 14 (média) refere-se a médias dos resultados de dissolugao obtidos
para os experimentos Cris 08 e 14 ambos realizados nas mesmas condi¢cdes de processo
(LI:TP 1:5 e 4h de agitagao) pois trata-se da duplicagao do procedimento de cristalizacao
0 qual adotamos para a continuidade dos estudos de cristalizagdo (estudo de agentes
dispersantes para conter a aglomeragéo do material recristalizado).

A comparagao entre as curvas apresentadas na Figura 5.73 mostra que:

- as curvas mostram o efeito positivo da recristalizacdo pelo aumento da dissolugao dos
materiais recristalizados pelo processo desenvolvido neste trabalho em comparacdo com
a RIFA de partida, o que depende da proporcao entre solvente e anti-solvente usados no

sistema; no sistema estudado, a dissolugao € melhorada para LI: TP de 1:5.

- com relagdo ao tempo de recristalizagdo (4h ou 30s), é fato que nos primeiros 20
primeiros minutos as duas curvas se sobrepbem, e observa-se uma tendéncia de melhor
performance para o menor tempo de recristalizacdo; esta tendéncia se deve muito
provavelmente ao menor grau de aglomeragao dos cristais rapidamente retirados do meio
liquido onde, apds formacéo, estes tendem a se aglomerar.

A analise cinética da liberacao in vitro do material recristalizado sera abordada no
item 5.4.6.6.

5.4.5. Modificagbes do processo de cristalizagdo da rifampicina

No intuito de reduzir a aglomeracdo observada no material recristalizado obtido até
entdo, estudamos o efeito de um agente dispersante (polimero soluvel em tampé&o fosfato)
sobre a cristalizacdo de rifampicina. O polimero utilizado foi a hidroxipropilmetilcelulose
(HPMC), cuja estrutura quimica é dada na Figura 5.74. O HPMC ¢é um éter de celulose
obtido por modificagdo quimica de pasta de celulose de funcionalidade complexa em sua
cadeia de polissacarideo apresentando caracteristica anfifilica (hidrofilica e hidrofébica)
que o torna funcional para diminuir da tensao interfacial entre um meio hidrofilico € um

meio hidrofébico.
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Figure 5.74. Estrutura quimica do HPMC (Siepmann, 2001).

Da literatura sabemos que a molécula de HPMC soluvel no anti-solvente (agua)
pode também melhorar a dispersdo e reduzir a aglomeragao de cristais de atorvastatina
calcica a partir do mecanismo mostrado no esquema da Figura 5.75 (Zhang, 2009). Esta
ultima ilustra que o HPMC ¢é adsorvido na superficie das nanoparticulas formadas durante

a introducao da solugao organica na fase aquosa, que inibe a aglomeragao de particulas.

la)

(b)

agitacao

agua

B g

N M — ~
: z@@

A

Figura 5.75. (a) Esquema do mecanismo de estabilizacdo das nanoparticulas de
atorvastatina calcica (ilustradas como pontos vermelhos) com HPMC (b) a partir do

momento da adigdo do anti-solvente seguido de agitagao (adaptado de Zhang, 2009).
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Uma segunda hipotese de reduzir a aglomeracao dos cristais foi testada inserindo-

se sepiolita no sistema de cristalizagao. Duas formas de incorporagao foram testadas:

- Sepiolita incorporada no liquido iénico contendo a rifampicina dissolvida,

- Sepiolita introduzida no anti-solvente (tampao fosfato).

A proporc¢ao inicialmente utilizada de sepiolita para a massa de RIFA foi de 3:1 com
base na mesma proporgéo destes dois materiais nas formulagdes de hidrogel (codificada
como PVAS1R) assim como das particulas (codificada com PVAS1Rp) com a menor
relacdo massica de sepiolita. A proporcdo massica a mesma utilizada nas formulagdes
dos hidrogéis e particulas com projecao futura da incorporacdo do material recristalizado
obtido (hibrido RIFA/SEP) diretamente ao sistema polimérico estudado nos itens
anteriores (itens 5.2 e 5.3).

Os materiais recristalizados obtidos tiveram seus rendimentos calculados (Tabela
5.35) e foram também caracterizados (discussédo no item a seguir). Assim como no item
5.4.2, o pH dos sobrenadantes das diferentes etapas do processo de recristalizacao

modificado foram monitorados e encontram-se listados na Tabela 5.36.

