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INTRODUCAO

Desenvolver novos materiais destinados a fabri¢abfencéo de sistemas para
liberacdo modificada de farmacos, qualificados comligpositivos sitios-alvo-
especificos, constitui campo atrativo e de extramesafio a pesquisa académica,
voltada a aplicacdo no campo industrial farmacéutistes sistemas objetivam quebrar
os longos esquemas posologicos inerentes aos émtiasnconvencionais, reduzindo
efeitos colaterais e aumentando a resposta terepéutlas substancias
farmacologicamente ativas, garantindo um melhorerggamento na liberacdo do
farmaco. Neste contexto merecem destaque aquedtsmas destinados as regides
distais do trato gastrintestinal (TGI), mais esfiemnente ao ambiente colénico.

A regido colénica abriga mais de 500 tipos de easpédacterianas
(BAZZOCCHI et al., 2002, OLIVEIRA & CAVALCANTI, 20@ e ZARONI, 2006). As
atividades fisioldgicas presentes nesta regido,octempo de transito intestinal lento
associado a pH proximo do neutro, baixa atividadeineatica e a presenca de
substratos como nutrientes bacterianos faz conoduabitat colonico seja amplamente
diversificado, Unico e complexo (YANG et al.,, 20@NHA et al., 2003, FRIEND,
2005 e ORLU et al., 2006).

Muitos polissacarideos tém sido sugeridos na geralg novos materiais
destinados ao desenvolvimento de sistemas terapguttonsiderando as vastissimas
habilidades dos polissacarideos incluindo, prinataente, a biodegradabilidade
especifica no ambiente colbnico tem justificado awativa aplicacdo como carreadores
de farmacos, incentivando a pesquisa e desenvatinue novos sistemas terapéuticos
para liberacdo modificada destinados a administracél (CAVALCANTI et al.,2002,
2005; BUNHAK et al, 2007 a, b;).

Os polissacarideos séo resistentes a passagenpqreio superior do trato
gastrintestinal, apresentando, porém, biodegradatlié exclusiva no ambiente
colénico pela microflora anaerdbica ali residel@INHA et al., 2001, FRIEND, 2005).
Entretanto, a maior limitacdo encontrada parazatfio de muitos polissacarideos
biodegradaveis, no desenvolvimento de novos sistgraea liberacdo modificada, é a
sua alta solubilidade em meio aquoso e sua baofaipdade em formar filmes.

A limitacdo apresentada pelos polissacarideos datoii a excipiente
farmacotécnico podera contribuir para uma liberapiematura e indesejada do

principio ativo no segmento proximal do trato gaststinal (TGI), quando estes



materiais estdo envolvidos como carreadores deaffysn Uma alternativa para reduzir
a elevada solubilidade consiste em modifica-losnggamente sem comprometer a sua
biodegradabilidade frente & microflora colénica\[SA et al, 2003 e FRIEND, 2005).

Conforme a literatura, implementar novos matewgie envolvam os polimeros
sintéticos consagrados na aplicacdo industrial daémtica com os polimeros naturais
e/ou modificados quimicamente, constitui ferrameartamissora capaz de desencadear
forte sinergismo ao desenvolvimento de novos seseierapéuticos (CAVALCANTét
al., 2002; GABAS & CAVALCANTI, 2003; FREITAS & CAVAL@NTI, 2004;
ROSINA, BARONI & CAVALCANTI, 2004; CODAGNONEet al, 2004; LAMIN et
al., 2006; REIet al, 2003 e 2006; OLIVEIRA & CAVALCANTI, 2007).

Alguns polimeros acrilicos flmogénicos sdo recand@mente eficazes quanto
as suas habilidades de favorecerem um direcionameéos farmacos as regides
especificas do trato gastrintestinal. Entre estestacam-se aqueles cuja solubilidade é
pH dependente (ex.: Eudragit 100, EudragitL 100, mais recentemente Eudrai
30D, amplamente usados no revestimento). Entretafgans quadros patolégicos do
trato gastrintestinal podem favorecer alteracoesideraveis das faixas normais do pH
fisioloégico. Exemplo bastante ilustrativo refereaas pacientes portadores de colite
ulcerativa, onde o pH colonico atinge valoregdg7. Assim, propostas de formulagbes
visando a liberacdo em faixas de pH alcalino, r@s com esses polimeros pH
dependentes poderao apresentar elevadas limitegapguticas.

A associacdo de polimeros sintéticos aos polisslme naturais e/ou
modificados quimicamente representa desafio decagilb no desenvolvimento de
novos materiais voltados a producédo de formas detdd elevado grau de sitio-alvo-
especificidade (CAVALCANTI et al, 2002; GABAS & CAVALCANTI, 2003;
FREITAS & CAVALCANTI, 2004; ROSINA, BARONI & CAVALCANTI, 2004;
CODAGNONE et al, 2004; LAMIN et al, 2006; OLIVEIRA & CAVALCANTI,
2007; BUNHAK et al, 2007 a, b).

Para promover a modificacdo estrutural de polisgd®as, tem sido sugerido o
trimetafosfato trisédico (TMFT). O TMFT é um agengéiculante eficiente aplicado na
induUstria alimenticia e ndo apresenta toxicidadadna (LACKet al, 2004). O TMFT
reage com 0s grupos hidroxilas dos polissacaritigasdo covalentemente as cadeias
poliméricas, deixando os grupos carboxilicos deuregpolissacarideos livres para
futuras modificacées. Essa reacéo de reticulagdéimgre a diminuigdo da solubilidade
dos polissacarideos, uma vez que, o numero dexilagdivres para interagir com a



agua fica reduzido (GLIKO-KABIRet al, 2000; DULONGet al, 2004; LACKet al,
2004 e CAVALCANTIet al, 2005).

Outra técnica bastante utilizada com sucesso € difioagdo de oligo-
polissacarideos (dextrana, inulina, galactomanaganea arabica) através da reacao
com metacrilato de glicidila (GMA). Objetivo desteacdo de modificacdo € a
introduc@o de grupos vinilicos na estrutura dosspatarideos. Estes grupos vinilicos
posteriormente reagem via radicais livres geraetioulos entre as cadeias poliméricas,
produzindo os hidrogéis de polissacarideos (DIJKEMQUIS et al, 1995;
VERVOOT et al, 1997; REISt al, 2003 e 2006).

O polissacarideo pectina, quando reticulado, geatenial insolivel, mas que
intumesce em meio aquoso. No entanto, a reticulpgédera comprometer a habilidade
filmogénica. Visando melhorar a propriedade filmugé, propusemos neste trabalho
associar este polissacarideo reticulado (Pect-TBIPEct-GMA) a dispersao aquosa do
polimero sintético EudraditRS 30 D, de acordo com metodologias presentes em
literatura para obtencéo de filmes isolados po#édmente adequados para aplicacdo no
revestimento de sistemas solidos orais destinadoslibéracdo modificada,
especialmente, as regides distais do TGl (CAVALCARN(Tal, 2002; CHOURASIA &
JAIN, 2003; LIUet al, 2003; CODAGNONEet al, 2004 e BUNHAKet al, 2007 a,
b).

Essa associacdo pode ser benéfica por garantirr mepoodutibilidade com
relacdo a cinética de liberacao sitio-especifiog uez que a pectina constitui substrato
especifico para ser totalmente degradada pelasnaszsecretadas pela microflora
presente na regido colonica (principalmenBacteridides, Bifidobacterium e
Eubacterium (DONGOWSKIet al, 2002 e CHOURASIA & JAIN, 2003).

Vale salientar que a expectativa mais promissorstedérabalho recai na
possibilidade da aplicagdo de muitas moléculasaguesentam elevada limitacdo para
administracdo oral, uma vez que, ndo suportam igérecias fisiologicas do ambiente
inGspito do trato gastrintestinal (variacdes de phzimas digestivas, sais biliares). A
liberacdo especifica e consequiente absor¢cdo dadasntomo a insulina, endorfinas (e
seus analogos), hormdnios contraceptivos, calcitgnhorménios de crescimento,
vacinas orais entre outros, no ambiente colOGnicoegea estabelecer excelentes
perspectivas tanto para terapias locais, assim ceist&micas (SINHAet al, 2001,
2003 e 2005; LIUet al, 2003; IRACHEet al, 2005; DUPUISet al, 2006; ORLUet
al., 2006 e IBEKWEet al, 2006).
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RESUMO — Neste trabalho a pectina de baixa metoxilagcémdéalificada
guimicamente pela reacdo com Metacrilato de GlecilEMA), obtendo-
se material com reduzida hidrossolubilidade. Apasacterizacao fisico-
guimica por analises d€T-IR, DSCe TGA a pectina metacrilatada (Pect-
GMA) foi reticulada com Persulfato de sddio (PSH®B°C por 24 e 48
horas em presenca/ou ndo de dispersdo aquosa wweetaatilato
(Eudragi® RS 30 D) para obtencdo de filmes isolados pel@gssn
“casting” em placa de Tefléh Os filmes foram obtidos fazendo-se variar
as concentracées de Pect-GMA, Eudfagis 30 D e do PS (2 % p/v). Os
filmes isolados foram caracterizados pela detergdinala permeabilidade
ao vapor d’agua (TVA), pelo indice de intumescirng(t; %) em fluidos
de simulacéo gastrica (FSG) e intestinal (FSI) renpicroscopia eletrénica
de varredura (MEV). Os filmes avaliados apresentagpil-dependéncia.
Isto pode ser atribuido a presenca de grupos wgigzda Pect-GMA. O
maior kq % observado em pH= 6,8 quando comparado ao pH¥ol,2
evidenciado pela porosidade observada nas micragrafos filmes
liofilizados em FSI. Assim, filmes constituidos cdtndragi® RS 30 D,
polimero tempo dependente, contendo a Pect-GMAegraodresultar no
sinergismo de acdo favorecendo a biodegradabilidesjgecifica da
pelicula em regido distais do trato gastrintestil@Gl) por enzimas
produzidas pela microflora colbnica, possibilitandma cinética de
liberacdo modificada de farmacos.

Unitermos:
* Pectina Metacrilatada,
* Filmes isolados;
« Eudragif RS 30 D;
* Liberagdo modificada.



INTRODUCAO

Atualmente muitas moléculas terapeuticamente psoras e disponiveis pelas
industrias farmacéuticas e de biotecnologia (insyliendorfinas e seus andalogos,
hormoénios contraceptivos, calcitonina, hormoénioscoescimento, vacinas orais, etc)
apresentam elevada limitacdo para administracab Braretanto, estas entidades
quimicas potencialmente aptas e extremamente @e@Essa0 mercado, ndo suportam
as exigéncias fisioldégicas do ambiente indspitdraim gastrintestinal (variagdes de pH,
enzimas digestivas, sais biliares) (IRACHE et2005; DUPUIS et al., 2006; ORLU et
al., 2006; IBEKWE et al., 2006).

Nesse contexto, tem merecido destaque o recurapldacéo da tecnologia de
revestimento na concepcado prioritariamente dersedereservatorios. Os materiais e
equipamentos disponibilizados ao processo constitusonstante desafio para
formuladores e uma promissora fonte de solucdo plepositos terapéuticos
relacionados aos farmacos. O propoésito maior desfescos esta centrado na aplicacao
de materiais poliméricos voltados ao desenvolvimene¢ sistemas cada vez mais
eficientes para veiculacao e liberacdo modificaglé&dmnacos, dotados de elevado grau
de sitio-especificidade (BUNHAK et al., 2007 a)eA disso, estes sistemas podem ser
extremamente Uteis quando se deseja retardar rad@mgabsorcdo do principio ativo
em casos de patologias que apresentam um ritmad@ro noturno (aplicacdo da
cronofarmacologia), como asma noturna, angina pgecatoartrite (ORLU et al., 2006,
IBEKWE et al., 2006 e MASTIHOLIMATH et al., 2006).

Pesquisas recentes tém sugerido o desenvolvimentoodos materiais para
revestimento farmacéuticos constituidos por poldmeraturais associados a polimeros
sintéticos (dispersdo aquosa) ja consagrados pelsstiia farmacéutica (Surele8se
Aquacoaf, ECD® e polimeros acrilicos, tais como Eudr3gS 30 D, NE 30 D, RL 30
D e FS 30 D). Esses polimeros de base aquosa aa@seomo vantagem evitar a
utilizacdo de solventes organicos, minimizando anmexidade dos processos e
instalagBes industriais, promovendo a extingdorgoss de explosdes e danos ao meio
ambiente e operadores (SINHA et al., 2003; IBEKWElg 2006 e BUNHAK, et al.,
2007 a, b). Além disso, estes materiais garanteséramia de toxicidade nas
formulacdes farmacéuticas, respeitando as boaggwsdate fabricacdo e as emergentes

leis ambientais.



Dispersfes aquosas de EudfagkS 30 D tém sido largamente usada em
aplicacbes industriais, e amplamente investigada desenvolvimento de novos
materiais destinados as formulacfes de novos sstemais para liberacdo modificada
(controlada e sustentada). Estes polimeros dispsnam forma aquosa apresentam
potencial espectro de aplicacdo no revestimento pééetes, microparticulas,
nanoparticulas, além das formas farmacéuticas asolidéssicas (PEETERS &
KINGET, 1993; OLIVEIRA & CAVALCANTI, 2007 e BUNHAK et al., 2007 a).

Além de oferecer protecdo contra fatores externosjo luz, ar e umidade
(garantindo estabilidade as formas farmacéuticasyestimentos baseados em
copolimeros de metacrilatos, a exemplo do Eudt&®8 30 D, permitem perfis de
liberacdo com baixa permeabilidade, e difusdo otada de farmacos (PETEREIT &
WEISBROD, 1999 e AKHGARI et al., 2006).

O crescente interesse pela utilizacdo de polimeadsrais hidrofilicos como
carreadores de farmacos pode ser justificado peta ggande disponibilidade na
natureza (plantas, microorganismos, animais, glgasporcionando baixo custo de
aquisicao. Estes materiais apresentam ampla vdeeataestruturas e propriedades, alta
estabilidade, boa propriedade geleificante, bioampidade, atoxicidade e facilidade
de modificacdo quimica e/ou bioquimica. Além dissn resistentes a passagem pela
porcao superior do trato gastrintestinal, apreselitaporém, biodegradabilidade pela
exclusiva microflora anaerdbica residente no antbieonlonico (SINHA et al., 2001;
FRIEND, 2005 e ORLU et al, 2006).