Tabela 5.35 — Rendimentos do processo de recristalizacao

Amostra Agente dispersante Rendimento Perda de
% plp rifampicina
% p/p*
Cris09 Sepiolita em LI 59,79 45,58
Cris10 Sepiolita em TP 61,04 40,61
Cris12 HPMC 0,1% em TP 46,43 45,66
Cris 15 HPMC 0,5% em TP 49,10 45,29

*referente as perdas de rifampicina para os meios sobrenadantes

(meio reacional e lavagens com tampao fosfato e agua)
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Tabela 5.36 — Resultados de pH dos sobrenadantes das diferentes etapas do processo de

recristalizagdo modificada (medi¢des realizadas entre 25 e 28 °C)

Amostra Etapas do processo
Apos Apoés lavagem  Apds lavagem
centrifugacéao com tampao com agua
fosfato

Cris09 6,0 6,7 7,0
Cris10 6,0 6,7 71
Cris12 6,5 7,0 7,4

Cris 15 6,6 6,8 7.1

A faixa de pH de trabalho mostrou-se entre 6,0 e 7,4, e também proximas a
neutralidade assim como o material recristalizado obtido pelo processo convencional, sem

uso de dispersantes.

5.4.6. Caraterizagdo da rifampicina recristalizada modificada

5.4.6.1. Morfologia

Em termos de morfologia as particulas geradas a partir do processo de
cristalizagdo modificado (com uso de dispersantes) ndo foi muito diferente do aspecto
morfolégico do material recristalizado obtido pelo processo tradicional. Observou-se
também particulas sem forma especifica e aglomeradas. Para as amostras Cris 09 e 10
além do aspecto aglomerado das particulas de rifampicina, observou-se também a
presenca de agulhas de sepiolita, a qual foi recuperada junto com o material recristalizado
ao final do processo, pelo fato de nao se solubilizar no meio reacional. O fato de ainda
assim se observar particulas aglomeradas se deve, provavelmente, ao tempo de agitagao
do sistema e também a etapa de secagem em estufa. As demais fotomicrografias obtidas
por MEV (Figuras 5.76 até 5.79) encontram-se a seguir e estdo organizadas por ordem de
magnificagdo a<b<c, onde pode-se observar nas menores magnificagcdes o aspecto das
particulas aglomeradas assim como na maior magnificagao, formas tais como ja descritas

para Figura 5.64b.
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Figura 5.76. Fotomicrografias obtidas por MEV do experimento Cris 09 (condigdes: LI/TP 1:5, 4 h de agitacéo, sepiolita em LI) por
ordem de magnificagao.

Figura 5.77. Fotomicrografias obtidas por MEV do experimento Cris 10 (condigdes: LI/TP 1:5, 4 h de agitagéo, sepiolita em tampao
fosfato) por ordem de magnificagéo.
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Figura 5.78. Fotomicrografias obtidas por MEV do experimento Cris 12 (condi¢des: LI/TP 1:5, 4 h de agitagao, HPMC 0,1% em
tampéao fosfato) por ordem de magnificagao.

o= - o o
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Figura 5.79. Fotomicrografias obtidas por MEV do experimento Cris 15 (condi¢des: LI/TP 1:5, 4 h de agitacdo, HPMC 0,5% em
tampao fosfato) por ordem de magnificagao.
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5.4.6.2. Analise granulométrica

A tabela 5.37 mostra os resultados de diametro médio de algumas
amostras de material recristalizado obtidas pelo processo modificado de
cristalizagdo. Os didmetros obtidos foram maiores que para o material
recristalizado pelo processo tradicional, porém tal fato deve estar associado as

caracteristica de aglomeragao que ainda assim estes materiais possuem.
Tabela 5.37. Resultados de didametro médio das amostras de rifampicina

recristalizadas pelo processo modificado.

Amostra dp (nm)
Cris10 433,5
Cris12 310,5
Cris 15 353,3

*dp = didmetro médio

5.4.6.3. Difracdo de Raios X — DRX

O perfil de DRX das amostras recristalizadas Cris 12 e 15 apresentadas
na Figura 5.80 foi similar ao perfil obtido para a amostra Cris 14 (proveniente
da cristalizagao tradicional), ou seja, o material obtido também se encontra no
estado amorfo e a presenca do agente dispersante HPMC nao alterou esta
caracteristica.

O perfil de DRX das amostras recristalizadas Cris 09 e 10 também
apresentados na Figura 5.79 foi bem diferente do perfil da amostra Cris 14. A
presenca de sepiolita misturada com o material recristalizado é evidenciada
pelo difratograma (Figura 5.80) , pois observa-se o pico caracteristico de
sepiolita em 26 de 7,5° conforme ilustrado na Figura 5.10. Nenhum pico
referente a rifampicina pode ser observado sugerindo-se que a mesma

encontra-se no estado amorfo.
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Figura 5.80. Perfil de DRX dos experimentos de recristalizagdo pela técnica do

anti-solvente modificada pelo adigdo de agentes dispersantes em comparagao

ao material recristalizado obtido pelo processo tradicional (amostra Cris14).

5.4.6.4. Teor de agua

As particulas

recristalizadas obtidas

pelo processo modificado

apresentaram um teor de agua entre 6% e 11% como mostrado na Tabela

5.38.

Tabela 5.38. Resultados de teor de agua das amostras recristalizadas obtidas

pelo processo modificado.

Amostra Teor de agua (%)*
Cris09 8,57
Cris10 9,43
Cris12 5,94
Cris 15 11,32

*O desvio aceitavel da analise foi ajustado para 0,3 %.
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As amostras Cris 09 e 12 apresentaram teores de umidade bem similares
as amostras obtidas pelo processo tradicional. As amostras Cris 10 e 15 ja
apresentaram valores de umidade maiores. Para a amostra Cris 10 sugere-se
que isso se deve a presenca da argila sepiolita que possui caracteristica
absorvente de agua e neste experimento estas agulhas de sepiolita devem
estar mais disponiveis pelo fato de terem sido adicionadas no anti-solvente,
aumentando a afinidade do material pela umidade do ar. Para a amostra Cris
15 a maior concentracéo (0,5%) de HPMC (polimero hidrofilico) pode alterar a

afinidade do material com a agua assim como a umidade do ar.
5.4.6.5. Teor de rifampicina

A Tabela 5.39 mostra os resultados de teor de rifampicina em base seca
das amostras recristalizadas via processo modificado obtidos por

espectrofotometria de UV-Vis.

Tabela 5.39. Resultados de Teor de rifampicina em base seca nas

amostras recristalizadas pelo processo modificado

Amostra Teor (%p/p) Desvio padrao
Cris09 57,10 2,41
Cris10 57,38 1,87
Cris12 90,70 2,98
Cris 15 97,76 0,89

Os teores para as amostras Cris 12 e 15 encontram-se entre 90 e 98 %
p/p faixa bem proxima dos resultados de teores obtidos para os matérias
recristalizados pelo processo tradicional. Os teores obtidos para as amostras
Cris09 e 10 mostram-se em torno de 57 % p/p. O baixo teor de rifampicina
nesta amostras € em funcdo do efeito diluicdo que as particulas de sepiolita

exerceram nestas misturas, j@ que a mesma € recuperada junto com a
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rifampicina ao final do processo de recristalizacdo. No entanto entre as
amostras o desvio foi bem pequeno, o que significa uma boa reprodutibilidade
dos processos de recristalizagdo independente de onde se adiciona o agente

dispersante.

5.4.6.6. Perfil cinético de dissolug&o (in vitro)

Os materiais recristalizados obtidos pelo processo modificado foram
caracterizados pelo teste de dissolugdo. A partir da Figura 5.81 podemos
concluir que as particulas obtidas em presenca de HPMC no processo anti-
solvente dissolvem mais facilmente do que aquelas obtidas sem HPMC
(processo tradicional) e mais ainda se comparados com a RIFA de origem. Isto
pode ser explicado pelo fato que o HPMC aumentar a afinidade da particula
pela agua melhorando sua dispersdo quando em contato com o meio de
dissolucdo. O efeito é discretamente maior quando se utiliza a concentragao de
0,5 %.