Encontrada em diversas espécies vegetais, prinogpaé nas células da parede
celular,a pectina é responsavel pela manutencao da eatritustentacdo das plantas.
Esse polissacarideo apresenta-se predominantentam® um polimero linear
constituido quimicamente por mondémeros de acidaReguronico em ligacdes(1-

4), ocasionalmente interrompidos por monomeros-deaminose em ligacoes(1-2).
Porém, outros monémeros também podem fazer pastecalieias laterais, como 0s
acucares neutros D-galactose, L-arabinose, D-xilosamnose, L-fucose e tracos de 2-
O-metilfucose (PEREZ et al., 2000; PEREZ et alQ2205ILVA & BRAGA, 2004).
Além disso, a pectina apresenta elevado peso matepodendo variar entre 50.000 a
180.000 g/mol. Dependendo do grau de substituigg&aycupos carboxila presentes nos
mondmeros de acido D-galacturdnico, por grupos xilat¢-OCHS3), a pectina pode ser
classificada como de alta metoxilacao / esteriica@cima de 50%) e de baixa (abaixo

de 50%). Desse modo, a pectina pode ser descritdeamos de uma estrutura



“candnicd por apresentar estrutura quimica bastante hetesmye complexa (PEREZ
et al., 2000; PEREZ et al., 2003; CHOURASIA & JARQO3).

Porém, o maior desafio encontrado na utilizacdo p#tina para o
desenvolvimento de revestimentos farmacéuticosnéerea sua solubilidade em meio
aquoso e sua limitada propriedade em formar filmagje podera contribuir para uma
liberacdo prematura e indesejada do principio atiu@ndo este polissacarideo
constituir o suporte do sistema. Uma alternativa peduzir a elevada solubilidade dos
polissacarideos, € modifica-los quimicamente, sentretanto, comprometer a sua
biodegradabilidade pela microflora colénica (SINEft2al., 2003; FRIEND, 2005).

Neste trabalho propusemos a modificagdo quimicpedtina através de reagao
com metacrilato de glicidila (GMA). Objetivo desteacdo de modificacdo € a
introducdo de grupos vinilicos na estrutura dossaltarideo. Estes grupos vinilicos
posteriormente reagem via radicais livres geraetioulos entre as cadeias poliméricas,
produzindo hidrogéis de polissacarideos (DIJK-WOUTS et al., 1995; VERVOOEt
al., 1997; REIS et al., 2003 e 2006).

Posteriormente, baseando-se em dados disponiveibtegatura recente, foi
possivel propor a utilizagdo da pectina metacdiata(Pect-GMA), com
hidrossolubilidade reduzida, para o desenvolvimel&dilmes isolados com potencial
uso farmacéutico em associacdo com polimetacilatiragi® RS 30 D (em disperséo
aquosa) (CAVALCANTI et al., 2002; LIU et al., 2006ODAGNONE et al., 2004;
BUNHAK, et al., 2007 a, b). Essa associacdo olpetimelhorar a propriedade
filmogénica do novo material, assim como, garanior perspectiva de aplicagéo para
liberacdo sitio — especifica. A pectina modificapamicamente devera ser totalmente
degradada pelas enzimas secretadas pela micrgbi@sente na regido colbnica
(principalmente Bacteridides, Bifidobacterium e Eubacteriundisponibilizando o
farmaco exclusivamente no seu local de acdo (DONGRWet al., 2002;
CHOURASIA & JAIN, 2003).

MATERIAIS E METODOS

Materiais
PectinatJSP Specturrfi (CAS 9000-69-5), Metacrilato de Glicidila (GMA,
Acros OrganicS) e Persulfato de Sédio (Sigma Aldri®h, Eudragi® RS 30 D



(copolimero acrilato-metacrilato com grupos aménisaternario USP/NFDegussa
Pharma/Alemanha) cedidos gentilmente pela emprésapal (Sdo Paulo/SP); fluidos
de simulacédo gastrico (FSG, pH=1,2) e intestin&l,(PH=6,8), sequndtJSP (28);
Aparelho de Banho-Maria (modelo: Julabo VL 4); filishdor (Martin Chris?,
modelo: Alpha 1-1/DL); Espectrofotbmetro UV-Vis (Bladzu, UV mini 1240);
Agitadores magnéticos (Tecflamodelo: TE-085/1); Balanca Analitica (GehBka
modelo: AG200); Bomba de véacuo; Placa de Té&foMicrémetro (Mitutoy§);
Tesoura cirGrgica (HVS cirdrgia modelo: iris); Dessecadores (com silica gel);
Cupulas de permeabilidadegyne permiability cupBraive Intriments, Liege, Bélgica);
demais reagentes de grau analitico.

Modificacdo do Polissacarideo com Metacrilato de @lidila (GMA)

Seguindo metodologias propostas por Dijk-Wolthaialge 1995, Vervoot et al.,
1997 e Reis et al., 2003 e 2006, inicialmente fepprada uma dispersao aquosa a 2,5
% do polissacarideo (PectitlSP Spectrurfi, 6,7 % metoxilacdo). Apds completa
solubilizacdo do polissacarideo, o0 GMA (4,8 ml) &dlicionado a solucéo (com pH =
3,5), a qual foi mantida sob agitacdo mecanica2dohoras a temperatura de %D,
conforme Figura 1. Decorrido o tempo de reacdoadiigionado a solucéo, etanol para
precipitacdo da pectina modificada. Apos filtrag@pectina modificada foi levada para
um liofilizador. O material obtido foi triturado @&mazenado em dessecadores para
posterior realizacdo da caracterizacao fisico-qeamiobtencao de filmes isolados.
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Figura 1 - Representacdo esquematica da reacd® &mectina e GMA (adaptado de
Reis et al., 2006).



Embora ndo seja possivel observar no espectFd d®, podemos sugerir que a
adicdo do GMA a pectina em meio aquoso acido (pl2¥ dcorre através da abertura
do anel epdéxido do GMA, sem a formacao do glicidofjual € proveniente de reacao
de transesterificacdo quando em solvente apréticeme pH alcalino, segundo
observacdes realizadas por Li et al. (2003) e &ast (2006).

Espectroscopia de Infra-vermelho ET-I1R)

Amostras do polissacarideo natural e modificadoano analisadas por
Espectroscopia de Infravermelho  (Espectrémetr6T-IR-BOMEN-MB-100-
Michelsorf’), visando caracterizar preliminarmente a provawetificacdo estrutural
ocorrida. Para a obtenc&o dos espectros de abso&egido de 4000 e 400 ¢nas
amostras foram preparadas pela técnica de pastikbasrometo de potassio (KBr)

contendo 1% da amostra.

Andlise térmica OSC e TGA)

As analises por Calorimétria Diferencial de Vawmed QDifferencial scanning
calorimetry - DSQ@ foram realizadas num calorimetro Shimadzu DSC-50.
Aproximadamente 6 mg da amostra (pectina purasdificadas), foram submetidas a
atmosfera com fluxo de nitrogénio a 50 mL/min. A&x#&de temperatura da analise foi
de 0-500 °C numa velocidade de aguecimento de IiACO aparelho foi calibrado
com os padrdes de indio e Zinco.

Na andalise TermogravimétricA@A) foi usado aparelho ShimadZGA-50 na
qual se usou amostras de 6 mg. A faixa de tempardtauanalise ficou entre 25-1000
°C com fluxo de nitrogénio e velocidade de aquenimele 50 mL/min e 10 °C/min,
respectivamente. Até o momento da realizacdo dakises, todas as amostras foram
devidamente acondicionadas em frascos contenda g desidratada (110 °C/1h).

Obtencao de Filmes com Pectina Metacrilatada (Pe&MA)

Pect-GMA foi reticulada com Persulfato de s6dio)(2S50°C por 24 e 48 hs em
presenca/ou ndo de dispersdo aquosa de polimatac(ifudragit RS 30 D) para
obtencdo de filmes isolados pelo processasting” em placa de Tefléh conforme

Figura 2.



Diferentes quantidades de Pect-GMA foram adiciosagla solugbes de PS
(0,01M e 0,001M), conformdabela I, e deixadas sob agitacdo magnética por um

periodo de aproximadamente 2 horas em temperanbeate (TA=25 °C + 2.0).
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Figura 2 - Representacdo esquematica da reticudg&®ect-GMA. EmA, ligacbes
intramoleculares e erB, ligagcdes intramoleculares e intermoleculares [zd de
FRANSSEN et al., 1999).

Ap6s esse periodo de tempo, quantidades variaeeiidragit RS 30 D foram
adicionadas, de modo que a massa polimérica fanabfucdo correspondesse sempre a
2 % (p/v). Essa mistura foi mantida sob agitacagmétca por mais 1 hora em TA.
Durante esse periodo de homogeneizagéo, foi uwldibmmba de vacuo visando evitar a
incorporacdo de ar e formacgéo de bolhas as migpofaséricas.

Apbés o periodo para completa homogeneizacdo dasredibs misturas,
amostras de 10 ml, de cada solucdo, foram verédaplaca de Tefldh a qual foi
conduzida a estufa, nivelada e mantida a’GQtemperatura minima para ocorrer a

reticulagé@o e para a formagéo dos filmes) por pegae 24 e 48 horas.



Tabela | - Propor¢éo dos filmes Padrées (100:00 Pect-GMA L@’ RS 30 D:
Pect-GMA).

Composicéao dos filmes Padrdes (100:0ct-GMA)

Concentragao
Filme Tempo de Secagem Persulfato de sodio
nl 24 h 0,01 M
n2 24 h 0,001 M
n3 48 h 0,01 M
n4 48 h 0,001 M

Composicédo dos filmes com
Diferentes Composicdes (Eudragit RS 30 D: Pect-GMA)

Concentragao
Filme Tempo de Secagem Persulfato de sodio
nl (90:10) 48 h 0,01 M
n2 (70:30) 48 h 0,01 M
n3 (90:10) 48 h 0,001 M
n4 (70:30) 48 h 0,001 M
n5 (90:10) 24 h 0,01 M
n6 (70:30) 24 h 0,01 M
n7 (90:10) 24 h 0,001 M
n8 (70:30) 24 h 0,001 M

Caracterizacao morfoldégica macroscépica dos filmes

E de fundamental importancia a verificacdo das ctertsticas morfoldgicas
macroscopicas dos filmes, especialmente no tocameesenca de bolhas de ar e/ou
rachaduras, uma vez que a integridade dos filmeantygd a reprodutibilidade e
execucdo das demais andlises realizadas nestéhtralean especial, os ensaios de
permeabilidade. As espessuras dos filmes foranrrmdetadas utilizando Micrémetro
(Mitutoyo®) a partir de 5 pontos escolhidos aleatoriamentesugerficie para cada
filme. Em seguida, os filmes selecionados foramaaenados em dessecador (contendo
silica gel) at¢é o momento dos outros ensaios (CAWANTI et al., 2002;
CODAGNONE et al., 2004; OLIVEIRA & CAVALCANTI, 200 BUNHAK et al.,
20074, b).

Estudo de Permeabilidade / Transmisséo de Vapor djua (TVA)
A determinacdo da Transmissao de vapor d’ aguaittaneétodo simples e de

facil execucdo para avaliar preliminarmente a pabitidade através de filmes
poliméricos quando comparado aos tradicionais noétate difusdo. Sendo capaz de



fornecer informagéo valiosa sobre a capacidade rdeeqiio de diversos materiais
(papéis, plastico, embalagens, etc...) contra aanhei do meio ambiente, inclusive dos
materiais poliméricos envolvidos na tecnologia eéestimento farmacéutico durante a
estocagem (AKHGAREt al., 2006 e BUNHAK et al., 20@).

O estudo de Transmissao de Vapor d’agua (TVA) &sietivolvido de acordo
com o método “B” daASTM(American Society for Testing and Mateyidlesignado
E96-66, usando cupulas de permeabilidade (modBlmyne permeability cup’
Bélgica), conforme Figura 3. Os filmes candidatasvastigacéo (com area de 10%m
foram fixados as cupulas individualmente, nas ghaisa sido colocada agua destilada
(10 ml). O conjunto (n=3; cupula + agua destiladamostra filme) foi entdo pesado no
tempo zero e armazenado em dessecador contermpgelidesidratada. O dessecador
foi deixado a temperatura e umidade ambientes. milas de cada filme foram
pesadas (em triplicata) nos intervalos de temp@4048, 72, 96 e 120 horas. A cada
intervalo de 24 horas, a amostra de silica-geltrfmtada por outra desidratada (110
°C/1h).

Figura 3 - Capulas de permeabilidade (mod&ayne permeability cup,’ Bélgica),
desenvolvido de acordo com o método “B"ABTM E96-66.

As perdas de massa das cupulas nos respectivogaioge de tempo foram
registrados e aplicados na equacao 1, sendo dabrada para calcular a taxa de
transmissao de vapor d'agua transportada atravédildwes. O calculo da TVA foi

padronizado para um periodo de 24 h.

TVA= (2)




Onde“g” € a perda de mass#, € o tempo medido em horas onde houve perda
de massa, &a” é a area do filme (CAVALCANTI et al., 2002; BUNHA&t al., 2007
a, b; CAVALCANTI et al., 2005; OLIVEIRA & CAVALCANT 2007 e LAMIM et al.,
2006).

Determinacao dos indices de Intumescimento no Eqifirio (I eq%)

O conhecimento do grau de hidrofilicidade dos fs8meolados quando em
contato com os fluidos fisioldgicos constitui umaracteristica imprescindivel,
fendbmeno que devera garantir o acesso das enziatdsribnas existentes na porcao
distal do TGI. Além disso, a avaliagdo do indicérdemescimento pode representar o
primeiro passo para a elaboracdo de um modelo rAtitentapaz de prever a cinética
de liberacdo (MULHBACHER et al., 2004).

Os filmes nas suas variadas associacfes foramdosaaente cortados com
tesoura cirGrgica (modelBrofessional F/1 em aproximadamente 1,0 gnsendo, em
seguida, distribuidos no interior de placas de Betidamente identificadas.

Posteriormente, as placas de Petri foram colocadagstufa a 50 °C, por 10
horas, atingindo perda total da umidade. Apos iattevalo de tempo, as placas foram
retiradas e mantidas em dessecadores (com silicat§eealizacdo do experimento de
hidratag&o.

Fluidos de simulacédo do TGI foram produzidos confon 28 Farmacopéia dos
Estados UnidosUSP XXVIII). As amostras secas das diferentes assoemgoram
inicialmente pesadas em balanca analitica e insedeite imersas em recipientes
contendo Fluido de Simulacdo Géstrica (FSG, pHd Ruido de Simulagéo Intestinal
(FSI, pH 6,8), sem a presenca de enzimas digestivdemperatura de 37 °C. As
amostras foram removidas dos meios de simulacé®taeptpo de imersado (1 hora) com
auxilio de pinca e cuidadosamente enxugadas enais fblhas de papel de filtro e
repesadas. O mesmo procedimento foi adotado pdes tws outras amostras, sempre
em triplicata.

O indice de intumescimento no equilibrig, o) € um parametro que relaciona a
massa de fluido absorvida (neste caso FSG ou Kitiado filme pela massa de filme
seco. Considera-se o intumescimento no equiliréndo a variagdo da massa do filme
intumescido em fungdo do tempo for zero. Para out@ldo by % foi utilizada a

equacao 2:



M;—M,

I..(%) = % 100 (2
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OndeM; é a massa da membrana intumescida no equilibkla @ massa do
filme seco. A determinagdo dg,% foi realizada seguindo procedimentos semelhantes
aos estabelecidos em literatura por Cavalcantil.e2@02, Codagnone et al., 2004,
Bunhak et al., 2007 a, b, Oliveira e CavalcantQ7?26 Akhgari et al., 2006.