. B e
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Cris12 (HPMC 0,1%)

seemees Crisl5 (HPMC 0,5%)
40

% Dissolvido

—a— Cris08 e 14 (média)

wei— RIFA
20

a 20 40 a0 80 100 120 140 160 18O

Tempo (min)

Figura 5.81. Perfil cinético de dissolugdo da rifampicina recristalizada, obtida
com (Cris 12 e 15 - condigbes experimentais: 4h, LI:TP de 1:5)) e sem HPMC
(média dos experimentos Cris 08 e 14) no anti-solvente (tampéo fosfato) em

comparagao com a RIFA de partida.
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Figura 5.82. Perfil cinético de dissolucdo da rifampicina recristalizada em
presenca de sepiolita (em liquido idbnico ou em tampao fosfato) em comparagao
ao material obtido pelo processo de cristalizagdo tradicional (média dos

experimentos Cris 08 e 14) e RIFA de origem.

A Figura 5.82 mostra que a presenca de sepiolita no sistema afeta a
formagdo das particulas de rifampicina, melhorando sua dissolugdo. As
hipéteses testadas basearam-se na possibilidade da sepiolita, por um lado
servir de suporte aos cristais de rifampicina imediatamente apds a formacéao
dos mesmos (quando incorporada no liquido ibnico em presencga da rifampicina
em solugao) evitando assim a formac&o de aglomerados; por outro lado, este
mesmo efeito poderia ser obtido estando a sepiolita previamente dispersa no
tampao fosfato. A dissolucdo das particulas € melhorada de forma
praticamente independente da incorporacédo da rifampicina no sistema, apesar
de uma aparente tendéncia de aumento deste efeito pela incorporagcéo da

sepiolita no liquido idnico.
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Figura 5.83. Perfil cinético de dissolugdo da rifampicina recristalizada em
presenca de sepiolita em liquido i6nico (Cris 09) e em presengca de HPMC

(0,5% em tampao fosfato — Cris 15) comparados a RIFA de origem.

A partir da Figura 5.83 pode-se concluir que as duas estratégias de
agentes dispersantes (sepiolita no liquido iénico e HPMC 0,5% em tampé&o
fosfato) séo boas para o processo de dissolugdo da rifampicina em agua. Estes
resultados, embora preliminares, abrem uma possibilidade de preparacao de
materiais hibridos de formulagdo base idéntica a utilizada nos sistemas
hidrogéis e nas particulas hibridas obtidas por spray-drying (PVA-sepiolita-
rifampicina) partindo-se do farmaco ja associado a sepiolita pelo método de
recristalizacdo apresentado neste trabalho. Tal procedimento ndo existe ainda
descrito na literatura.

Para o estudo da cinética de dissolugdo desta parte do trabalho, foram
aplicados os modelos de Hixson-Crowell e 0 modelo de primeira ordem (vide
Tabela 4.2). O modelo de primeira ordem descreve a liberacdo de sistemas
para os quais a velocidade de dissolugao € dependente da concentragdo do
farmaco que se dissolve. Alguns autores tém utilizado o modelo de primeira

ordem como método de comparacdo modelo dependente de perfis de
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dissolugdo de formas farmacéuticas sélidas de liberacdo convencional (Ishi,

1996), dentre estas, comprimidos de liberagcao imediata (Serra, 2007).

O modelo de Hixon-Crowell (Hixson, 1931) propde que a velocidade de
liberagdo € limitada pela velocidade de dissolugcdo das particulas do farmaco.
Este modelo tem sido usado para descrever o perfil de liberacdo tendo em vista
a diminuicdo da superficie das particulas de farmaco a medida que a
dissolucado ocorre. Outros parametros relativos a cinética de dissolugao como
constante de velocidade de dissolugcdo (k), meia-vida de dissolugao (tso%) €
porcentagem liberada em 45 min (Q4s5) também foram calculados. A Tabela
5.39 mostra o ajuste destes dois modelos para alguns dos experimentos de
melhores resultados obtidos neste estudo comparados a RIFA de partida.
Observou-se valores de r muito préoximos (>0,983), mostrando que os dados

experimentais se ajustam a ambos os modelos (Tabela 5.40).

Tabela 5.40. Modelo de liberagado segundo o coeficiente de correlagéo (r)

para as particulas recristalizadas.