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Amostras dos filmes isolados, secos e/ou imensoB®G (pH= 1,2) e FSI (pH=
6,8), foram congeladas com nitrogénio liquido apéalizacdo dos ensaios de
intumescimento ¢ %) e liofilizadas a -55 °C (Liofilizador Martin @kt®, Alpha 1-
1/DL) por 6 horas na tentativa de preservar suesctaisticas morfologicas em ambas
as condicdes.

Micrografias dos filmes isolados foram obtidas &g do Microscopio
Eletronico de Varredura (Shimadzu modelo SS-55@pe&can), operado em 12 keV.
Todas as micrografias foram obtidas das superfi@dsatura recobertas com ouro. Até
0 momento da realizacdo das analises, todas astramoram devidamente

acondicionadas em frascos contendo silica gel @gaith (110C/1h).
Analise estatistica

Andlises estatisticas foram usadas para deternuinafvel de significancia
existente entre os valores obtidos em ensaios derniieacdo do indice de
intumescimento, assim como da transmissdo de vdfgua para as diferentes
associagdes, envolvendo os filmes com Pect-GMAasEmtalises foram realizadas com
ajuda do program&raphPad Prisfi (versdo 2.01, 1996). Os diferentes resultados
referentes aos coeficientes dg% e TVA, obtidos nas diferentes circunstancias gmei
de simulacdo do TGI), foram inicialmente avaliadssando andlise de variancia
(ANOVA), sendo os resultados considerados sigrifioa quando p < 0,05. Quando o
conjunto desses valores forneceu parametros sigmios, realizamos a aplicacao das

meédias dos dados obtidos no teste de multipla cag@a de Tukey, visando comparar



o papel das diferentes composi¢cdes poliméricas. béam sendo considerados

significativos os valores registrados para p <.0,05
RESULTADOS E DISCUSSAO
Espectroscopia de Infra-vermelho ET-I1R)

Na Figura 3 s&o visualizados os espectros da pe¢Spectrurfi, de baixa
metoxilacao) e pectina modificada com GMA (Pect-GMA presenca de duas bandas
no espectro de Pect-GMA caracteriza a modificagmiga da pectina com GMA, da
seguinte forma: a primeira banda, em 1657'cfoi atribuida a vibragde<CEC) dos

grupos vinilicos oriundos do GMA.
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Figura 3 - Espectro dET-IR da pectina Spectuffn(baixa metoxilacdo) e da Pect-
GMA. Os picos em 1657 e 1722 ¢maracterizam a modificagéo quimica da pectina.

A segunda banda, na regido de 1722'cno espectro da Pect-GMA, foi
atribuida a deformacéo axial @=O de grupos éster conjugado, também oriundo do
GMA. Nossos resultados encontram conformidade cabathos realizados por Reis et
al. (2003 e 2006), quando investigaram a modificap@imica da galactomanana e da

goma arabica com GMA.



Andlise térmica OSC e TGA)

Comparando o comportamento da Pect-GMA com a ectatural (baixa
metoxilacdo) a partir dos resultados@®eC,conforme a Figura 4 pode-se observar que
0 pico endotérmico de desidratacdo da pectina madd (60 — 150°C) diminui
bruscamente de intensidade e desloca-se para tomasr mais baixas quando
comparada com a pectina natural. Esse resultadeesgge a pectina modificada com
GMA apresenta menor quantidade de grupos carbogiltisponiveis para interagir
com moléculas de 4gua porque a incorporacdo do @wnui a hidrofilicidade da
pectina. Estas evidéncias encontram amparo emtadesl similares obtidos em
trabalhos realizados por Zohuriaan e ShokrolahiO420 os quais avaliaram o
comportamento térmico de gomas naturais e moddsad

Além disso, os resultados analisandos no termag@anFigura 4 foi possivel
observar a presenca de picos exotérmicos do pradottificado (Pect-GMA) e da
pectina natural em temperaturas mais elevadas 1238 241°C, respectivamente).
Segundo trabalhos realizados por Zohuriaan e Slabkr2004) avaliando termograma
atribuido a meticelulose, em geral, temperaturasaelas como as registradas estao
associadas a desidratacdo, despolimerizagcédo eeiddvido a evolucédo de®, CO e
CH,. Porém, em polissacarideos que possuem em suttwQée grupos funcionais
como &cido carboxilico, a exemplo da pectina nhwidect-GMA, a geracao de €0
provavelmente esta relacionada com as transicoesices observadas. N0ssOs
resultados estdo em concordancia com resultadosnalo®s por Zohuriaan e
Shokrolahi (2004) quando investigaram as gomasaranttragacanta e alginato de
soédio. Também foi possivel observar que as eneligeradas (as quais sao diretamente
proporcionais a area sob os picos) atribuidasaasigdes exotérmicas, observadas para
a pectina modificada (Pect-GMA, 234 J/g), em redadapectina natural (219 J/g),
aumentaram provavelmente devido a modificacaotestiuealizada.

Zohuriaan e Shokrolahi (2004) e lijima et al. (2p&Gibuem que a temperatura
de transicdo vitrea {(J ndo poOde ser registrada em termogramas semedhante
provavelmente devido a interferéncia da curva enwduta atribuida a presenca de

umidade.
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Figura 4 - Grafico de DSC mostrando picos endo@mrelacionados a desolvatacao
de agua e picos exotérmicos relacionados a decagApormica da pectina natural
(Specturml) e modificada (Pect-GMA), sugerindo a provavel ro@ocia de
modificagao da pectina com GMA.

Os resultados obtidos p@SC (Figura 4),sugerem ocorréncia da modificacao
quimica, ou seja, obtencédo da pectina metacrilaf@det-GMA). Essa modificacdo no
comportamento térmico da pectina sugere a obtedeamaterial com menor teor de
grupos carboxilicos que a pectina natural (os gesti&o associados a sua solubilidade
em agua).

Avaliando a Figura 5 foi possivel observar e cormparcomportamento térmico
da amostra de pectina pura em relacdo ao da peuotdiicada com GMA. Neste
termograma, a perda de massa inicial foi obseneadee 0°C e 200°C, para as
amostras de pectina natural e modificada, sendouada a dessorcdo de umidade da
estrutura do polissacarideo. O mesmo comportande ser observado em trabalho
anteriormente realizado por Zohuriaan e ShokroldB004) quando analisaram

polissacarideos naturais e modificados.
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Figura 5 -Grafico de TGA comparando a perda de massa e lGilektde térmica entre
a pectina modificada (Pect-GMA) e a pectina nat(Bglectrurfl), sugerindo provavel
ocorréncia de modificacdo quimica estrutural daipgcom o GMA.

A derivada do TGA DTG) das duas pectinas, na Figura 6, mostra que a
temperatura da etapa principal de foi de aproximaage 18PC para pectina natural e
173°C para a modificada (Pect-GMA). Além disso, diféeemente da pectina natural,
na Figura 6 € possivel observar outra curva emxapaslamente 122C atribuida a
decomposicao térmica da Pect-GMA. Estes eventaraomgque a Pect-GMA apresenta
menor estabilidade térmica quando comparada anpeaudtural.
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Figura 6 -Grafico de DTG comparando as principais temperatde decomposi¢ao
térmica entre a pectina natural (Specttyma pectina modificada (Pect-GMA).

Caracteristicas macroscopicas dos filmes

Apés avaliacdo morfoldgica macroscépica confornanderito naTabelall,
encontramos 0s resultados das caracteristicasot@gosicdes poliméricas propostas.
Os filmes isolados apresentaram caracteristicastraiesparéncia e flexibilidade
adequadas aos ensaios. Entretanto, vale salieatdorme registrado nbabela II, que
a flexibilidade de alguns filmes foi reduzida. Estracteristica esta provavelmente
relacionada a presenca do polimetacrilato envolwgléormulacéo dos filmes, uma vez
que essa reducédo de flexibilidade n&o foi obseryada os filmes isolados padrdes
(100: 00 Pect-GMA), independentemente da variagamodcentracdo de PS e do tempo
de secagem aplicado na formacédo dos filmes. Pod&mi®m sugerir que o aumento
da concentracdo da pectina modificada (Pect-GMA) ecaamposicoes obtidas parece
nao ter induzido originado variagdes em suas aaigtitas macroscopicas, relativas a

transparéncia, aléem da flexibilidade, conformegtgdo nalabela .



Tabela Il - Principais caracteristicas macroscopicas obsesvada diferentes filmes
Padrdes (100:00 Pect-GMA) e nos filmes com difeeobmposicdes (EudrayiRS 30
D: Pect-GMA).

Composicéo dos filmes Padrbes (100:00 Pect-GMA)

Tempo Concentracdo Separacdo Presenca Bolha Transparéncia Flexibilidade

Secagem [PS] de Fase Rachadura de Ar

24h 0,01 M 0 0 0 +++ +++
24h 0,001 M 0 0 0 +++ +++
48h 0,01 M 0 0 0 +++ +++
48h 0,001 M 0 0 0 +++ ++ +

Composicéo dos filmes em diferentes associacdes qEagit® RS 30 D: Pect-GMA)

Tempo Concentracdo Separacdo Presenca Bolha Transparéncia Flexibilidade

Secagem [PS] & de Fase Rachadura de Ar
Eudragit® RS
30 D: Pect-
GMA
[0,01 M] 0 0 0 +++ ++
n.1 (48 h) 90:10
[0,01M] 0 0 0 +++ ++
n.2 (48 h) 70:30
[0,001M] 0 0 0 +++ ++
n.3 (48 h) 90:10
[0,001M] 0 0 0 +++ ++
n.4 (48 h) 70:30
[0,01 M] 0 0 0 +++ ++
n.5 (24 h) 90:10
n.6 (24 h)  [0,01 M] 0 0 0 +++ ++
70:30
n.7 (24 h)  [0,001M] 0 0 0 +++ ++
90:10
n.8 (24 h)  [0,001M] 0 0 0 +++ ++
70:30
0: Nao observada alteracao; +: Levemente presentdylediamente presente; +++: Fortemente
presente

Interessante observar, conformé&abela Ill, que o Unico aumento de espessura
registrado foi em relacéo aos filmes padrdes, dstaste provavelmente relacionado ao
aumento no tempo de secagem, de 24 horas parard8 MNps resultados dabela
I, ndo foram observadas variacées dos valores ges®gas dos filmes obtidos
(Eudragif RS 30 D: Pect-GMA) quando comparados entre si) eeéacéo aos padrées
(Pect-GMA 100:00), independentemente do aumentocalzentracdo de PS, do
polissacarideo modificado e do tempo de secageder®Ras sugerir como interpretacdo
a este evento, ter havido influéncia sobre o psucds coalescéncia durante a formacéo

dos filmes, refletindo em um maior entrelacaments dadeias poliméricas e,



consequentemente, reduzindo a espessura dos filate8es obtidos, os quais foram
submetidos a um tempo maior de secagem (48 horas).

Tabela Ill - Valores das médias das espessuras dos filmesosptddrées (100:00
Pect-GMA) e dos filmes com diferentes composic&esi(agif RS 30 D: Pect-GMA),
(n=5).

Composicéao dos filmes Padrbes (100:00 Pect-GMA)

Tempo de Concentragdo de Espessuragmm) Desvio padrao
Secagem [PS]

24h 0,01 M 0,1140 +0,0213
24h 0,001 M 0,1167 +0,0150
48h 0,01 M 0,0633 +0,0082
48h 0,001 M 0,0633 +0,0135

Composicéao dos filmes em diferentes associacdes
(Eudragit® RS 30 D: Pect-GMA)

Tempo de Concentragéo [PS] Espessuras Desvio padrao
Secagem e (mm)
Associacoes
[0,01 M] 0,0580 +0,0101
n.1 (48 h) 90:10
[0,01M] 0,0747 +0,0083
n.2 (48 h) 70:30
[0,001M] 0,0853 +0,0203
n.3 (48 h) 90:10
[0,001M] 0,0687 +0,0130
n.4 (48 h) 70:30
[0,01 M] 0,0507 +0,0088
n.5 (24 h) 90:10
n.6 (24 h) [0,01 M] 0,0587 +0,0119
70:30
n.7 (24 h) [0,001M] 0,0787 +0,0113
90:10
n.8 (24 h) [0,001M] 0,0700 +0,0181
70:30

A partir da metodologia utilizada conforme regidranaTabela 1l, a analise
das caracteristicas macroscoépicas evidenciou hareaygle na distribuicdo dos
componentes das diferentes composicOes propostas fparicagcdo dos filmes,
caracterizando adequada e compativel dispersa® @ntronstituintes.



Estudo de Permeabilidade / Transmisséo de Vapor djua (TVA)

Conforme podemos observar na Figura 7 e 8, oseslbe permeacao ao vapor
d’agua dos filmes padrées (100:00 Pect-GMA) forarfiuénciados pelo tempo de
secagem e grau de reticulagdo dos filmes isoldftdsetanto, o conjunto desses valores
apos anadlise de variancia (ANOVA) ndo apresentarasultados estatisticamente
significativos (p<0,05), evidenciando que a vartagh concentracdo do PS, assim
como, os fatores acima mencionados nao influemuiargsignificativamente a
permeabilidade.

Estes resultados sugerem que provavelmente podbatedo influéncia do
processo de coalescéncia durante a formacdo dussfilrefletindo em um maior
entrelacamento das cadeias poliméricas conformeeriammhente discutido, e
naturalmente afetando a permeabilidade.

Avaliando as composicfes envolvendo a Pect-GMA csda ao
polimetacrilato EudraditRS 30 D também foi possivel observar, conformigark 9 e
10 e Tabela IV, que o aumento do tempo de secaigdioenciou as taxas de TVA,
ficando estas aumentadas. Entretanto, observan®s quaior concentracdo de PS,
reduziu a permeabilidade, provavelmente em decdaéte uma maior reticulagéo
proporcionada pela geracao de radicais livres,uasscsdo responsaveis pelo ataque as
ligacdes duplas dos grupamentos vinilicos preserad3ect-GMA (REIS et al., 2003 e
2006 e VERVORT et al., 1998). Apesar das difererafzservadas, o conjunto desses
valores ndo apresentou resultados estatisticarsamntdicativos (p<0,05), ap6s andlise
de variancia (ANOVA).

Outra observacéo importante foi que o aumento daesdracdo da Pect-GMA
registrou menores taxas de TVA, conforme Tabela IMigura 10. Nossos resultados
apresentaram comportamentos diferentes dos trabadalizados por Bunhak et al.
(2007, a e b), os quais trabalhando com a incogaordo sulfato de condroitina natural
ou reticulado, na formacdo de filmes isolados ddr&gi® RS 30 D ou etilcelulose
(Sureleas®) observaram aumento na permeabilidade, dependemeporcional ao
aumento da concentracdo do polissacarideo. Na mpsrspectiva Codagnone et al
(2004), investigando a formacdo de filmes isoladesSureleaSeassociados & goma
guar fosfatada, constataram um aumento da taxaamentissdo de vapor d’agua

proporcional e dependente do aumento da conceatdagfolissacarideo incorporado.
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Figura 7 -Gréficos daTransmissdo de Vapor d’agua (TVA = gf(dia®) dos filmes
Controles de Pect-GMA 100:00 (concentracdes dauffats de sédio: 0,01M e 0,001M
e tempos de secagem: 24 e 48 horas, (n = 3).

Figura 8— Gréfico do planejamento fatoriaf #la Transmisséo de Vapor d’agua (TVA =
g/(mfdia?)) dos filmes 90:05:05, 85:10:05 e 80:15:05 (R3O Pect-TMFT —A e —E
+ Bioecolian§ (n = 3).
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Figura 9 -Transmissdo de Vapor d’agua (TVA = gf(dia®’) dos filmes constituidos
por Eudragi? RS 30 D: Pect-GMA em diferentes associacdes, icadiés como n.1,
n.2,n.3, n.4,n5,n.6,n7en.8, (n=23).

Tabela IV - Transmissdo de Vapor d’agua (TVA = gi(dia’) dos filmes Controles
Pect-GMA 100:00 (concentracdes de persulfato deos6@1M e 0,001M e tempos de
secagem: 24 e 48 horas, (n = 3).

Associacao polimérica Valores perda de TVA
Eudragif RS 30 D: Pect-GMA massa (g/n? 24 h)
(9/120 h)
n.1 (90:10, [0,01 PS], 48 h) 5,4693 0,279) 1093,8533
n.2 70:30, [0,01 PS], 48 h) 6,0492 0,952) 1209,8333
n.3 (90:10, [0,001 PS], 48 h) 6,65920,107) 1331,9867
n.4 (70:30, [0,001 PS], 48 h) 5,95460,068) 1190,9200
n.5 (90:10, [0,01 PS], 24 h) 4,638#0,183) 927,7400
n.6 (70:30, [0,01 PS], 24 h) 4,29040,072) 858,0867
n.7 (90:10, [0,001 PS], 24 h) 5,44430,024) 1088,9733
n.8 (70:30, [0,001 PS], 24 h) 4,846%0,025) 969,3000

Avaliando os fenbmenos observados em nosso estadmparando-os com 0S

disponiveis na literatura cientifica, poderemosesugque o aumento da pectina
modificada (30 %) nos filmes, proporcionou maiomefio de interacdes ibnicas entre
0s grupos carboxilicos da pectina (livres de stibgdio pelo GMA) com 0s grupos

aménio quaternarios do EudrdgiRS 30 D. Esta interacdo provocou um maior
entrelacamento entre as cadeias poliméricas egegoestemente, menores taxas de

TVA (permeabilidade). Semdé e colaboradores (1988pnte avaliacdo de filmes



contendo EudraditRS 30 D associado & pectina de baixa metoxilagiecgnato de
calcio sugeriram interpretacdo semelhante deseémfmnos.

e

(o B VAL
K

Figura 10— Gréfico do planejamento fatoriaf 8a Transmissdo de Vapor d’agua (TVA
= g/(mfdia’)) dos filmes constituidos por EudrdgRS 30 D: Pect-GMA em diferentes
associacoes, codificados como n.1, n.2, n.3, 46, n.7 e n.8, (n = 3).

Além da hip6tese acima mencionada, poderemos sugee a pectina
metacrilatada adicionada em maior concentracdajzieda porcdo hidrofilica dos
filmes (devido a incorporacdo de GMA). Esta hahiid da Pect-GMA pode ter

interferido no transporte de moléculas atravésugeerdicie dos filmes, refletindo em
menores taxas de TVA.

Determinacéo do indice de Intumescimento no Eqidlifleq%)

A partir dos resultados obtidos com a realizacacedsaio de TVA, o filme
isolado . 6, constituido por Eudra§iRS 30 D e Pect-GMA (70: 30, 0,01 M de PS e
24 hs de secagem), foi selecionado para o ensaidetB¥minacdo do indice de
intumescimento em FSG e FSI, uma vez que apresemgaor taxa de transmissédo aos
vapores d’agua quando comparado com os demais.

O indice de intumescimento foi aplicado para deiteano grau de hidratacédo do

filme isolado obtido, conforme a Figura 9. A amdlisstatistica (ANOVA) sobre o



conjunto dos dados gerados no experimento realizadgistrou diferencas
significativas (p<0,05) entre os ensaios realizato$-SG (pH = 1,2) e FSI (pH = 6,8).
Observando-se o grafico da Figurdo® possivel constatar que o aumento dos
valores de hidratacdo do filme isolado esta diretdmrelacionado ao aumento de pH
dos meios de simulacdo FSG e FSI. Esta condi¢cé® gedatribuida pelo fato de que o
meio de simulagdo FSG possui um pH menor (1,2pengerfere de forma significativa
na hidratacdo do polissacarideo metacrilatadoabmpssui uma caracteristica aniénica
devido a presenca de grupos acido carboxilicoseflide substituicdo pelo GMA).
Segundo relatam Mulhbacher et al. (2004), com oemtiondo pH espera-se que 0

intumescimento de polimeros anidnicos, a exemploedtina metacrilatada, aumente.

213,11

150 149,00

(pH=1.20) (pH=6.80)
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o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Figura 9 -Representacéo gréafica do indice de intumescimengmuilibrio (k;%), apés
1 hora. Avaliacéo da hidratacéo do filnfe & constituido por Eudra§iRS 30 D: Pect-
GMA (70: 30, 0,01 M de PS e 24 hs de secagem) lnédos de simulacdo gastrica
(FSG) e intestinal (FSI), (n=3).

Assim, como observado nesse trabalho, de modo lkantel em nossos
resultados, em FSG a hidratagcédo dos filmes contpedbna metacrilatada foi menor,
devido ao pH acido, o que causa um maior entrelaggonda malha polimérica,

diminuindo consequentemente, a absorcdo de agukvibode modo contrario, nas



condi¢cbes onde aplicamos o FSI, a faixa de pH atadarprovocou expansao da malha
polimérica, gerando conseqientemente uma maioathitho durante a execucao do
experimento.

Estes resultados sugerem que a presenca da Pect-Gdmere uma
caracteristica pH-dependente ao filme isolado obiidpedindo a liberacdo prematura
de farmacos em regides superiores do TGIl. Poréemdiuem contato com fluidos
bioldgicos com pH préximo do neutro (caracteristdm regides distais do TGI), a
membrana apresenta O6tima capacidade de hidratdgéititando a liberacdo de
farmacos.

Além disso, a presenca da pectina possibilita aerabilidade da membrana por
enzimas produzidas pela microflora col6nica, todoaa potencialmente capacitado
para o desenvolvimento de revestimento para sistesdidos orais com cinética de
liberagdo modificada de farmacos.

Porém, ensaios posteriores de colo-especificidadétro e/ou vivo, poderéao

elucidar a efetiva aplicacdo deste novo material.

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Observando-se as micrografias obtidas das amattsasiimes apos realizacéo
do ensaio deed %, conforme a Figura 10 € possivel observar muwdamgn suas
caracteristicas morfolégicas quando comparadasacamostra do filme seco.

Quando submetido ao FSG (pH= 1,2) foi possivel mlaseuma superficie
bastante heterogénea com a presenca marcante d&NRAcentre regides ricas de
Eudragi® RS 30 D (Figura 10 B). De modo contrério, quando gH= 6,8 (FSI), o
filme passou a apresentar falha em determinada®ese(fFigura 10 A), provavelmente
devido ao maior relaxamento entre as cadeias patiase conforme anteriormente
discutido. A partir desta observacao foi possivuaesir que esse fendmeno esta
relacionado a maior hidratagéo da pelicula duramesaio de {%) em FSI, conforme

a Figura 9.



Figura 10 — Micrografias obtidas por meio de MEV fdme de Eudragit RS 30 D:
Pect-GMA (70: 30, 0,01 M de PS e 24 hs de secagem)A): amostra seca; (B): pH=
1,2 e (C): pH=6,8.

CONCLUSAO

Os nossos resultados sugerem que as metodologi@adas neste estudo
relativas a modificacdo/reticulacdo da pectina lfdexa metoxilacdo) permitiram a
geracdo de novo material (Pect-GMA) com solubil@agduzida, adequado ao
desenvolvimento de filmes isolados a partir da @asédo com o polimetacrilato
Eudragif RS 30 D.

O filme isolado formado com a Pect-GMA associad&adragif RS 30 D gerou
material com potencial farmacotécnico, detentor lkigbilidades atrativas ao
desenvolvimento de novos sistemas para administracdl de farmacos. Quando
aplicado como revestimento farmacéutico este naht@oderd impedir a liberacdo
prematura do farmaco em regido proximal do TGI aléngarantir o efetivo controle na
liberacdo sitio-alvo-especifica de farmacos, devaoperspectiva de degradacédo

especifica da pelicula por enzimas produzidas mpéeoflora colénica. Porém, ensaios



posteriores de coélon-especificidadte vitro e/ou vivo, poderdo elucidar a efetiva
aplicacao deste novo material.

ABSTRACT

Synthesis and Characterization of Pectin Polysacchide Crosslinked by

Methacrylate Reaction in the Free Films Formation

In this work the low methoxyl pectin was chemicattpdified by reaction with glycidyl
methacrylate (GMA), obtaining material with lower ydnosolubility. After
physiochemical characterization by analyses of RT-IDSC and TGA, the
methacrylated/modified pectin (Pect-GMA) was crioé®d with sodium persulphate
(SP) at 50°C for 24 and 48 hs in presence or not of aqueowpediion
polymethacrylate (EudraditRS 30 D) for obtaining free films by the "castiqocess
in Teflon® plate. The films were obtained making vary theesabf Pect-GMA,
Eudragif RS 30 D and of the PS (2 % p/v). The free filmgeneharacterized by the
determination of water vapour transmission (WVTY, the swelling index (1%) in
fluids of gastric simulation (FGS) and intestin&lS) and by scanning electron
microscopy (SEM). The appraised films presented dghdendence. This can be
attributed due to the presence of ionized groupPeéct-GMA. Largestel % was
observed at pH = 6.8 when compared to the pH = thi& was related due to the
porosity observed in the micrographs of the lyaphd films in FSI. In that way, films
with Eudragi® RS 30 D, time dependent polymer, with Pect-GMAsaih be result one
action synergic that can favour the specific bigddgtion of the film in distal part of
the gastrointestinal tract (GIT) by enzymes produaoy the colonic microflora, making

possible modified release kinetics of drugs.

Uniterms:
* Methacrylated pectin
* Free films
« Eudragif RS 30D

+ Modified release
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Preparacao e Caracterizacao Fisico-quimica da Pexa# Reticulada por
Fosfatacdo: potencial excipiente para liberacdo maftcada de
farmacos

Jodo Fhilype Andrade Souto MaipAdriano Valim Rei§, Liliane Neves Pedreifp
Osvaldo Albuquerque Cavalcéahti

'Aluno do Programa de Pés-graduacdo em Ciénciasaearticas - UEM?Aluno do
Programa de Pés-graduacdo em Quimica - UBNuna do Curso de graduacdo em
Farméacia - UEM. *Professor do Departamento de Farmécia e Farmaaologi
UniversidadeEstadual de Maring4, Avenida Colombo 5790, Anex@cBl PO 2
(Laboratdrio de Tecnologia Farmacéutica), Maringa-Brasil, CEP: 87020-900.

RESUMO - Neste trabalho a pectina foi modificada quimieate com
diferentes quantidades de Trimetafosfato Tris6df@®MFT) em meio
aquoso alcalino, obtendo-se material com reduzideo$solubilidade. A
caracterizagao fisico-quimica deste novo mateviatdfalizada por analises
de FT-IR, DSC e TGA Pectina fosfatada (Pect-TMFA, e E) juntamente
com o a-Gluco-oligossacarideo (Bioecolidfs foram incorporados &
dispersdo aquosa de polimetacrilato (Eudfagi® 30 D) para obtencdo de
filmes isolados pelo processcasting” (50 ° C) em placa de Tefléh As
dispersées foram obtidas nas seguintes concensrdEderagi? RS 30 D:
Pect-TMFT: Bioecoliar®: 90: 05: 05, 85: 10: 05, 80: 15: 05 e 100:00:00
como controle, (4 % p/v). Citrato de trietil@HC) foi utilizado como
plastificante (20 % da massa do polimetacrilate.fidnes isolados foram
caracterizados pela determinacdo da permeabilidamlevapor d’agua
(TVA), pelo indice de intumescimento; @) em fluidos de simulacdo
gastrica (FSG) e intestinal (FSI) e por microscageironica de varredura
(MEV). O aumento do polissacarideo modificado eBioecolian§ nos
filmes favoreceram a permeabilidade ao vapor d’agamem, quando em
FSI (pH= 6,8) os filmes apresentaram diminuicaol;d, provavelmente
devido a migracédo do oligo- e polissacarideo panaem, conforme pode
ser observado pela presenca de poros nas micagraios filmes
liofiizados em FSI. Os filmes obtidos poderédo imipea liberacao
prematura do farmaco em FSG (pH= 1,2) quando ajicaomo
revestimento de sistemas solidos orais. Aléem diaspresenca da Pect-
TMFT e do Bioecoliarf§ poderdo favorecer a degradacéo especifica da
pelicula por enzimas produzidas pela microfloradeimla, possibilitando
uma cinética de liberacdo modificada de farmacos.

Unitermos:
* Pectina fosfatada;
* Filmes isolados;
* a-Gluco-oligossacarideo;
« Eudragif RS 30 D;
* Liberagcdo modificada.



INTRODUCAO

As formas farmacéuticas convencionais orais, enalgeéo ineficazes em
garantir estabilidade, protecdo da mucosa gastssam como disponibilizar o farmaco
em regides especificas do trato gastrintestinal)(TEstes sistemas desencadeiam uma
liberacdo aleatdria e/ou absorcdo prematura deipronativo, possibilitando inclusive
a degradacao de farmacos na porcao proximal dqd@BLU et al, 2006). Ademais, a
administracdo oral de peptideos e proteinas odgmana industria farmacéutica e
biotecnologia depara com elevada restricdo quatidgean o TGI, onde as moléculas
ativas geralmente sofrem quebra e/ou inativacamabilizando sua biodisponibilidade
oral.