Modelo de liberacéo

Amostra Primeira ordem Hixson-Crowell

RIFA 0,999 0,999
RECRIS* 0,999 0,999
Cris12 0,992 0,988
Cris15 0,988 0,983
Cris09 0,999 0,998

*RECRIS — média dos resultados de dissolugédo dos
experimentos Cris08 e 14.

A partir desta analise, pode-se concluir que, no caso das particulas de
rifampicina recristalizada, a liberacdo do farmaco é imediata (convencional), no
entanto, a etapa de dissolugéo € a etapa limitante deste processo de liberagao
do farmaco em meio aquoso. As Figuras 5.84 e 5.85 mostram respectivamente
0 ajuste dos modelos de primeira ordem e Hixson-Crowell para alguns dos

experimentos de melhores resultados obtidos neste estudo.
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Figura 5.84. Aplicagao do modelo matematico de primeira ordem aos

perfis de liberagao in vitro para alguns dos experimentos de melhores

resultados obtidos neste estudo.
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Figura 5.85. Aplicagdo do modelo matematico de Hixson-Crowell aos

perfis de liberagao in vitro para alguns dos experimentos de melhores

resultados obtidos neste estudo.
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A partir do modelo de primeira ordem e de Hixson-Crowell foram
determinados os valores de k para alguns dos experimentos de melhores

resultados obtidos neste estudo (Tabela 5.41).

Tabela 5.41. Valores de k e equagdes de regressao a partir dos modelos de
primeira ordem e Hixson-Crowell para alguns dos experimentos de melhores

resultados obtidos neste estudo.

Modelos
Primeira ordem Hixson-Crowell

Amostra k Equacdes k Equagbes de

(min ) de regressdo * (min ) regressao **
RIFA -0,011 y =-0,011x + 4,609 0,003 y = 0,003x - 0,001
RECRIS* 0,022 y =-0,022x + 4,607 0,007  y=0,007x + 0,001
Cris12 -0,034 y =-0,034x + 4,559 0,010 y =0,010x + 0,018
Cris15 -0,037 y =-0,037x + 4,490 0,010 y =0,010x + 0,041
Cris09 -0,029 y =-0,029x + 4,618 0,009 y = 0,009x - 0,001

k = constante de velocidade de dissolugao.
*x =1 ey=In % N&o dissolvido
** x =tey = 1-[(1-%Dissolvido/100)"]

Embora os valores de k ndo possam ser utilizados para comparacao
direta uma vez que os mesmos variam consideravelmente entre os modelos
cinéticos, sua importancia esta no fato de que sao empregados nos calculos de
ts0% (Meia vida de dissolugao). Este ultimo é de extrema importancia, na medida
em que se estabelece o tempo necessario para que 50% do farmaco esteja
dissolvido. Assim, para produtos nos quais a liberacdo do farmaco € mais

rapida, os valores de tso, serdo mais baixos.

Com base nos parametros obtidos pela cinética de Hixson-Crowell
(modelo mais préximo do que representa fisicamente o processo de dissolugao
das particulas recristalizadas obtidas neste trabalho) calculou-se o tempo
médio necessario para dissolugdo de 50% (tso%) da rifampicina presente nas
diferentes amostras geradas assim como Qs (quantidade % de rifampicina
dissolvida aos 45 minutos) (Tabela 5.42). O tempo de 45 minutos foi escolhido

com base na Farmacopéia Americana (USP) que descreve para formas
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farmacéuticas solidas de liberacdo imediata contendo rifampicina uma
especificacdo para o ensaio de dissolugdo de Q45 = 80 % °, apesar de utilizar

condicdes de dissolugao diferentes das desenvolvidas neste trabalho.

Tabela 5.42. Valores médios (n=3) dos parametros de dissolugéo a partir do
modelo Hixson-Crowell para alguns dos experimentos de melhores resultados

obtidos neste estudo.

Amostra ts00 Qa5
(min) (%)
RIFA 68,4 35,50
RECRIS* 29,3 68,00
Cris12 18,8 84,94
Cris15 16,5 86,81
Cris09 22.8 79,04

ts00 = Meia-vida de dissolugdo, ou seja, tempo no qual se dissolvem
50% da rifampicina.
Q4s= quantidade de rifampicina dissolvida aos 45 minutos.