Sistemas de liberacéo sitio-alvo-especificos aceram excelentes vantagens
biofarmacéuticas e farmacocinéticas em relacaorasas farmacéuticas convencionais,
tais como: reducdo da dose requerida do farmacer administrada; protecdo do
farmaco de uma eventual degradacao; manutencdodiagmnibilidade capaz de evitar
variacdes da dose administrada, minimizando passéfeitos colaterais; como também
reducdo dos longos e inconvenientes esquemas pasdp permitindo, desta forma,
maior adesdo ao tratamento pelo paciente e umazati&o dos efeitos farmacologicos
(SINHA et al, 2001; SINHAet al,, 2003).

Desencadear pesquisas voltadas a promissora pirapsm veicular farmacos
as regides especificas do TGI constitui desaficazage permitir efetivo controle
temporal e espacial, harmonizando efeitos terag@utide farmacos. Produtos
destinados ao tratamento de patologias que afesaide humana e animal encontram,
neste contexto, elevada expectativa para admig@gravia oral. Genes,
oligonucleotideos e vacinas, baseados em proteéngmlipeptidios representam
categoria de substancias que apresentam restricoe®) elevada susceptibilidade a
enzimas digestivas gastricas (proteoliticas), babsorcéo aliada a capacidade limitada
para atravessar a barreira do epitélio intestidBIMED et al, 2002; LIUet al, 2003;
IRACHE et al, 2005; DUPUISt al, 2006).

Apesar de algumas propostas ja terem sido desedaslnos ultimos 15 anos
nesse sentido, o desenvolvimento de novos sistrgseuticos sitio-alvo-especificos
ainda permanece como desafio a ser superado pedgsipadores de P&D e inovacao
das industrias e de instituicdes académicas (BUNIBAHL, 2007 a; AKHGARIet al,
2006).



A apresentacdo em base aquosa de polimeros (Sefeléguacoat, ECD® e
polimeros acrilicos, tais como Eudr&gME 30 D, RS 30 D, RL 30 D e FS 30 D) tem
sido objeto de escolha para aplicacdo industriatass apresentacdes versateis para
formulacdo de formas farmacéuticas solidas oraiesaptam como maior vantagem,
evitar a utilizacdo de solventes organicos e a texigade das instalagdes industriais
requeridas e respectivos riscos de danos ao mdieata causados pelos residuos do
processo (SINHAet al, 2003; IBEKWEet al, 2006; BUNHAK, et al, 2007 a, b).
Além disso, garantem a auséncia de toxicidade woaswfacdes farmacéuticas,
respeitando as boas préticas de fabricacdo e agemes leis ambientais.

Dispersdo aquosa de Eudr&gRS 30 D tém sido usada largamente em
aplicacdes industriais, e amplamente investigaddesenvolvimento e formulacdes de
novos sistemas orais para liberagdo modificada@ana e sustentada) de farmacos, a
partir do revestimento de péletes, microparticelgseparacdo de matrizes (PEETERS
& KINGET, 1993). Alguns polimeros acrilicos filmagéos sdo reconhecidamente
eficazes quanto as suas habilidades de favoreagredirecionamento dos farmacos as
regides especificas do trato gastrintestinal. Emstes, destacam-se aqueles cuja
solubilidade é pH dependente (ex.: Eudrd® 30 D). Entretanto, alguns quadros
patoldgicos do trato gastrintestinal podem favaredteracdes consideraveis das faixas
normais do pH fisiologico. Exemplo bastante ilusia refere-se aos pacientes
portadores de colite ulcerativa, onde o pH colératioge valores de 4,7. Assim,
propostas de formulagdes visando a liberacdo eradale pH alcalino, revestidas com
esses polimeros pH dependentes poderdo aprestavadas limitacdes terapéuticas
(FRIEND, 2005).

Nesse contexto, a utilizagdo de polissacarideosiraiat hidrofilicos néo
celulésicos, associado ao conhecimento das caistittas fisioldgicas e patoldgicas do
trato gastrintestinal, em especial a presenca deofiuira abundante em regides distais
do TGI, tém despertado grande interesse nas pasq#tNHAet al, 2003; FRIEND,
2005; DUPUISet al, 2006).

Representante desta categoria de polimeros natargisctina encontrada em
diversas espécies vegetais, principalmente natasélia parede celulag, responsavel
pela manutencédo da estrutura e sustentacdo daasplBsse polissacarideo apresenta-se
predominantemente como um polimero linear condbtuiqguimicamente por
monémeros de &cido D-galacturbnico em ligacbeg1-4), ocasionalmente
interrompidos por mondmeros de L-rhaminose em &igag-(1-2). Porém, outros



mond&meros também podem fazer parte das cadeiagidateomo os aclcares neutros
D-galactose, L-arabinose, D-xilose, L-ramnose, toke e tracos de 2-O-metilfucose
(PEREZet al, 2000; PEREZet al, 2003; SILVA & BRAGA, 2004). Além disso,
apresenta elevado peso molecular, podendo varime &9.000 a 180.000 g/mol.
Dependendo do grau de substituicdo dos gruposallpresentes nos mondémeros de
acido D-galacturdnico, por grupos metoxila (-OCH8)pectina pode ser classificada
como de alta metoxilacéo / esterificacdo (acim®@Bb) e de baixa (abaixo de 50%).
Desse modo, a pectina pode ser descrita em termaosnd estruturacanonicd por
apresentar estrutura quimica bastante heterogémeanplexa (PEREZt al, 2000;
PEREZet al, 2003; CHOURASIA & JAIN, 2003).

Os polissacarideos, inclusive a pectina, sdo estest a passagem pela porcao
superior do trato gastrintestinal, apresentandeempbiodegradabilidade exclusiva no
ambiente col6énico pela microflora anaerébica abidente (SINHA et al., 2001,
FRIEND, 2005). Porém, o maior desafio encontrada pélizacdo da pectina para no
desenvolvimento de revestimentos farmacéuticosnéevea sua alta solubilidade em
meio aquoso e sua baixa propriedade em formardilmeue pode contribuir para uma
liberacdo prematura e indesejada do principio atilma alternativa para reduzir a
elevada solubilidade dos polissacarideos é modigdauimicamente, resguardando a
sua biodegradabilidade pela microflora coldnicdN{PA et al, 2003; FRIEND, 2005).

Neste trabalho propusemos a modificacdo quimicpedtina através de reacao
com trimetafosfato trisédico (TMFT). O TMFT é umeage reticulante eficiente
aplicado na industria alimenticia e ndo apresemt&ittade humana (LACket al,
2004). O TMFT reage com os grupos hidroxilas dobsgacarideos ligando-se as
cadeias poliméricas, deixando os grupos carbosild® alguns polissacarideos livres
para futuras modificacbes. Essa reacdo de ret@mlggromove diminuicdo da
solubilidade dos polissacarideos, uma vez que, rarde hidroxilas livres para
interagir com a 4gua fica reduzido (GLIKO-KABHR al, 2000; DULONGet al, 2004;
LACK et al, 2004; CAVALCANTI et al, 2005).

O material modificado quimicamente (Pect-TMFT) &licionado a dispersao
aquosa do Eudra§itRS 30 D (polimero tempo dependente/baixa permdatié) na
fabricacdo de filmes isolados seguindo metodolog@evistas na literatura
(CAVALCANTI et al.,, 2002; CHOURASIA & JAIN, 2003; IU et al., 2003;
CODAGNONE et al.,, 2004; BUNHAK et al., 2007 a, Bjisando aperfeicoar a
especificidade do material formado (Pect-TMTF + agd® RS 30 D) frente a



microflora colénica, adicionamos a dispersao (exnte a coalescéncia polimérica) o
pré-biético a-gluco-oligossacarideo, comercialmente denominadiedlian§
(Solabia, Franca). Esta proposta tem sua fundag@mtam estudos anteriormente
realizados por Siraguset al, (1988) e Oliveira & Cavalcanti (2007), estes aego
buscaram dentro da perspectiva colo-especificahared habilidades dos materiais
poliméricos formados. A pectina modificada aliada Bioecolian§ deverdo ser
degradados pela microflora colénica principalmepiglos génerosBacteridides,
Bifidobacterium e EubacteriufDONGOWSKI et al., 2002; CHOURASIA & JAIN,
2003).

MATERIAIS E METODOS

Materiais

Pectina Gen?l tipo USPB (cedida gentiimente pela CPKelco, Limeira/SP),
previamente modificada com Trimetafofato Tris6d{d@MFT); Eudragi® RS 30 D
(copolimero acrilato-metacrilato com grupos amoénisaternario USP/NFDegussa
Pharma/Alemanha) e Citrato de trietl@EC) (MorflexX® — EUA) ambos cedidos
gentimente pela empresa Almapal (Sdo Paulo/SP)ediian§ (o-Gluco-
oligossacarideo - Franca) cedido pela Solabia (arPR); Fluido de Simulacdo
Gastrica (FSG, pH= 1,2) e Fluido de Simulacéo tmals(FSI, pH= 6,8); Agitadores
magnéticos (Tecn@l modelo: TE-085/1); Balanca Analitica (Geh8kamodelo:
AG200); Bomba de vacuo; Placa de TeflprMicrometro (Mitutoyd); Tesoura
cirirgica (HVS cirdrgic8 modelo: Iris); Estufa; Dessecadores (com silied): g
Cupulas de permeabilidadedyne permiability cupBraive Intriments, Liege, Bélgica);
demais reagentes de grau analitico.

Modificacdo do Polissacarideo com Trimetafosfasdttico (TMFT)

O polissacarideo (Pectina Gé&ntipo USP-B 72% metoxilacéo) foi reticulado
com quantidades crescentes de TMFT, em meio agbaseificado (pH= 12) com
solugcéo de NaOH (2M) seguindo metodologias propgsta Gliko-Kabir et al. (2000),
Dulong et al. (2004), Lack et al. (2004), Codagneheal. (2004) e Cavalcanti et al.
(2005), conforme as Figuras 1 e 2. Inicialmentecaiporcdes de 200 ml de uma
disperséo a 2 % da pectina foram deixadas sobcagitaagnética constante por duas
horas, proporcionando homogeneizacdo maxima daerd&@p do polissacarideo.



Durante esse periodo o pH foi monitorado e reajospara 12 sempre que necessario.
Apoés esta operacdo foram adicionados volumes arescél, 2, 4, 12 e 20 ml) de uma
solucdo de TMFT (10 %), e deixado sob agitacdonpais uma hora a temperatura
ambiente (25 + 2C), reajustando o pH para 12, quando necessaramsgorrido o
intervalo de tempo previsto, as dispersoes forartidas em placas de Petri e levadas
para estufa a 58C até completa evaporacdo do solvente aquoso. @sitps obtidos
secos (A, B, C, D e E) foram colocados em Béqu@@s ml) contendo uma mistura de
agua destilada: etanol (90:10). ApGs ajuste do phhdio com gotas de HCI (0,01 M)
até pH 7, foram deixados em repouso por um perdedd8 horas, renovando a mistura
apos 24 horas (para retirada de qualquer subst§neiado participou da reacdo e que
possa interferir na confeccdo de filmes) (REISIgt2006). Apds esse processo, 0S
produtos foram filtrados e secos em estufa &5Qulverizados em gral de porcelana,
armazenados em dessecadores para posterior réaliziec analises, e obtencdo de

filmes isolados.
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Figura 1 - Representacdo do mecanismo da reac&eectna com trimetafosfato
trisddico (TMFT) em meio alcalino. Abertura do TMHAJelo ataque do alcoolato
(GONa) com o enxerto de Tripolifosfato de sédio FBy ao polissacarideo (a),
reticulacdo ou degradacao de TPPS (adaptado de LeA@K 2007).
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Figura 2 - Representacdo esquematica da reticulaigioPectina. Enxerto de

grupamentos fosfatos (GFs) na cadeia do polissszae reticulacdo entre as cadeias
poliméricas, com ligacdes intermoleculares e intiaculares (adaptado de

FRANSSEN et al., 1999).

Espectroscopia de Infra-vermelho ET-IR)

Amostras dos polissacarideos natural e modificadoam analisadas por
Espectroscopia de Infravermelho  (Espectrometr6T-IR-BOMEN-MB-100-
Michelsorf’), visando caracterizar preliminarmente a provawetificacdo estrutural
ocorrida. Para a obtencéo dos espectros de absogdegido de 4000 e 400 ¢nas
amostras foram preparadas pela técnica de pastikbasrometo de potassio (KBr)
contendo 1% da amostra.

Andlise térmica OSC e TGA)

As andlises Calorimétrica Diferencial de Varred{id&C foram realizadagum
calorimetro Shimadzu DSC-50. Aproximadamente 6 mgachostra (pectina puras e
modificadas), foram submetidas a atmosfera conofld nitrogénio a 50 mL/min. O
aparelho foi calibrado com os padrbes de indio re@i A faixa de temperatura da
analise foi de 0-500 °C numa velocidade de aquetionde 10 °C/min.

Na analise Termogravimétricd @A) foi usado aparelho ShimadZTGA-50
para analisar amostras de 6 mg. A faixa de temyrerala analise ficou entre 25-1000
°C com fluxo de nitrogénio e velocidade de aquenbmele 50 mL/min e 10 °C/min,
respectivamente. Até o momento da realizacdo dakses, todas as amostras foram

devidamente acondicionadas em frascos contenda ggi desidratada (1£G/1h).



Obtencao de filmes isolados com pectina fosfatadBect-TMFT)

Os filmes foram preparados a partir de disperségeda@se aquosa, utilizando
método convencional para polimeros termoplésticotereorrigidos, denominado
evaporacao ou casting process (moldagem por fusdo), conforme formulacdes
transcritas na Tabela .

Inicialmente, os filmes isolados foram obtidos dipde dispersfées poliméricas
preparadas em quatro diferentes concentracfes\d@azariar a concentracao da Pect-
TMFT A (2,44 % m/m de TMFT) E (33,33% m/m de TMFT) e/ou EudragiRS 30 D
elou do a-Gluco-oligossacarideo (Bioecolidhs permanecendo sempre a massa
polimérica final de 4 % (p/v). As proporcdes teatatbram (EudraditRS 30 D: Pect-
TMFT A el/ouE: Bioecolian§) 90: 05: 05, 85: 10: 05, 80: 15: 05 e 100: 0: Ge q
corresponde a composicao controle conforme TabdDaglastificante escolhido foi o
Citrato de trietla TEC), adicionado na concentracdo de 20 % em relacao,
exclusivamente, & massa do polimetacrilato (Eutft&s 30 D).

As dispersdes contendo inicialmente o Eudfagis 30 D acrescidas do THE
20 %) foram deixadas sob agitacdo magnética porpariodo de 30 minutos em
temperatura ambiente (TA = 25 °C £ 2.0). Apé6s catgplhomogeneizacdo das
dispersdes, seguindo as formulagbes sugeridasctitassna Tabela |, quantidades
variaveis das dispersées de Pect-TMFT e BioecSlifsram adicionadas suavemente,
sob agitacdo constante, as dispersfes do polintgéiicd, e mantidas sob agitacéo
magnética por mais 60 minutos em temperatura anebi€hA). Durante todo o
processo de homogeneizacdo foi utilizada bomba deuov visando evitar a
incorporacdo de ar e formacgéo de bolhas as migpotaséricas.

Tabela | - Proporcéo dos componentes em filmes isolados (Bit@RS 30 D, Pect-
TMFT e Bioecolian9).
Eudragit® RS30D Pect-TMFT AeE Bioecolian§ Citrato de trietila

(%) (%) (%) TEC (%)
100 0 0 20
90 5 5 20
85 10 5 20
80 15 5 20

Apos completa homogeneizacgao das diferentes d@gseramostras de 10 ml, de

cada dispersao, foram vertidas sobre os orificiegipmente demarcados na placa de



Teflon®. Esta placa foi entdo conduzida a estufa, niveladanantida a 50°C
(temperatura minima para a formacgdo dos filmes)ppoiodo de aproximadamente 15
horas até a formacao dos filmes (CAVALCAN@8t al, 2002, CODAGNONEet al,
2004, OLIVEIRA & CAVALCANTI, 2007 e BUNHAKet al, 20073, b).

Caracterizacdo morfolégica macroscopica dos filmes

E de fundamental importancia a verificacdo das cteristicas morfoldgicas
macroscopicas dos filmes, especialmente no tocameesenca de bolhas de ar e/ou
rachaduras, uma vez que a integridade dos filmeantyg a reprodutibilidade e
execucdo das demais andlises realizadas nestéhtralean especial, os ensaios de
permeabilidade. As espessuras dos filmes foranrrdetadas utilizando Micrémetro
(Mitutoyo®) a partir de 5 pontos escolhidos aleatoriamentesugerficie para cada
filme. Em seguida, os filmes selecionados foramaaenados em dessecador (contendo
silica gel) at¢é o momento dos outros ensaios (CAWANTI et al, 2002,
CODAGNONE-Et al, 2004, OLIVEIRA & CAVALCANTI, 2007 e BUNHAKZet al,
20074, b).

Estudo de Permeabilidade / Transmisséo de Vapor djua (TVA)

A determinacéo da Transmissao de vapor d aguaitwomsttodo simples e de
facil execucdo para avaliar a permeabilidade asrale flmes poliméricos quando
comparado aos tradicionais métodos de difusdo.Seapaz de fornecer informacéo
valiosa sobre a capacidade de protecdo de diversagriais (papéis, plastico,
embalagens, etc...) contra a umidade do meio amebienclusive dos materiais
poliméricos envolvidos na tecnologia de revestimeriirmacéutico durante a
estocagem (AKHGAREt al, 2006 e BUNHAKet al,, 2007a).

Este estudo foi desenvolvido de acordo com o neétBd da ASTM(American
Society for Testing and Materjallesignado E96-66, usando cupulas de permealslidad
(modelo“Payne permeability cup,” Bélgica), conforme Figura 3. Os filmes candidatos
a investigacdo (com &rea de 10%pioram fixados as clpulas individualmente, nas
quais foram previamente preenchidas com aguaaldst{l0 ml). O conjunto (cupula +
agua destilada + amostra filme; n=3) foi pesadotaropo zero e armazenado em

dessecador contendo silica-gel desidratada. O aeksefoi deixado a temperatura e



umidade ambiente. As cupulas de cada filme foramages (em triplicatas) nos
intervalos de tempo: 0, 24, 48, 72, 96 e 120 hokasada intervalo de tempo pré-
estabelecido, a amostra de silica-gel foi trocamteoptra desidratada (1£C/1 h). Os
pesos perdidos pelas cupulas nos respectivos atwerde tempo foram registrados e
aplicados na equacao (1), sendo esta utilizada qzdcalar a taxa de transmissdo de
vapor d’agua transportada através dos filmes. A ToiApadronizada para um periodo
de 24 h.

TVA= (2)

Onde“g” € a perda de mass#, € o tempo medido em horas onde houve perda
de massa &a” representa a area do filme (0,00%).nPosteriormente, os valores
percentuais das perdas dos pesos foram graficampettalosversusos respectivos
intervalos de tempo (CAVALCANTIet al, 2002, BUNHAK et al, 2007 a, b,
CAVALCANTI et al, 2005, OLIVEIRA & CAVALCANTI, 2007 e LAMIN et al,
2006).

Figura 3 - Cupulas de permeabilidade (mod&ayne permeability cup,” Bélgica),
desenvolvido de acordo com o método “B"ABTM E96-66.

Determinac&o dos indices de Intumescimento;3o)

O conhecimento do grau de hidrofilicidade dos fs8meolados quando em
contato com os fluidos fisioldgicos constitui umaracteristica imprescindivel,
fendbmeno que devera garantir o acesso das enziatdsribnas existentes na porcao
distal do TGI. Além disso, a avaliagdo do indicérdemescimento pode representar o
primeiro passo para a elaboracdo de um modelo rdtitentapaz de prever a cinética
de liberacdo (MULHBACHER et al., 2004).



Amostras dos filmes representantes das associdod@s minuciosamente
cortados com tesoura cirdrgica (mod@&mfessional F/1 em aproximadamente 1,0
cn?, sendo, em seguida, distribuidos no interior decad de Petri devidamente
identificadas. Posteriormente, as placas de Retanf colocadas em estufa a 50 °C, por
aproximadamente 15 horas, atingindo perda totalrdalade. ApGs este tempo, as
placas foram retiradas e mantidas em dessecadmmssflica gel) durante a realizacéo
do experimento propriamente dito.

As amostras secas das diferentes associacoes fjesadas em balanca analitica
e imediatamente imersas em recipientes contenddd-tle Simulagédo Géstrica (FSG,
pH= 1,2) e Fluido de Simulacdo Intestinal (FSI, pbJ8), sem a presenca de enzimas
digestivas, e mantidas por diferentes intervalotedgo a temperatura de 37 °C. Esses
fluidos foram realizados segundo a® 2Barmacopéia dos Estados UnidddSP
XXVIN).

Cumpridos os intervalos de tempo pré-estabeleditio$0, 30 e 60 minutos de
imerséo), as amostras foram removidas dos meiggddacdo com auxilio de pinca e
cuidadosamente enxugadas entre duas folhas de ¢mbiétio e repesadas. O mesmo
procedimento foi adotado para todas as outras aasasm triplicatas.

Para o calculo do indice de Intumescimento (li%ufdizada a equacgio 2:

= % 100 2)

Mg

I, (%) =

Onde“Mi” é a massa da membrana apds o intumesciméMs’eé a massa da
membrana seca (CAVALCANT@t al, 2002, CODAGNONEet al, 2004 e BUNHAK
et al, 2007a, b, OLIVEIRA & CAVALCANTI, 2007 e AKHGARI et al, 2006).

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Amostras dos filmes isolados, secos e/ou imensoB®G (pH= 1,2) e FSI (pH=
6,8), foram congeladas com nitrogénio liquido apéalizacdo dos ensaios de
intumescimento (%) e liofilizadas & -55 °C (Liofilizador Martin Obt®, Alpha 1-
1/DL) por 6 horas na tentativa de preservar sugctaisticas morfoloégicas em ambas
as condicoes.

Micrografias dos filmes isolados foram obtidas & do Microscépio
Eletronico de Varredura (Shimadzu modelo SS-55@pe&can), operado em 12 keV.



Todas as micrografias foram obtidas das superfi@dsatura recobertas com ouro. Até
o momento da realizacdo das andlises, todas astramofram devidamente

acondicionadas em frascos hermeticamente fechatbsnclo silica gel desidratada.
Analise estatistica

Andlises estatisticas foram usadas para deternuinafvel de significancia
existente entre os valores obtidos em ensaios derndeacdo do indice de
intumescimento, assim como da transmissdo de vdfagua para as diferentes
associacoes dos filmes com Pect-TMFT. Estas asdlisam realizadas com ajuda do
programaGraphPad Pristfi (verséo 2.01, 1996). Os diferentes resultadoseefes aos
coeficientes de % e TVA, obtidos nas diferentes circunstancias ¢naei simulagéo do
TGI), foram inicialmente avaliados usando andlisevdriancia (ANOVA), sendo os
resultados considerados significativos quando p,05.0Quando o conjunto desses
valores forneceu parametros significativos, realizaa aplicagdo das médias dos dados
obtidos no teste de mudltipla comparacdo de Tukésando comparar o papel das
diferentes composicfes poliméricas. Também sendsiderados significativos os
valores registrados para p < 0,05. Os resultadtdasbem ensaio de TVA também
foram tratados com o programa Statistica (vers@p Z004), através da andlise de
superficie de resposta.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Espectroscopia de Infra-vermelho ET-IR)

Esta técnica permitiu analisar e comparar as lemgé grupos funcionais
caracteristicos da pectina naturblSP e modificada com TMFT (Figura 4). No
espectro da Pect-TMFT (A e E) foi possivel obsenraa diminuicao significativa na
intensidade da banda de estiramento caracteridtisagrupamentos hidroxila©ld)
presente na regido entre 3660-3100'cprovavelmente devido & ligacdo desses grupos
com o TMFT, diminuindo a quantidade de hidroxiléspdniveis para formar pontes de
hidrogénio inter- e intra-molecular com os grupasboxilicos. Além disso, foi possivel
observar o surgimento de absor¢des atribuidass&mra dos grupos fosfato na regido
de 1327 cnt (P=0) e 954 crit (P-O-C). Outra observacdo pode ser feita em relacéo a

ocorréncia de um pico na regido de 1425'cm qual esta relacionado & formacéo de



ligagdo do tipoC-O-P entre o polissacarideo e o TMFT. Esse pico nadgsigel no

espectro de TMFT nem de P&tEP. Porém foi visivel nos demais espectros dos
produtos reticulados (A e E), sugerindo a formagégectina fosfatada. Cavalcanti et
al., (2005) também observaram absorcdes semelhduntaste sintese e caracterizacao

de sulfato de condroitina reticulada com TMFT.
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Figura 4- Grafico deFT-IR do TMFT, PectSP, Pect-A (2,44 % m/m TMFT) e Pect-E
(33,33 % m/m TMFT). Amostras pulverizadas utilizangastilhas de brometo de
potassio (KBr) contendo 1 % da amostra.

Outra evidéncia da formacao da Pect-TMFT pode Bserwada pela presenca
de apenas um pico na regido de 1620" atnibuido aos grupo€0, resultantes da
neutralizacdo com NaOH durante a reacao, estarera&déem sua fundamentacdo na
observacao similar realizada por Nurjaya e Won@®%2@uando investigarabeadsde
pectinato de célcio. Diferentemente, a partir dpeegso da PedSP, foi possivel
observar a presenca de dois picos nas regibes4fe chii* e 1634 crit referentes a
presenca da carbonil&€£0) e principalmente de grupos carboxi ésterC-OCHg),
respectivamente, caracterizando o polissacarideofesmdo ndo submetido a hidrélise
do éster (reacdo de saponificacdo) durante a é&gsfatcom TMFT em meio basico.
Singthonga et al. (2004) trabalhando com pectindalga metoxilacdo extraida de
Cissampelos pareitggambém observaram espectros similares quandoaaagp com

pectina de alta metoxilacéao (76,5 %).



Andlise térmica OSC e TGA)

Comparando as curvas BSC(Figura 5) das Pect-TMFT (A e E) com a pectina
natural JSP) pode-se observar que a medida que a concentili@CcdblFT aumenta na
reacdo de modificacdo da pectina, os picos endm@smelacionados a desidratacdo
(80-100°C), diminuem de intensidade e deslocam-se paragi@tysas mais baixas (80
°C, para Pect-E). Esse resultado sugere que a REET-Rpresenta menor quantidade
de hidroxilas disponivel para interagir com molésulde agua. Estas evidéncias
encontram amparo em resultados similares obtidos trafmalhos realizados por
Zohuriaan e Shokrolahi (2004), os quais avaliaracoraportamento térmico da goma
modificada, assim como, as investigacdes de Caualetal. (2005) sobre sulfato de
condroitina modificado.

Além disso, em nossos resultados, analisando o @k@@érmico de maior
intensidade, devido a decomposicdo térmica, fosipes observar um deslocamento
para temperaturas mais elevadas (254 260°C) em relacdo a pectina natural (244
°C), além de um pico menor de decomposicdo em apemdmente 202C, atribuido
as pectinas modificadas (Figura 5).

Segundo trabalhos realizados por Zohuriaan e Shatkr¢2004) avaliando a
curva deDSCatribuida a meticelulose, em geral, temperatwmsaade 206C como as
registradas estdo associadas a desidratacdo, idesjmdcado e pirdlise devido a
evolucdo de kD, CO e CH. Porém, polissacarideos que possuem em sua oay&siit
grupos funcionais como acido carboxilico ou cartadaj a exemplo da pectina natural
e Pect-TMFT respectivamente, a geracdo de @Ovavelmente esta relacionada com
as transicdes térmicas observadas, em concordéaapiaresultados observados por
Zohuriaan e Shokrolahi (2004) quando investigarang@mas xantana, tragacanta e
alginato de saédio.

Zohuriaan e Shokrolahi (2004) e lijima et al. (2p&ibuem que a temperatura
de transicdo vitrea {(J ndo poOde ser registrada em termogramas semedhante
provavelmente devido a interferéncia da curva ewduota atribuida a presenca de

umidade.
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Figura 5 - Grafico de DSC mostrando picos endoiErmie exotérmicos da Pectina-
USP e das pectinas modificadas: Pect-A (2,44 % m/nTE&T) e Pect-E (33,33 %
m/m de TMFT).

Também foi possivel observar que as energias tlasra(as quais sao
diretamente proporcionais a area sob os picoyuadias as transicdes exotérmicas,
observadas para as pectinas modificadas (A, 24@ B/247 J/g), em relacdo a pectina
natural (154 J/g) e aumentam de acordo com o awndmtconcentracdo do agente
reticulante.

Nossos resultados (Figura 5) sugerem ocorréncianddificacdo, ou seja,
fosfatacdo da pectina. Essa modificacdo estrutdaalpectina gera material com
reduzido namero de hidroxilas, as quais estao E&l® a sua alta solubilidade em
agua, a exemplo de outros trabalhos ja realizadas @ mesmo agente reticulante
(GLIKO-KABIR et al., 2000, DULONG et al, 2004, LAC et al., 2004,
CAVALCANTI et al., 2005).

Os resultados da andlise T6A sdo apresentados na Figura 6. A partir dessa
analise foi possivel observar e comparar o companéo térmico da amostra de



pectina pura em relacdo ao das pectinas modificadas TMFT (A e E). Nesse
termograma, a perda de massa inicial observada 6t e 200°C, para todas as
amostras, é atribuida a dessorcdo de umidade rduestdo polissacarideo, 0 mesmo
pode ser observado em trabalho anteriormente aéalipor Zohuriaan e Shokrolahi,
(2004) quando analisaram polissacarideos naturaisdificados. Porém, essa perda de
massa € maior para a pectina natural do que p&ta@EsTMFT -A e -E. Isto sugere que
a pectina sofreu reticulacéo e, consequentememresenta menor quantidade de grupos
hidroxilas para interagir com moléculas de aguéerBncas significativas relacionadas
ao aumento de concentracdo de TMFT entre as pectindificadas (A e E) ndo foram
observadas em nenhum momento.