Com base no parametro tsoy, Observa-se que os materiais recristalizados
na presenga de HPMC dissolvem a rifampicina no menor espago de tempo. Em
seguida teriamos o material recristalizado com sepiolita (quando incorporada
em liquido i6nico), seguido do material somente submetido a recristalizagcao
tradicional sem uso de agentes dispersantes. RIFA como ja se esperava (vide
item 5.1.1.7) apresentou o pior valor de tsp,. Com base no paréametro Q45 as
amostras Cris 12, 15 e 09 mostram-se promissoras na sua utilizagao direta em
formulacdes solidas orais, visto ao seu bom desempenho de dissolugédo no

tempo estabelecido da USP.

® O valor de Q é encontrado nas monografias de dissolugdo da USP e define-se como o
percentual minimo liberado a partir da dosagem declarada de farmaco na forma farmacéutica
num intervalo de tempo determinado.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir
que as trés estratégias tecnolégicas que foram investigadas (hidrogéis
nanocompdéstitos obtidos por casting, particulas hibridas de PVA/argilas obtidas
por spray-drying e a diminuicdo ao nivel nanométrico do tamanho do farmaco

modelo influenciaram a velocidade de dissolugéo da rifampicina.

Quanto aos sistemas hidrogéis, estes foram utilizados neste trabalho
como ferramenta de estudo das formulagbes PVA/argila/RIFA e ndo como

tecnologia escalonavel para a industria farmacéutica.

O estudo permitiu a obtencao de informacgdes valiosas com relagdo ao
efeito da composicdo quimica e estrutura fisica destes sistemas
nanocompdsitos nas caracteristicas funcionais dos hidrogéis como a
capacidade de liberacdo de uma substancia ativa neles contido (no caso, o

farmaco rifampicina).

Além disso, comprovou-se que estes hidrogéis apresentam um elevado
grau de dispersao das argilas na matriz de PVA, com elevada caracteristica de

sistema nanocompdsito.

Dependendo da argila utilizada, constatou-se efeitos diferentes nas
estruturas dos hidrogéis e respostas diferentes de desempenho na liberagéo da

rifampicina:

- A sepiolita permite melhor liberagao da rifampicina pelo fato do fator de forma
desta argila permitir um aumento significativo no volume livre local e
consequentemente na dindmica molecular das cadeias de PVA (com
diminuicdo dos valores de Tg), além disso, os sistemas contendo sepiolita
apresentaram maior tamanho de malha em funcdo de interacbes menos

intensas entre esta argila e a matriz polimérica.

- A montmorilonita proporcionou os piores resultados de dissolugdo para
rifampicina, pois apresentaram valores de tamanho de malha menores e

interagcdes mais intensas com a matriz polimérica.
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Quanto as particulas hibridas estudadas também comprovou-se que
estas comportam-se de forma diferente de uma simples mistura fisica dos

componentes como comprovado pelos testes de dissolucéo in vitro:

- As particulas contendo sepiolita apresentaram os melhores resultados de
dissolucdo de rifampicina pelo fato de possuirem pequenos valores de
tamanhos cristalinos médios (L) sendo assim menor barreira a difusdo do

farmaco do sistema polimérico.

- As particulas contendo montmorilonita apresentaram os piores resultados de
dissolugéo de rifampicina, acarretado pelo estado aglomerado das particulas (o
que pode ser observado pela variagdo dos tamanhos de particula médios
destas formulagdes) e, consequentemente, diminuindo sua area de contato
com o meio e também pelo fato de possuirem grau de cristalinidade (Xc)

variavel entre as amostras.

Os sistemas em particulas se mostraram interessantes uma vez que
geram estrutura que permite controlar a velocidade de dissolugao da
rifampicina. Estas particulas poderiam contribuir como material de partida para
formulagcbées farmacéuticas de uso oral ja que melhoram as caracteristicas
fisico-quimicas como a molhabilidade do farmaco modelo. Restam as

particulas problemas tecnoldgicos associados ao controle de aglomeragao.

Uma nova forma de apresentagcdo do farmaco foi explorada neste
trabalho, inovando-se o processo (utilizando liquidos iGnicos como solvente) e
na forma de apresentagdo da rifampicina (nanocristais). Os resultados mais

significativos foram:

- Reducgédo do tamanho do farmaco para escala nanométrica melhorando assim

as propriedades de solubilidade e cinética de dissolugao.