A principal decomposicdo dos polissacarideos genalenocorre acima de 200
°C. De acordo com a curva de DTG (Figura 7), a teatpea do pico de decomposicdo
térmica para a pectin@SP foi de aproximadamente 21%C e 224°C para as
modificadas. Foi possivel observar também que aginps reticuladas (A e E)
apresentam maior massa residual acima de °@6@m relacdo a pectina natural,
provavelmente relacionada a uma maior quantidadesiduo pirolisado gerado pela

fosfatacdo do polissacarideo.
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Figura 6 -Gréafico de TGA comparando a perda de massa e liliektde térmica entre
as pectinas reticuladas (Pect-A e Pect-E) e anzeattural (PectinbFSP), sugerindo
provavel ocorréncia de reticulacdo da Pectina canvbT.
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Figura 7 -Gréafico de DTG comparando a principal temperatugadécomposicao
térmica entre a pectina natural (PectifaP) e as pectinas reticuladas (Pect-A e Pect-
E).

De modo contrario, a decomposi¢do térmica da peectetural foi maior na
primeira etapa de reagcao, gerando uma menor qadetide material pirolisado,
refletindo em uma perda percentual de massa maonforme observado no
termograma da Figura 6. Trabalho realizado por Aaho e Shokrolahi (2004) também
evidenciou esse mesmo padrdo de decomposicio déenmperda de massa em analise

de TGA realizado com metilcelulose e carboximelillose de sédio.

Caracteristicas morfolégicas macroscopicas dos fikes

Na Tabela Il encontram-se os resultados das caistztas morfologicas mais
evidentes analisadas macroscopicamente nas cordeesipliméricas propostas. Os
filmes apresentaram caracteristicas de transparénitexibilidade adequadas, as quais
foram influenciadas proporcionalmente ao aumentecateentracdo do polissacarideo
modificado (Pect-TMFT). A presenca do plastifica(®® %) favoreceu a coalescéncia
do Eudragit RS 30 D, associado & Pect-TMFT e ao Bioecdlianas associacdes
aplicadas. Petereit e Weisbrod (1999) e Aydinliwta$ (2000) atribuem essa melhor

coalescéncia a capacidade dos plastificantes enreired temperatura de transicao



vitrea (Ty) dos polimeros a eles associados, 0 que aumenta consequéncia, a
mobilidade das cadeias poliméricas, melhorandoprigdade mecanica dos filmes.

Tabela Il - Principais caracteristicas macroscopicas obsesvatis diferentes
composicdes (Eudra§iRS 30 D + Pect-TMFT (A e E) + Bioecolidhs
Composicéo Separacdo  Presenca Bolha  Transparéncia Flexibilidade
(Eudragit® RS 30 D  de Fases de de Ar
+ Pect-TMFT + Rachadura
Bioecolians)

100:00:00 0 0 0 +++ +++
90:05:05 (A) 0 0 0 ++ +++
90:05:05 (E) 0 0 0 ++ +++
85:10:05 (A) 0 0 0 ++ ++
85:10:05 (E) 0 0 0 ++ ++
80:15:05 (A) 0 0 0 + + +
80:15:05 (E) 0 0 0 + + +

0: Nao observada alteracdo; +: Levemente preserte;Mediamente presente; +++:
Fortemente presente

E interessante observar, conforme a Tabela ll, amiespessuras dos filmes
aumentam com a incorporagdo do polissacarideo-{R#€l) quando comparados ao
filme isolado controle (100:00:00, Eudr&gRS 30), mas néo é sensivel ao teor de Pect-
TMFT (5 a 15 %) nem a modificagdo com TMFT (Peat-AE), ndo havendo aumento
significativo na espessura das composic¢oes testhdaslhos anteriormente realizados
por Gabas e Cavalcanti (2003) e Bunhak, et al. {2)também observaram situacdo
semelhante, onde o polissacarideo modificado ganmento nas espessuras dos filmes

isolados formados.

Tabela Ill - Valores das médias das espessuras dos filme®siffdidragit RS 30 D
+ Pect-TMFT (A e E) + Bioecoliaff}, (n=5).

Associacoes Espessuras (mm) Desvio padrao
100:00:00 0,081 +0,0226
90:05:05 (A) 0,123 + 0,0064
90:05:05 (E) 0,128 + 0,0097
85:10:05 (A) 0,116 +0,0157
85:10:05 (E) 0,115 + 0,0051
80:15:05 (A) 0,123 +0,0116
80:15:05 (E) 0,116 + 0,0060

A andlise das caracteristicas morfologicas macpisa® também permitiu

evidenciar homogeneidade na distribuicdo dos potimmenvolvidos nas diferentes



composicdes propostas, caracterizando provavel atiillade entre os constituintes
da dispersao, conforme registrado na Tabela Igrgerdo reprodutibilidade a partir da

metodologia aplicada.
Estudo de Permeabilidade / Transmisséo de Vapor djua (TVA)

Os resultados registrados na Tabela IV e Figur&rBodistram que a taxa de
TVA sofreu influéncia dependente da composicdo iimef quando estes foram
comparados entre si, incluindo o controle (100:0D:@ aumento na concentracao de
Pect-TMFT gerou aumento na taxa de transmissa@jper \d’agua, quando comparado
ao filme controle, caracterizado pela perda de pesdispositivo. Este fenbmeno pode
ser justificado pelo aumento da hidrofilicidade sistema causado pela adicdo do
polissacarideo.

Rosina e colaboradores (2004), quando produziranesiisolados de Eudrait
RS 30 D associados ao polimero extraido da raldefigmbonucifera constataram um
aumento da taxa de transmissao de vapor d’aguangiopal e dependente do aumento
da concentracéo do polissacarideo incorporado. &uehal. (2007, a e b), utilizando o
Eudragi® RS 30 D ou etilcelulose (Surele§sassociado ao sulfato de condroitina
também observaram semelhante comportamento na gfitade, proporcional ao
aumento da concentracdo do polissacarideo. Estmam&=ndéncia de aumento da
transmissao de vapor d’agua e de perda de pesougatas onde foram afixados os
filmes pode ser observada na Tabela IV e FigurAsBcomposi¢cdes envolvendo a
pectina fosfatada (Pect-TMFT -A e -E) e Bioecolfam@s concentracdes 90:05:05,
85:10:05 e 80:15:05 apresentaram maior permeatididaando comparados ao padréo
(100:00:00).

Na Tabela IV também foi possivel avaliar o compugato dos filmes obtidos
em relacdo ao grau de reticulacdo da pectina ncaddi através do aumento de TMFT.
Em conformidade com trabalhos anteriormente reddigdGLIKO-KABIR et al., 2000,
DULONG et al., 2004, LACK et al., 2004, CAVALCANTét al., 2005), podemos
concluir que, ao ligar-se aos grupos hidroxilaspdatina, o trimetafosfato trissodico
promoveu reducdo da hidrofilicidade do sistemaémorapesar da evidéncia dessas
diferencas de permeabilidade ao vapor de d’agustezme entre os filmes isolados
testados, prioritariamente para as composi¢cdespgssuem maior concentracado de

polissacarideo modificado, a composicdo 80:1&0%&presentou maior taxa de



transmissdo de vapor d’dgua em relagdo a compo8igd®:05E (33,33 % m/m de
TMFT). Este comportamento provavelmente esta depgadie uma maior quantidade
de hidroxilas disponiveis para interagir com as énoalhs de agua. No entanto, o
conjunto desses valores ndo apresentou resultatiatssticamente significativos (p <
0,05), segundo analise de variancia (ANOVA).

Tabela IV - Transmissdo de Vapor d’agua (TVA = gidie')) do Controle 100:00:00

RS 30 D e das associacfes 90:05:05, 85:10:05 &:86:(RS 30 D + Pect-TMFT -A e
—E + Bioecolian§, (n = 3).

Associacao Valores perda de peso TVA

polimérica (9/120 h) (g/n? 24 h)

100:00:00 2,0856 g (£ 0,1341) 417,120
90:05:05 (A) 2,5426 g (= 0,1160) 508,520
90:05:05 (E) 2,6445 g (£ 0,0467) 528,906
85:10:05 (A) 3,1853 g (= 0,0542) 639,653
85:10:05 (E) 3,3949 g (£ 0,0441) 678,980
80:15:05 (A) 3,8825 g (+ 0,1001) 776,493
80:15:05 (E) 3,5218 g (+ 0,1130) 704,367

Figura 8— Gréfico do planejamento fatoriaf 8a Transmissdo de Vapor d’agua (TVA =
g/(mdiat)) dos filmes 90:05:05, 85:10:05 e 80:15:05 (R3O Pect-TMFT —-A e —E

+ Bioecolian§ (n = 3).
Esta caracteristica de alteracdo da permeabilidadperta grande interesse, e
encontra-se vinculada ao aumento da concentracfolidsacarideo modificado, assim

como, 0 aumento do grau de reticulacdo desse pcdisseo e a adicdo do pré-biotico



em sua composi¢do. Esta combinacdo de materiaigay®lonente proporcionara
material filmogénico detentor de maior vulneralsitié a fermentacdo especifica no

ambiente colénico e podera aperfeicoar o contraldifusao de fluidos e farmacos.

Determinac&o do indice de Intumesciment&4)

O indice de intumescimento foi determinado pardiava grau de hidratagédo
dos filmes isolados obtidos (Figuras 9 A e B). Alme estatistica (ANOVA) sobre o
conjunto dos dados gerados nos experimentos reafizaregistrou diferencas
significativas (p<0,05) entre as composi¢cdes obtigaando comparadas ao controle
(100% Eudragit RS 30 D) apenas para a avaliacdo realizada em(j#5t6,8).
Entretanto, quando o conjunto desses valores fbimsetido ao teste de mudltipla
comparacao de Tukey, apenas as composi¢coes 10D\a8€us 80:15:05-A e 80:15:05-
E, 90:05:05-A versus 80:15:05-A e 80:15:05-E, 8M%5A versus 90:05:05-E e
90:05:05-E versus 80:15:05-E apresentaram parasnggnificativos (p<0,05).
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Figura 9 A - Representacao grafica do indice demescimento (1%). Avaliacdo da
hidratacdo do filme padr&o (100:00:00 Eudfais 30 D) e das associa¢bes 90:05:05,
85:10:05 e 80:15:05 (RS 30 D + Pect-TMFT —A e —Bisecolian§ em fluido de
simulagéo gastrica (FSG), (n=3).



Observando-se os graficos da Figura 9 A e B, faspel constatar, nos
primeiros minutos do experimento, que os valoredideatacdo dos filmes isolados
aumentaram em funcdo do aumento da concentracgwldsacarideo modificado,
principalmente quando em meio de simulacdo FSh Emhdicdo pode ser atribuida ao
pH &cido (1,2) do meio de simulacdo FSG. Isto faterde forma significativa na
hidratacdo do polissacarideo fosfatado, o qual ypasa caracteristica fortemente
aniénica devido a presenca de grupos carboxilagsigos fosfatos. Segundo relatam
Mulhbacher et al. (2004), com o aumento do pH e@sperque o0 intumescimento de

polimeros anidnicos, a exemplo da pectina fosfatadaente.
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Figura 9 B - Representacao grafica do indice damescimento (1%). Avaliacdo da
hidratacdo do filme padréo (100:00:00 Eudfais 30 D) e das associacdes 90:05:05,
85:10:05 e 80:15:05 (RS 30 D + Pect-TMFT —-A e —Bisecolian§ em fluido de
simulacao intestinal (FSI), (n=3).

Esta constatacdo também foi observada por Glikarketbal (2000), quando
avaliando o grau de hidratacdo da goma guar fakfatm fluidos FSG e FSI,
evidenciou este mesmo perfil de comportamento. ssie modo semelhante em
nossos resultados, em FSG a hidratacdo dos filmet®ro pectina reticulada com
TMFT foi menor, devido provavelmente ao pH acido,qoe causa um maior

entrelacamento da malha polimérica, diminuindo egiientemente, a absorcdo de



agua. Por outro lado, os mesmos filmes em FSI (pibmhocorre expansao da malha
polimérica, gerando consequientemente uma maioathgio no intervalo inicial do
ensaio.

A partir do gréfico de FSI (pH=6,8) representadtagegura 9 B, foi possivel
observar nos primeiros minutos um intumescimenent@a@ado (40 — 60 %) para as
composi¢cdes com 15% de Pect-TMFT (80:15:05-A e BO3E) seguido de uma
diminuicdo acentuada (20 — 30 %) na cinética deatagdo desses filmes apds 10
minutos. Este resultado provavelmente esta reladmna migracdo da pectina
modificada (Pect-TMFT) registrando decréscimo do$veis de hidratacéo,
provavelmente relacionado a perda de massa, sdgagire a pectina mesmo fosfatada,
em condicbes de pH proximo ao neutro (FSI), fondfarida ao meio. Resultado
bastante semelhante foi observado por Semdé eocatidres (1998) durante avaliacao
de filmes contendo Eudra@iRS 30 D e pectinato de célcio. A formacdo de gsupo
carboxilatos (carboxilato de sédio) durante a realgi fosfatacdo (em meio basico) da
pectina (evidenciando em espectro FIE-IR) provavelmente impede a interacdo da
pectina modificada com os grupos catiénicos (am@niternario) do EudragiRS 30
D.

Complementando, podemos sugerir que quando o &imr@ em contato com o
FSI (pH=6,8), ocorre maior relaxamento da malhanp&ica, permitindo que tanto a
pectina fosfatada, assim como o Bioecoffassjam liberados para o meio, por nao ter
havido formacdo de complexo com o polimero de H&selragif RS 30 D). A
migracdo da pectina e/ou Bioecoliina partir do filme isolado para o FSI, foi
qualitativamente observada pela formacdo de ptadipiapds adicdo de acetona ao
meio no final do experimento.

O resultado representado pela Figura 9 AdgeBionstraambém que a partir de
uma determinada concentracdo do TMFT a rede patiemgrovavelmente entra em
colapso devido ao aumento de ligagbes intramolezsilam detrimento de ligacdes
intermoleculares (responsaveis pela mobilidadecddsias poliméricas), refletindo em
uma capacidade de hidratacdo diminuida. Esta ados@r\foi anteriormente descrita por
Gliko-Kabir et al (2000) e Dulong et al (2004) embalhos realizados utilizando o
mesmo agente reticulante (TMFT) na obten¢éo degaatarideos modificados.

Este fato pode ser extremamente positivo do poetwista farmacocinético,
uma vez que a taxa de liberacdo de determinadosmdés podera ser modulada para

melhor atender as necessidades farmacotécnicateedpéuticas.



Oliveira & Cavalcanti (2007) comparando o compoeato de hidratacdo do
controle (100:00 EudraditRS 30 D) em FSG e FSI ndo observaram diferencas
estatisticamente significativas, segundo analise vddancia (ANOVA). Nossos
resultados apresentados nas Figuras 9 A e B estaocotddo com as observacdes desses
autores, ja que esse copolimero (de ésteres de acitlico e metacrilico) é insoltvel
em agua, porém possui grupos amonios quatern@spemsaveis pelo intumescimento
lento do polimero na presenca de fluidos digesiivdspendentemente do pH do meio
em que se encontra.

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Observando-se as micrografias obtidas das amadisagiimes apoés realizacao
do ensaio de Po em FSG e FSI, conforme a Figuraf@Dpossivel observar mudancas
em suas caracteristicas morfologicas quando comgsieom a amostra do filme seco
(Figura 10, A e D).

Aostra seca pH=12 rH=#65

Figura 10 — Micrografias obtidas por meio de MEV fdme de Eudragit RS 30 D:
Pect-TMFT: Bioecoliarf§ 80: 15: 05 - E. Em (A) e (D): amostra seca; (REE pH=
1,2e(C)e (F): pH=6,8.

Quando submetido ao FSG (pH= 1,2) foi possivel maseuma superficie
bastante heterogénea com a presenca marcante tZMFEE e do Bioecoliars
(Figura 10, B e E). De modo contrario, quando dicyas foram imersas em FSI (pH=

6,8), as amostras dos filmes isolados apresentfairas em determinadas regides



(Figura 10, C e F), estando estas provavelmergeiogladas a migragdo da Pect-TMFT
e do Bioecoliang conforme anteriormente discutido na determinacédindice de
intumescimento, fendbmeno relacionado ao maior aseento da malha polimérica

guando em contato com FSI.

CONCLUSAO

A metodologia proposta neste estudo relativa a ficagéo/reticulacdo da
pectina (de alta metoxilacdo) permitiu a geracamale material (Pect-TMFT) com
solubilidade reduzida, adequado ao desenvolviméetdilmes isolados a partir da
associacdo com o polimetacrilato EudraisS 30 D, contendo Bioecolidhs

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram @ adicdo do
oligossacarideo e polissacarideo (reticulado) dimptacrilato Eudragit RS 30 D em
dispersdo aquosa promoveu alteracdes na propriedadeermeabilidade e de
hidratacdo dos filmes formados, quando comparaglesmtrole (100: 00: 00, Eudradjit
RS 30 D), sendo estas dependentes e proporciooasiraento da concentracdo da
pectina fosfatada (Pect-TMFT) inclusa nos filmes.

Dessa forma, os filmes obtidos e avaliados reptastes da concentracéo 80:
15: 05 (Pect-TMFTA e E + Eudragi® RS 30 D + Bioecoliarf§ a partir dos ensaios
realizados, foi eleito como adequado a habilidadenepedir a liberacdo prematura do
farmaco em regido proximal do TGI quando utilizgmboa revestimento de sistemas
sélidos orais. Além disso, a presenca da pectistatiada e do Bioecoliahpoderédo
possibilitar uma degradacdo especifica desta pelipar enzimas produzidas pela
microflora coldnica, possibilitando uma cinética lderacdo modificada de farmacos
sitio-alvo-especifica. Entretanto, ensaios pogsteside colo-especificidade vitro e/ou

vivo, deverao confirmar a aplicacdo deste novo material

ABSTRACT

Preparation and physiochemical characterization othe crosslinked pectin by

STMP: potential excipient for modified release of dugs

In this work the pectin was chemically modified t@action with different amounts of
Trisodium trimetaphosphate (STMP) in basified watdstaining material with lower



hydrosolubility. The physiochemical characterizataf this new material was achieved
by analyses oF T-IR, DSCandTGA Phosphated pectin (Pect-TMFX ,andE) with a-
Gluco-olygosaccharides (Bioecolidhswvere incorporate in the aqueous dispersion of
polymethacrylate (EudraditRS 30 D) for obtaining free films by the castinggess
(50°C) in Teflor® plate. The dispersions were obtained in the fdligvconcentrations
(Eudragit® RS 30 D: Pect-TMFT: Bioecolians®): 9&: @5, 85: 10: 05, 80: 15: 05 and
100:00:00 as control, (4 % p/v). Triethyl citraleE(C) was used as plasticizer (20 % of
the mass of the polymethacrylate). The free filmsrew characterized by the
determination of water vapour transmission (WVTY, the swelling index (1%) in
fluids of gastric simulation (FSG) and intestin&S() and by scanning electron
microscopy (SEM).The increase of the modified patgharide and Bioecoliahén the
films favored the permeability of the water vapadowever, when in FSI (pH = 6.8)
the films presented decrease pfA, probably due to the migration of the olygo and
polysaccharide for the solution, such as obserwedhle presence of pores in the
micrographs of the lyophilized films in FSI. Thepapised films can be prevent the
premature release of the drug in FSG (pH = 1.2)rwdqplied as coating of orals solid
systems. Besides, the presence of Pect-TMFT andcBi@an§ can be favour the
specific degradation of the film by enzymes produlog the colonic microflora, making

possible a modified release kinetics of drugs.

Uniterms:
* Phosphated pectin
* Free films
e 0a-Gluco-olygosaccharides
« Eudragif RS 30D

* Modified release
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Pectina Reticulada por Fosfatacao (Pect-TMFT)
X
Pectina Reticulada por Metacrilacao (Pect-GMA)

na Formacao de Filmes Isolados.

Os resultados gerados em nossos trabalhos foradosimicialmente, conforme
CAPITULO 2, pela modificacdo da pectina atravésreacdo com metacrilato de
glicidila (GMA). O objetivo desta reacdo de modifjéo foi a introducdo de grupos
vinilicos na estrutura da pectina. Estes grupodlis@s posteriormente reagiram via
radicais livres gerando reticulos entre as cadeddisnéricas, formando material com
reduzida solubilidade.

Na segunda fase do nosso trabalho, conforme CAPDI3L. realizamos a
modificacdo estrutural da pectina aplicando o ageafd reticulacdo trimetafosfato
trisodico (TMFT). O TMFT é um agente reticulantecieihte aplicado na industria
alimenticia e nado apresenta toxicidade humana. CFTTMeagiu com 0S grupos
hidroxilas da pectina ligando-se as cadeias pologagrdeixando os grupos carboxilicos
livres. Essa reacdo de reticulagdo promoveu a digéo da solubilidade da pectina,
uma vez que, o numero de hidroxilas livres pamragir com a agua ficou reduzido.

Em ambos processos a pectina reticulada gerou iedlatmm solubilidade
reduzida em meio aquoso. No entanto, a reticulag@mprometeu a habilidade
filmogénica. Visando melhorar a propriedade filmugé, propusemos neste trabalho
associar este polissacarideo reticulado (Pect-ThiFrPect-GMA) a dispersao aquosa
do polimero sintético EudraiRS 30 D, de acordo com metodologias citadas nos
textos. Filmes isolados foram produzidos e avaiado

Em relacdo aos ensaios de permeabilidade ao vamuradfoi possivel observar
que os filmes compostos por Pect-TMFT apresentan@mores taxas de TVA (400 —
700 g/(nf.dia’)) quando comparados aos filmes constituidos pet-BBIA (970 —
1090 g/(ni.dia%)). Este resultado pode ser relacionado ndo sdeismtas de espessura
entre os filmes como também devido ao maior tengpsetagem/reticulacdo durante a
obtencéo dos mesmos, conforme a Tabela I.

As diferencas de espessuras podem ser justificpelas diferenca de massa
polimérica final entre os filmes de Pect-TMFT (4 gfv) e Pect-GMA (2 % pl/v),
sugerindo que os filmes mais finos podem apresemarpermeabilidade maior.



Tabela | - :VariacOes relativas as caracteristicas observadas os filmes isolados
constituidos por Pect-TMFT:EudragitRS 30 D:Bioecoliars e por Pect-
GMA:Eudragif RS 30 D.

Composicdo dos TEC Tempo Espessuras Massa TVA Ii (%) I; (%)
Filmes (%) Secagem  (mm) sélida g/(nf.dia’) (em FSG, (emFSl,
(hs) final pH=1,2) pH=6,8)
(%)
Pect-TMFT: 20 15 ~0,128a 4 ~400a ~9aZ26* ~18ab57*
Eudragif RS 30 D: 0,115 700
Bioecolian§
Pect-GMA: 0 24/48 ~0,050a 2 ~970 a 149** 213**
Eudragif RS 30 D 0,085 1090

* ;i % primeiro minuto; **I; % em equilibrio apés 1 h.

Apesar da aplicacdo de mesma temperaturd@b@ara ambos os processos, o
maior tempo de secagem pode ter gerado uma dirdmui@ umidade durante a
formagao dos filmes, o que pode ter influenciadaracesso de coalescéncia entre as
cadeias poliméricas, refletindo nas variagfes ohsgas, conforme Tabela | e Figura 1.
Resultados semelhantes aos nossos foram previanoiservados por LIU &
WILLIAMS (2002) durante investigacdo sobre difeemntprocessos de cura. Esses
autores observaram através de MEV, que os filmbemstidos & cura em presenca de
umidade apresentaram-se mais lisos (sem rugosjdadple esta relacionado a maior
resisténcia aos vapores d’agua, ou seja, menxas tiz TVA.

Outro fator que deve ser levado em considerac@oredipeito a presenca do
plastificante citrato de trietilaTEC) nos filmes constituidos por Pect-TMFT, o que
provavelmente melhorou o entrelagamento das cagelmséricas (devido a reducéo da
Ty), reduzindo sua permeabilidade ao vapore d’agaadmcomparados com os filmes
constituidos por Pect-GMA sem plastificante.

Outro fator que deve ser levado em considerac@oredipeito a presenca do
plastificante citrato de trietilaTEC) nos filmes constituidos por Pect-TMFT, o que
provavelmente melhorou o entrelacamento das cageilaméricas durante formacao
dos filmes, reduzindo sua permeabilidade ao vagidgua quando comparados com 0s
filmes constituidos por Pect-GMA sem plastifican®etereit e Weisbrod (1999) e
Aydinli e Tutas (2000) atribuem essa melhor cod@desi@a a capacidade dos

plastificantes em reduzir a temperatura de traosigéiea () dos polimeros a eles



associados, 0 que aumenta como consequéncia, ddadbidas cadeias poliméricas,
melhorando a propriedade mecénica dos filmes.

Também foi possivel realizar outra comparacéo datde aos resultados dos
ensaios de intumescimente ¥ e Ly %) realizados para ambos os filmes. Os maiores
indices de intumescimento, apdés o equilibrio, forabservados para os filmes
constituidos por Pect-GMA tanto em FSG (pH= 1,2ama em FSI (pH= 6,8),
conforme a Tabela |I. De modo contrario, para asef constituidos por Pect-TMFT,
além de menores indices de li % durante os primemnutos do experimento quando
comparados aos filmes de Pect-GMA, os mesmos némgdram equilibrio de
hidratagéo ao final do experimento/ensaio, apraselot uma diminuigdo ne % em
funcdo do tempo. Este resultado provavelmente retdéionado a migracdo da Pect-
TMFT e do Bioecoliarf® dos filmes para o meio (quando em FSI), como ¢idou

anteriormente.

-

1 - Pect-GMA (x 150 pm) 2 - Pect-GMA (x 5000 um)

3 - Pect-TMFT (x 150 um) 4 - Pect-TMFT (x 5000 pm)

Figura 1 - Micrografias obtidas por meio de MEV. Em2: filmes de Eudragit RS 30
D: Pect-GMA (24 hs de cura); efhe 4: filmes de Eudragit RS 30 D: Pect-TMFT:
Bioecolian§ (15 hs de cura), amostras secas.




A diferenca nos processos de obtencao dos filmest-IMFT e Pect-GMA)
também pode ter influenciado nas diferencas obdasvaDiferentemente da pectina
fosfatada (Pect-TMFT), o processo de reticulacdo Hact-GMA ocorreu
simultaneamente durante o processo de obtencadildws. Quando a disperséo
composta por Pect-GMA e EudrdgRRS 30 D foi submetidas & temperatura d€G0
em estufa, ocorreu a geragcdo de radicais livregrtir po Persulfato de sodio (PS), os
quais sdo responsaveis pela reticulacdo do paliddao através do ataque as ligacdes
duplas dos grupamentos vinilicos presentes na ®d&-(REIS et al., 2003 e 2006;
VERVORT et al., 1998).

Assim, durante a reticulagdo da Pect-GMA, as cadeia polimetacrilato
provavelmente foram aprisionadas entre os reticidomados na pectina durante o
processo de formacao dos filmes, o que pode gatib comportamento de hidratacéo
mais acentuado desses filmes. Vale salientar quussivel existéncia de ligagdes entre
0s grupos acidos carboxilicos (livres de substimigelo GMA) e 0s grupos catiénicos
(aménio quaternario) do EudrdgiRS 30 D, anteriormente discutido, também podem
contribuir para tal resultado ainda que em menau,gnma vez que impedem a saida da
pectina modificada.

Em relacdo aos filmes constituidos por Pect-TMFdemos sugerir que além
das cadeias do polimetacrilato ndo estarem apadas)entre as cadeias da pectina
fosfatada, a ndo formacdo de complexos atravésgdedkes entre os grupos acidos
carboxilicos (devido a presenca de carboxilatogodedo com espectro #F-IR) e os
grupos catidnicos (aménio quaternario) do Eudfagi® 30 D, previamente relatado,

provavelmente contribui em maior grau para talltada, no que se refere a hidratacéo.



CONCLUSAO

As metodologias apresentadas neste estudo relatiregtgulacdo da pectina (de
alta e de baixa metoxilacdo) permitiram a gerag@malos materiais (Pect-TMFT e
Pect-GMA) adequados ao desenvolvimento de filmekd®s a partir da associacdo
com o polimetacrilato EudragiRS 30 D.

Os filmes isolados formados representados pelashioagbes poliméricas
avaliadas, geraram material com habilidades agmtawo desenvolvimento de novos
sistemas para administracdo oral de farmacos. Quaplicados como revestimento
farmacéutico estes materiais poderdo suportar pdeta transito do TGI, requisito que
podera evitar a liberacdo prematura de farmacosegido proximal do TGI. A Pect-
TMFT tem ao seu favor, a perspectiva de maior valiédade a fermentacao
especifica no ambiente col6nico, proporcionada pElesenca do Bioecoliahs
sugestionando maior sitio — alvo - especificidanlenaterial.

Entretanto, s6 a partir de ensaios posterioresotteespecificidaden vitro e/ou
vivo, poderemos verdadeiramente elucidar a efetivaevabilidade dos materiais
obtidos, e desencadear a proposta de aplicacédmailesiais na formacéo de sistemas
orais de liberacdo modificada de farmacos, com laguaterial mais adequado ao

propésito farmacotécnico e terapéutico.
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