- Alteragdo da estrutura cristalina do farmaco (amorfizagdo) também

favorecendo os parametros citados acima.

- Possibilidade de controle do tamanho dos cristais pela presenga de agentes

estabilizantes (dispersantes) como o HPMC e argilas (sepiolita).
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Os estudos de recristalizagao, embora ainda preliminares, abrem uma
possibilidade de preparacdo de materiais hibridos (PVA-sepiolita-rifampicina)
partindo-se de cristais associados a sepiolita pelo método de recristalizagao
estudado, o que poderia ser explorado na continuidade desta linha de
investigacao. Nenhum trabalho similar de associacdo destas argilas a um

farmaco durante sua recristalizagao foi identificado na literatura.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Realizar estudo mais aprofundado quanto a melhoria da aglomeragao
das particulas hibridas obtidas por spray-drying.

Realizar estudo da estabilidade da rifampicina recistalizada.

Uma vez apresentando a nova rifampicina (recristalizada) uma
solubilidade maior em meio aquoso, otimizar a incorporagdo de um teor mais
alto de farmaco nos sistemas poliméricos, facilitando assim a caracterizacao e
investigacao dos sistemas nanocompdsitos obtidos, pois permitiria também o
estudo em diferentes concentragcbes de PVA e argilas.

Realizar medidas de espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS),
de modo a acessar regides que possam dar indicagdes do grau de dispersao e
do tamanho dos dominios cristalinos do PVA e das particulas de argila.

Obtencao de imagens por microscopia eletrénica de transmissao (TEM)
dos sistemas hidrogéis e das particulas, de modo complementar os estudos de
morfologia para caracterizagdo de sistemas nanoestruturados.

Realizar microscopia Raman dos sistemas hidrogéis e das particulas, na
busca de uma melhor discriminacdo dos componentes da formulagao,
principalmente quanto a dispersdo das argilas e do farmaco rifampicina na
matriz polimérica de PVA.

Avaliar a citotoxicidade dos sistemas poliméricos obtidos, de modo a

confirmar sua utilizacdo como biomaterial compativel.
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9 — ANEXOS

ANEXO A

Curva de calibracédo para rifampicina para anélise em UV-Visivel a 482 nm

e em meio de DMSO.
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ANEXO B

Curva de calibracédo para rifampicina para anélise em UV-Visivel a 333 nm

e em meio aquoso.
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ANEXO C

Curva de calibracdo para rifampicina para anélise em CLAE.

(gerado a partir do equipamento).

Calibration Curves
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Residual Std. Dev.: 1.96614
Formula: y = mx + b

m: 12826.74871

bz 6.90035e-1

x: Amount [mg/ul]

y: Area
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ANEXO D

Curva de calibracéo para rifampicina para anélise em UV-Visivel a 475 nm

e em meio de Liquido iénico/tampéo 6,8.
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ANEXO E
Lista de espectros de UV-Visivel indicando as regifes de absorcéo para

rifampicina em diferentes meios:

Figura E.1. Espectro de UV-Visivel para Rifampicina em meio aquoso.

Figura E.2. Espectro de UV-Visivel: (a) de rifampicina em meio de solugao
tampéao pH 6,8 e (b) da solugdo tampéao pH 6,8 pura.

Figura E.3. Espectro de UV-Visivel: (a) de rifampicina em meio de DMSO e (b)
de DMSO puro.

Figura E.4. Espectro de UV-Visivel: (a) de rifampicina em meio de liquido idnico
e (b) de liquido iénico puro.

Figura E.5. Espectro de UV-Visivel: (a) de rifampicina em meio da mistura

liquido i6nico e solugao tampéo 6,8 (1:5) e (b) da mistura liquido iénico e
solugéo tampao 6,8 (1:5) pura.
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ANEXO F

Lista de espectros de relaxacdo dinamico-mecanica:

Figura F.1. Espectro de relaxagdo dinamico-mecanica do hidrogel PVAa 1 Hz .

Figura F.2. Espectro de relaxacdo dinamico-mecanica dos hidrogéis
nanocompdsitos de PVA/MOM a 1 Hz.

Figura F.3. Espectro de relaxagao dindmico-mecanica dos hidrogéis
nanocompositos de PVA/SEP a 1 Hz.
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